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RESUMO

Introducdo: O género Calea pertence a familia Asteraceae e contém
cerca de 125 espécies, distribuidas mundialmente em areas tropicais e
subtropicais, sendo que o maior nimero dessas espécies € registrado no
Brasil. Espécies do género Calea sdo popularmente utilizadas para o
tratamento de reumatismo, doencas respiratorias e, problemas digestivos.
A Calea pinnatifida (C. pinnatifida), popularmente conhecida como
“aruca” e “cip6-cruz”, ¢ uma planta perene e subarbustiva encontrada
principalmente nos estados do sul e sudeste do Brasil, utilizada na
medicina popular para o tratamento de dores estomacais, giardiase e
amebiase. Embora ja existam trabalhos que demonstrem a atividade
antiproliferatica e leishmanicida da C. pinnatifida, ainda ndo existem
estudos farmacolégicos descritos que tenham avaliado sua atividade anti-
inflamatdria. Objetivos: Investigar a atividade anti-inflamatéria do
extrato bruto, fragdes e compostos isolados das folhas da C. pinnatifida,
utilizando um modelo murino de pleurisia induzida pela carragenina.
Metodologia: As folhas da C. pinnatifida foram submetidas a um
processo de maceragdo com etanol 92%, para obtencéo do extrato bruto
etandlico (EB). O EB foi submetido a uma parti¢do liquido/liquido sob
agitacdo manual de forma exaustiva e sucessiva, utilizando os solventes:
hexano, cloroférmio e acetato de etila, respectivamente, para obter as
fraces hexano (Hex), diclorometano (DCM), e acetato de etila (AcOEt),
bem como a fragdo aquosa remanescente, pelo qual foi obtido a fracéo
metandlica (MeOH), a partir de uma cromatografia em coluna, utilizando
da resina Amberlite XAD-4 como fase estacionaria e metanol como fase
movel. Os compostos foram isolados a partir da fracdo acetato por
métodos cromatograficos e identificados por meio de dados
espectroscopicos de infra-vermelho (1V) e ressonancia magnética nuclear
de hidrogénio e carbono treze. A pleurisia foi induzida segundo
metodologia descrita por SALEH et al., 1996 e os parametros
inflamatdrios como: migracdo de leucécitos, exsudagdo, atividade das
enzimas mieloperoxidase (MPQO) e adenosina-desaminase (ADA),
concentragdes dos metabdlitos do dxido nitrico (NOX) e das citocinas pro-
inflamatdrias, fator de necrose tumoral alpha (TNF-a), interleucina- 1
beta (IL-1pB) e interleucina- 17A (IL-17A), foram avaliados 4 h ap6s a
inducdo da inflamacdo. Além disso, também avaliou-se a capacidade dos
compostos isolados, acido 3,5-di-O-E-cafeoil quinico (3,5-diACQ) e
acido 4,5-di-O-E-cafeoil quinico (4,5-diACQ), em inibir a fosforilagéo da
subunidade p65 do NF-xB ¢ p38 MAPK. Para isso, diferentes grupos de



animais foram tratados com EB (25-100 mg/kg), Hex (5-25 mg/kg), DCM
(5-25 mg/kg), MeOH (5-25 mg/kg), AcOEt (2,5-25 mg/kg), 3,5-diACQ
(-5 mg/kg) ou 4,5-diIACQ (1-5 mg/kg) administrados por via
intraperitoneal (i.p.) 0,5 h antes da carragenina (1%) administrada por via
intrapleural (i.pl.). Para avaliar a exsudagdo, os animais foram tratados
previamente com solugdo de Azul de Evans (25 mg/kg) por via intra-
venosa (i.v.), 10 min antes da administracdo de EB, fracfes e compostos
isolados da C. pinnatifida. Ensaios colorimétricos foram utilizados para
analisar a atividade das enzimas MPO e ADA, bem como NOXx. Testes
imunoenzimaticos (ELISA) foram realizados, para determinar as
concentracBes das citocinas TNF-a, IL-1p e IL-17A e também para
avaliar a fosforilacdo de p65 (NF-xB) e p38 MAPK. Diferencas
estatisticas entre os grupos foram determinados utilizando andlise de
variancia (ANOVA), complementados pelo teste post-hoc de Newman-
Keuls, valores de p < 0,05 foram considerados significativos.
Resultados: EB (50-100 mg/kg), Hex (10-25 mg/kg), MeOH (10-25
mg/kg), AcOEt (5-25 mg/kg), 3,5-diACQ (2,5-5 mg/kg) e 4,5-diACQ (5
mg/kg) inibiram: leucdcitos, neutréfilos e exsudacdo (p < 0,05). EB (50
mg/kg), Hex (10 mg/kg), MeOH (10 mg/kg), AcOEt (5 mg/kg), 3,5-
diACQ (2,5 mg/kg) e 4,5-diACQ (5 mg/kg) inibiram as atividades das
enzimas MPO e ADA, as concentracGes de NOXx e as citocinas IL-1p e
IL-17A (p < 0,05). EB, AcOEt, 3,5-diACQ e 4,5-diACQ, nas doses
citadas acima, diminuiram as concentra¢des de TNF-a (p < 0,05). Os
compostos 3,5-diACQ e 4,5-diACQ, também inibiram a fosforilacdo da
p65 e p38 (p < 0,05). Conclusdo: Este estudo demonstrou que a C.
pinnatifida possui importante atividade anti-inflamatoria, inibindo a
migracdo de leucdcitos do tipo neutréfilos, bem como a diminuicdo da
exsudacdo. Esse efeito provavelmente foi devido a diminuicdo da
concentracdo de mediadores pré-inflamatérios (TNF-a, IL-1B e IL-17A e
NOXx) no lavado pleural e esses efeitos parecem estar relacionados em
parte, pela capacidade dos compostos isolados em inibir vias
intracelulares importantes envolvidas no processo inflamatério, como o
NF-xB e p38 MAPK.

Palavras chave: Calea pinnatifida, inflamacéo, pleurisia, citocinas, NF-
kB, MAPK.



ABSTRACT

Study of anti-inflammatory effects of Calea pinnatifida (R.Br.) Less.
in a murine model of pleurisy induced by carrageenan.

Introduction: Calea genus belongs to the Asteraceae family and contains
about 125 species, distributed worldwide in tropical and subtropical areas,
with the largest number of these species is registered in Brazil. Calea
species of the genus are commonly used to treat rheumatism, respiratory
diseases, and digestive problems. The Calea pinnatifida (C. pinnatifida),
popularly known as "aruca" and "cipé-cruz", is a perennial and subshrub
plant found mainly in the southern and southeastern Brazil states, used in
folk medicine to treat stomach aches, giardiasis and amebiasis. Although
there are studies that demonstrate the antiproliferative and leishmanicidal
activities of C. pinnatifida, there are no pharmacological studies to
describe its anti-inflammatory activity. Objectives: To evaluate the anti-
inflammatory activity of crude extract, fractions and isolated compounds
from C. pinnatifida leaves using a murine model of pleurisy induced by
carrageenan. Methodology: C. pinnatifida leaves were subjected to a
maceration process with ethanol 92% to obtain a crude hydroalcoholic
extract (CE). CE was subjected to a liquid/liquid partition under manual
exhaustive and successively stirring using hexane, chloroform and ethyl
acetate eluents, respectively, to obtain the hexane fractions (Hex),
dichloromethane (DCM) and ethyl acetate (EtOAc) as well as the
remaining aqueous fraction from which was obtained the methanolic
fraction (MeOH), from the use of XAD-4 resin. The compounds were
isolated from the EtOAc fraction by chromatographic methods and
identified by spectroscopic data of infrared (IR) and nuclear magnetic
resonance of hydrogen and carbon thirteen. Pleurisy was induced
according to the methodology described by Saleh et al, 1996 and
inflammatory parameters such as: Leukocyte migration, exudation,
activity of myeloperoxidase (MPO) and adenosine-deaminase (ADA),
concentrations of nitric oxide metabolites (NOXx) and pro-inflammatory
cytokines, tumor necrosis factor-alpha (TNF-a), interleukin-1 beta (IL-
1B) and interleukin-17A (IL-17A) were evaluated 4 hours after
inflammation induction. In addition, we also evaluated the ability of the
isolated compounds, 3,5-di-O-E-caffeoylquinic acid (3,5-diCQA) and
4,5-di-O-E-caffeoylquinic ~ (4,5-diCQA) acid to inhibit the
phosphorylation of the NF-«xB p65 subunit and p38 MAPK. For this,
different groups of animals were treated with CE (25-100 mg/kg) Hex (5-



25 mg/kg), DCM (5-25 mg/kg), MeOH (5-25 mg/kg), EtOAc (2.5-25
mg/kg), 3,5-diCQA (1-5 mg/kg) and 4,5-diCQA (1-5 mg/kg)
administered by intraperitoneally route (i.p.) 0.5 h before carrageenan
(1%) administered by intrapleural route (i.pl.). To evaluate the exudation,
the animals were pretreated with Evans blue solution (25 mg/kg)
administred by intravenous (i.v.) route. Colorimetric assays were used to
analyze the MPO and ADA activities, as well as NOx and
immunoenzymatic assays (ELISA) to determine the TNF-a, IL-1p and
IL-17A concentrations and also to evaluate the phosphorylation of p65
(NF-xB) and p38 MAPK. The significant differences between groups
were determined using analysis of variance (ANOVA) followed by
Newman—Keuls post hoc test and the values of p < 0.05 were considered
significant. Results: CE (50-100 mg/kg), Hex (10-25 mg/kg), MeOH (10-
25 mg/kg), EtOAc (5-25 mg/kg), 3,5-diCQA (2,5- 5 mg/kg) and 4,5-
diCQA (5 mg/kg) inhibited: leukocytes, neutrophils, and exudation (p <
0.05). CE (50 mg/kg), Hex (10 mg/kg), MeOH (10 mg/kg), EtOAc (5
mg/kg), 3,5-diCQA (2.5 mg/kg) and 4,5-diCQA (5 mg/kg) inhibited the
MPO and ADA activities, NOx, IL-1p and IL-17A concentrations (p <
0.05). At the same dose, only CE, EtOAc, 3,5-diCQA and 4,5-diCQA
were able to decrease TNF-o concentrations (p < 0.05). The compounds
3,5-diCQA and 4,5-diACQ also inhibited phosphorylation of p65 and p38
(p < 0.05). Conclusion: This study demonstrated that C. pinnatifida has
an important anti-inflammatory activity by inhibiting leukocyte
migration, neutrophils and decreased exudation. This effect may be
occurred by decrease of the concentration of pro-inflammatory mediators
(NOx, TNF-a, TL-1p and IL-17A) in pleural leakage and these effects
appear to be related in part to the ability of the isolated compounds to
inhibit important cellular pathways involved in inflammatory process,
such NF-xB and p38 MAPK.

Keywords: Calea pinnatifida, inflammation, pleurisy, cytokines, NF-xB,
MAPK.
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1 INTRODUCAO
1.1 PLANTAS MEDICINAIS

Ao longo dos séculos os seres humanos tém contado com a utilizagéo
de plantas medicinais para atender suas necessidades basicas de sadde. As
plantas, sdo amplamente utilizadas no sistema de medicina popular, com
0s primeiros registros datados de 2600 a.C., documentando o uso de cerca
de 1000 substancias derivadas de plantas na Mesopotamia para o
tratamento de diversas enfermidades (CRAGG; NEWMAN, 2013).

De acordo com a organizagdo Mundial da Satde (OMS) a medicina
popular é a soma dos conhecimentos, habilidades e préaticas baseadas nas
teorias, crencas e experiéncias inclusive indigenas de diferentes culturas,
sendo explicdveis ou ndo, usadas na manuten¢do da satide, bem como na
prevencdo, diagnostico, melhoria ou no tratamento de doengas. As plantas
medicinais, ou ervas medicinais, pertencem a um grupo de terapias
baseadas no conhecimento, pratica e experiéncia popular. Com 0 passar
dos anos, a utilizagdo das mesmas na medicina popular vem expandindo
globalmente, tornando-se essencial ndo s6 em paises que dependem de
terapias menos custosas mas também em paises onde a medicina
convencional é predominante no sistema nacional de satde local (OMS,
2000).

Os paises latino-americanos possuem grande biodiversidade
mundial. Dentre eles, o Brasil destaca-se por possuir em seu territorio
aproximadamente 20 a 22% do total de todas as plantas superiores
existentes no planeta, contando com mais de 50 mil espécies descritas
(CALIXTO, 2005). Ao longo das ultimas décadas a pesquisa sobre
produtos naturais, principalmente sobre as plantas, progrediram
rapidamente. Igualmente, a colaboracdo entre universidades e empresas
farmacéuticas locais do Brasil também cresceu, com o intuito de produzir
novos medicamentos com seguranca, qualidade e eficécia. Essa interacdo
entre a indUstria farmacéutica e as universidades, por sua vez estimulou o
aparecimento de estudos farmacoldgicos pré-clinicos e clinicos bem
controlados e randomizados (CALIXTO, 2005). Com isso, o Brasil se
torna o pais com maior biodiversidade mundial, que associada a uma rica
diversidade étnica e cultural detém um valioso conhecimento tradicional
associado ao uso de plantas medicinais, tendo o potencial necessario para
desenvolvimento de pesquisas que resultem em novas terapias. Por esse
motivo, e sobretudo pela tradicdo do uso das plantas medicinais, 0
interesse pelos estudos das propriedades medicinais das plantas e seus
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principios ativos, vem sendo extensivamente explorado pelos
pesquisadores brasileiros e mais recentemente, pela indUstria
farmacéutica, interessada em desenvolver novos medicamentos
(CALIXTO; SIQUEIRA JR., 2008).

Nos dias atuais, estima-se que o0s gastos globais na area de
pesquisa médica giram em torno de US$ 110 bilhdes por ano. Apesar
disso, cerca de 90% de todo esse investimento é destinado a problemas de
salde de apenas 10% da populacdo mundial. Em 2003, por exemplo, a
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) observou que menos de 1% de
todas as novas drogas aprovadas nos 25 anos anteriores foram
desenvolvidas para o tratamento de doencas de paises subdesenvolvidos.
Além disso, a verdadeira inovacdo no desenvolvimento de novos
farmacos também é controversa. Isso é observado em estudos realizados
no Canada, Estados Unidos e Franca, que mostraram que cerca de 75%
dos medicamentos aprovados para a utilizagdo em humanos ndo mostrou
nenhum tipo de beneficio terapéutico (CORDELL; COLVARD, 2012).

Nesse cenario, os laboratdrios de pesquisa em plantas medicinais
tém como objetivo, a partir de estudos etnofarmacolégicos e da medicina
tradicional, selecionar espécies a serem estudadas, com o intuito de
descobrir substancias bioativas que sejam possiveis candidatas a ensaios
pré-clinicos e clinicos, fornecendo assim, uma base cientifica a medicina
popular na obtencdo de novas estruturas quimicas de interesse para a
indGstria farmacéutica, com atividades farmacoldgicas especificas,
podendo resultar em novos farmacos/fitoterapicos (LEE, 2010;
ATANASOQV et al., 2015)

1.2 GENERO CALEA

O género Calea pertence a familia Asteraceae e contém cerca de
125 espécies, distribuidas mundialmente em 4areas tropicais e
subtropicais, sendo que, 0 maior nimero dessas espécies é registrado no
Brasil (ROQUE; CARVALHO, 2011). Na flora brasileira, sdo
encontradas cerca de 80 espécies do género Calea, que estdo distribuidas
em todas as regiGes do pais (MONDIN; BRINGEL; ROQUE, 2013). O
estudo dessas espécies tem sido realizado em diferentes linhas de
pesquisa, buscando elucidar as propriedades farmacologicas de seus
componentes majoritarios, tais como: lactonas sesquiterpénicas,
acetofenonas, derivados do timol, cromenos e flavondides.
(BOHLMANN et al., 1981; OBER; URBATSCH; FISCHER, 1985;
MALDONADO; MARQUEZ; ORTEGA, 1992; STEINBECK et al.,
1997; DO NASCIMENTO et al., 2007).
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Espécies do género Calea sdo popularmente utilizadas para o
tratamento de problemas digestivos e estudos tém demonstrado diversas
atividades bioldgicas dessas plantas (FARAGO et al., 2006). Alguns
estudos, demonstraram atividades anti-parasitaria in vitro e
hipoglicemiante in vivo utilizando a espécie C. zacatechichi Schitdl
(ROMAN RAMOS et al., 1992; KOHLER et al., 2002; WU et al., 2011)
e também atividade anti-hipertensiva e vasodilatadora da Calea
glomerata Klatt in vivo (GUERRERO et al., 2002). Além disso, 0 extrato
e compostos isolados obtidos das folhas da espécie C. prunifolia Hunth,
foram utilizados para um estudo que demonstrou o efeito anti-
inflamat6rio farmacoldgico dessa espécie no modelo de inflamagdo
induzido por 12-O-tetra-decanoilforbol-13-acetato (TPA), em orelha de
camundongos (GOMEZ; GIL, 2011). J& Segura-Cobos e colaboradores
(2010), verificaram o efeito anti-nociceptivo e anti-inflamatério do
extrato bruto e fragdes da Calea zacatechichi no modelo de edema de pata
induzido por carragenina, em ratos. Somado a todos esses achados,
podemos ainda citar alguns efeitos bioldgicos relacionados a compostos
isolados a partir de espécies pertencentes ao género Calea, como:
antiflngica e genotéxica (FLACH et al., 2002; FERRAZ et al., 2009), e
ainda o efeito inibitério na diferenciacdo de adipdcitos (LINUMA et al.,
2003) e atividade acaricida (RIBEIRO et al., 2008), ambos in vitro.

A Calea pinnatifida (R.Br.) Less. (C. pinnatifida) é uma planta
perene e subarbustiva, encontrada principalmente nos estados do Distrito
Federal, Espirito Santo, Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Parana, Rio Grande
do Sul e Santa Catarina, onde é conhecida popularmente como: “aruca” e
“cipo-cruz” (MORS; RIZZINI; PEREIRA, 2000; MONDIN; BRINGEL;
ROQUE, 2013).

A atividade leishmanicida de cromenos isolados das folhas dessa
planta ja foram testados utilizando culturas das formas amastigotas de
Leishmania amazonenses (LIMA et al., 2015a). Ja Marchetti e
colaboradores (2012) avaliaram a atividade antiproliferativa do extrato
bruto diclorometano da C. pinnatifida, utilizando modelos in vitro e in
vivo com diferentes linhagens de células tumorais humanas, mostrando a
capacidade dessa planta em atuar diretamente em vias que estdo
relacionadas tanto com o desenvolvimento quanto com a progressao de
tumores, ambos diretamente relacionados com o processo inflamatério.
Em relacdo & C. pinnatifida, ainda ndo h& estudos farmacoldgicos
descritos que tenham avaliado sua atividade anti-inflamatéria.
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1.3 PROCESSO INFLAMATORIO

A inflamacdo consiste em uma série de eventos envolvendo o
sistema imunoldgico e vascular, podendo ser desencadeada por lesao
tecidual ou estimulos antigénicos, na tentativa de defender o hospedeiro
contra possiveis agentes nocivos. Esta resposta envolve uma cascata de
eventos caracterizados por vias de ativagdo e modulagdo celular que
dependem do tipo de agente lesivo e do estimulo gerado. A inflamacéo
pode estar associada a varias doencas de origem infecciosa ou relacionada
a ativacdo do sistema imunolégico (SCHMID-SCHONBEIN, 2006;
NEWTON; DIXIT, 2012). Quando o processo inflamatorio ndo é
interrompido com éxito, ocorre a progressao da lesdo tecidual, isso se
deve a ativacdo celular exacerbada e a producdo de mediadores
inflamatdrios, com posterior perda da atividade funcional do tecido
afetado (DORWARD et al., 2012).

As caracteristicas clinicas do processo inflamat6rio ja foram
descritos ha mais de 2000 anos por Celsus e estdo bem estabelecidas pelos
sinais cardinais classicos, como: dor, calor, rubor, edema e perda de
funcdo (DORWARD et al., 2012). Na cascata de reagdes que inicia a
inflamagdo observa-se inicialmente uma resposta de fase aguda, que
possui duragdo varidvel, com vasodilatacdo local e aumento da
permeabilidade microvascular, em capilares e vénulas, seguido pela
adesdo e infiltracdo de leucdcitos do tipo polimorfonucleares (PMNs) e
mononucleares no tecido lesionado, que sdo atraidos pela acdo de
diferentes mediadores com a funcéo de quimiotaxia. Por fim, ocorre a fase
de resolucédo da inflamacg&o, pelo qual acontece a regeneracéo tecidual e
fibrose (MEDZHITOV, 2008; LANGER; CHAVAKIS, 2009;
MEDZHITOV; HORNG, 2009).

Durante a inflamacdo, células do sistema imune séo recrutadas
para o local da lesdo, com o objetivo de eliminar microorganismos e
restos celulares. Dentre elas, podemos destacar os neutrofilos e as células
mononucleares (linfécitos, monoécitos e macréfagos) (SOEHNLEIN;
LINDBOM, 2010).

1.3.1 CELULAS E ENZIMAS QUE PARTICIPAM DA RESPOSTA
INFLAMATORIA

Os neutrdfilos possuem um papel fundamental na resposta imune
inata, sendo recrutados rapidamente para o local de lesdo tecidual,
participando ndo s6é no combate a agentes lesivos, mas também no
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processo de reparo. As funcdes desse tipo celular contra microrganismos
ocorre a partir da libera¢do de enzimas e proteinas granulares, bem como
a liberacdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) (BRUIJINZEEL;
UDDIN; KOENDERMAN, 2015). O recrutamento e a funcdo adequada
dessas células sdo cruciais para a remocao eficiente dos agentes lesivos,
contribuindo para o processo normal de cicatrizagdo (HOSTETTER,
2012; EBAID, 2014).

Os neutrofilos possuem em seu citoplasma granulos primarios
(azurdfilos), secundarios (especificos) e terciarios (gelatinase), além de
vesiculas secretoras. Nos granulos primarios, a enzima mieloperoxidase
(MPO) destaca-se como um dos principais componentes do sistema
microbicida dos neutréfilos (BORREGAARD, 2010; HOSTETTER,
2012). A MPO é uma enzima expressa abundantemente em neutrofilos e,
em menor grau, em monacitos, que estd diretamente relacionada com a
atividade fagocitica dessas células devido a sua atividade bactericida
(OLZA et al., 2012). Essa enzima tem papel central na defesa do
organismo, por catalisar a reacdo entre perdxido de hidrogénio (H20>) e
cloreto para formar o acido hipocloroso (HCIO), um composto com agdo
antimicrobiana e importante durante a resposta imune inata (CHAVALI
et al., 2015). Apesar disso, na exacerbacdo do processo inflamatério, a
MPO também ¢é liberada no espaco extracelular, produzindo espécies
reativas de oxigénio, que por sua vez, podem causar reagdes de oxidacéo
em lipideos, &cido desoxirribonucleico (DNA) e em lipoproteinas,
podendo ocasionar dano tecidual (DELPORTE et al., 2013; CHAVALI
etal., 2015)

A avaliacdo da atividade da MPO é uma ferramenta Util para a
avaliacdo indireta da presenca de neutrofilos ativados no sitio
inflamatdrio, sendo que esta enzima pode ser encontrada em
enfermidades respiratérias graves como a asma e a doenca pulmonar
obstrutiva cronica (DPOC) (MAK, 2008; MONTESEIRIN, 2009).

Outras células importantes do sistema imune sdo 0s
mondcitos/macréfagos. Macréfagos sédo células fagociticas encontradas
em todos os tecidos e sdo formados a partir da diferenciacdo de mondcitos
apo6s migrarem para o tecido. Os macréfagos séo parte do sistema imune
inato e sdo a linha de frente na defesa do organismo contra patégenos,
mas também tém um papel importante na imunidade adaptativa,
estimulando as células do sistema imunoldgico a responder contra agentes
lesivos. Essas células sdo consideradas criticas em controlar e regular o
microambiente local dos tecidos, incluindo a coordenacdo das fungdes
especificas de células residentes, tais como fibroblastos e as células
parenquimatosas. As principais funcBes dos macréfagos séo:
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apresentacdo de antigenos, fagocitose e imunomodula¢do (REVIE;
SALAHUDDIN, 2014; EL KASMI; STENMARK, 2015). Essas células,
guando ativadas, tem a capacidade de secretar citocinas, quimiocinas,
fatores de crescimento, ativar a 6xido nitrico sintase (NOS) e aumentar a
atividade da adenosina-desaminase (ADA) (ANTONIOLI et al., 2012;
MATTILA; THOMAS, 2014).

A ADA é uma enzima de acéo catabodlica de purinas, que cataliza
irreversivelmente a desaminacdo da desoxiadenosina e adenosina em
desoxinosina e inosina, respectivamente (KRENKE; KORCZYNSKI,
2010).

A adenosina é um mediador enddgeno com acdo pleiotropica e
desempenha efeitos anti-inflamatdrios ou pro-inflamatérios, dependendo
do tipo de receptor ativado, da célula envolvida e da sua concentragéo no
sitio inflamatdrio. A adenosina pode ser liberada a partir de neutréfilos
ativados e atuar de modo autdcrino ou paracrino durante as respostas
inflamatdrias, podendo inclusive estimular a atividade fagocitica dessas
células. Ou seja, a adenosina representa um fator importante da
modulagdo que coordena a duracdo e a resolucdo ou progressdo da
resposta inflamatdria por meio da ativacdo de quatro receptores
especificos: classificados como AiR, A2aR, AR e AsR, 0s quais séo
amplamente expressos em varias células do sistema imunoldgico
(ANTONIOLI et al., 2014).

Dessa forma, a atividade da ADA se torna importante na regulacéo
das concentragdes extracelulares de adenosina e, consequentemente, no
controle da estimulacéo do receptor, desempenhando um papel central na
modulacio da resposta inflamatoria (ANTONIOLI et al.,, 2012). E
importante ressaltar que a atividade dessa enzima encontra-se elevada no
lavado pleural de pacientes com tuberculose e doenga pulmonar
obstrutiva cronica (DPOC) (GOODARZI et al., 2010; LEE, 2015).

1.3.2 OXIDO NITRICO

Além da MPO e ADA, outro mediador que vem recebendo
destaque é o éxido nitrico (NO). Este, € um gas soltvel que participa de
diversos processos biologicos como a regulacdo do tdnus vascular,
inflamacdo,  neurotransmissdéo e  apoptose  (LORENC-KOCI;
CZARNECKA, 2013; PREDONZANI et al., 2015; VANINI; KASHFI;
NATH, 2015). O NO é um vasodilatador importante, produzido
principalmente por macrofagos e células endoteliais, e participa da
resposta imune inata e/ou especifica, devido a sua capacidade de exercer
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diferentes efeitos em diversos tipos celulares, inclusive aqueles
pertencentes ao sistema imune (PREDONZANI et al., 2015). Esse
mediador é liberado a partir da metabolizagdo do aminoacido L-arginina
em L-citrulina, em uma reacdo catalisada pela éxido nitrico sintase
(NOS), que incluem a neuronal (nNOS), endotelial (eNOS) e a induzida
(iINOS) (PREDONZANI et al., 2015; TSUTSUI et al., 2015). A forma
neuronal e endotelial, sdo constitutivamente expressas, enquanto a
induzida é expressa principalmente em processos inflamatorios,
estimulada por toxinas microbianas e citocinas pré inflamatorias.
(TSUTSUI et al., 2015; VANINI; KASHFI; NATH, 2015). Além disso,
ja foi observado que a inibicdo da iINOS promove uma diminuicdo da
exsudacdo e formagdo de edema em modelos murinos de pleurisia e
edema de pata induzidos pela carragenina (CUZZOCREA et al., 1998).

Em doengas inflamatorias pulmonares, como asma brénquica e
DPOC, ocorre 0 aumento na atividade da iNOS que promove aumento
nas concentragdes de NO. Esse, por sua vez, reage com 0 anion
superoxido ocasionando a producdo de espécies reativas de nitrogénio
(ERNs) como o peroxinitrito, cuja alta concentragdo contribui para a leséo
tecidual, através do processo de peroxidacdo lipidica, bem como a
geracdo de danos estruturais a proteinas e ao material genético
(PREDONZANI et al., 2015).

1.3.3 CITOCINAS

Assim como o NO, as citocinas também sdo importantes
mediadores que desempenham um papel central na modulagéo do sistema
imunolégico e na inflamagdo (NAKAMURA; HAYASHI,
KUBOKAWA, 2015). As citocinas sdo pequenas proteinas (5-140 kDa),
secretadas por diversas células em resposta a diferentes estimulos e
incluem interleucinas, quimiocinas, interferons, fator de necrose tumoral
(TNF) e fatores de crescimento, entre outros (GDEK-MICHALSKA et
al., 2013; VENDRELL et al., 2015). Esses mediadores possuem grande
importancia na modulagéo da resposta do hospedeiro frente a infecgdes,
processos inflamatérios e doencas de etiologia desconhecida (XU; LI;
ZHONG, 2015). A secrecdo dessas citocinas ocorre principalmente em
resposta a ativagao de fatores de transcricdo como o fator de transcrigdo
nuclear kappa-B (NF-«<B) (MOHAMMED-ALI; CRUZ; DICKHOUT,
2015).

O Fator de necrose tumoral alpha (TNF-a) é uma importante
citocina pro inflamatoria, secretada principalmente por macréfagos e



32

neutréfilos, tendo papel central no desenvolvimento e progressdo da
resposta inflamatdria (BALKWILL, 2006). Patdgenos bacterianos e
outros estimulos lesivos, induzem a secregdo de TNF-a a partir de
receptores do tipo toll-like (TLR), o que promove a secre¢do de diversas
citocinas, inclusive o préprio TNF-a, que atua de forma paracrina, em um
sistema de retroalimentacdo positiva, culminando na liberacdo de outros
mediadores como o Fator estimulador de col6nias de granuldcitos e
macrofagos (GM-CSF) e a Inteleucina-8 (IL-8) (BALKWILL, 2006). O
TNF-a exerce seus efeitos apos ligar-se a receptores da familia do TNF
(TNFR), principalmente o0 TNFR1, desencadeando respostas especificas
a partir da ativagdo de fatores de transcricdo como o NF-«B e proteinas
quinase ativadas por mitdégeno (MAPK). Dentre os efeitos do TNF-a,
pode-se destacar sua capacidade de atuar na diferenciagéo, proliferacéo,
além da sobrevivéncia celular, devido sua capacidade de suprimir
processos apoptéticos (BALKWILL, 2006; ROMAGNY; BETTAIEB,
2015).

Outra citocina pro-inflamatéria importante, liberada por
macréfagos mediante a processos infecciosos ou lesdo celular é a
Interleucina-1-beta (IL-1p). A IL-1p atua diretamente sobre diversos
tipos de células, quer isoladamente ou em combinagdo com outras
citocinas, para inducdo e/ou ampliagdo do processo inflamatério
(MARTINON; BURNS; TSCHOPP, 2002; IDRIS; GHAZALI; KOH,
2015). A maioria das células ndo expressam constitutivamente a IL-1,
gue é transcricionalmente regulada pelo NF-«kB. Portanto, a maioria dos
receptores TLR, ap6s o reconhecimento de padrdes moleculares
associados a patégenos (PAMPs), pode ativar a via do NF-xB, induzindo
a sintese de pro-IL-1 (LAROCK; NIZET, 2015). Posteriormente, a
secrecdo de IL-1B requer a ativacdo intracelular de um complexo de
proteinas conhecida como inflamassoma. O inflamassoma mais bem
caracterizado € o dominio de repeti¢do rica em leucina contendo proteina
3 (NLRP3), que pode ser ativado por toxinas bacterianas e flngicas, bem
como EROs. Com isso, a pré-caspase-1 é clivada em caspase-1 ativa, que
ativa a pré-1L-1p, permitindo a secrecédo da citocina, que também induz o
aumento da expressao de moléculas de adesdo, produgdo de
prostaglandinas, e secre¢do de quimiocinas, promovendo o aumento da
quimiotaxia e adesdo celular, além de angiogénese (IDRIS; GHAZALL,
KOH, 2015; LAROCK; NIZET, 2015; OZAKI; CAMPBELL; DOYLE,
2015).

Com base na secrecdo de citocinas, os linfocitos T auxiliares séo
classificados em 4 subgrupos: T helper 1 (Th1), T helper 2 (Th2), T helper
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17 (Thl7) e T regulatérias (Tregs). As células Thl produzem
principalmente interferon-y (IFN-y), que ¢é crucial para a ativacdo de
macréfagos, e estdo predominantemente envolvidas na depuracdo de
agentes patogénicos intracelulares. Ja as células Th2 séo caracterizadas
pela producdo de interleucina-4, interleucina-5 e interleucina-13 e séo
importantes no recrutamento de eosindfilos, producdo de IgE, e
consequente eliminacdo de agentes patogénicos extracelulares
(AZADEGAN-DEHKORDI et al., 2015).

Além das células Thl e Th2, um novo grupo de células T CD4+
vem sendo amplamente estudadas, conhecidas como Thl7. Citocinas
como TNF-a e IL-1f parecem contribuir para promover a diferenciagdo
dessas células, caracterizadas principalmente pela producédo
predominante de IL-17A, IL-17F, e IL-22. Essas células tem um papel
importante na defesa do hospedeiro contra patdgenos especificos e sdo
potentes indutores de autoimunidade e inflamacéo tecidual. Alguns
estudos recentes também sugerem que as células Th17, bem como as
citocinas que ela produz, estdo envolvidas diretamente no
desenvolvimento e progressaio da asma (CHANG et al, 2011,
MORISHIMA et al., 2013; AZADEGAN-DEHKORDI et al., 2015).

N&o menos importante, a Interleucina-17A (IL-17A) também vem
ganhando destaque devido a achados que sugerem que essa citocina esteja
diretamente envolvida no desenvolvimento de doencas de carater
inflamatério (MIOSSEC; KOLLS, 2012; MORISHIMA et al., 2013). O
aumento nas concentragdes da IL-17A ou do seu RNA mensageiro
(RNAm) foram detectados no escarro (BULLENS et al., 2006), lavado
bronco-alveolar (MOLET et al., 2001), tecidos bronquicos (VAZQUEZ-
TELLO et al., 2010), células mononucleares e soro (AGACHE et al.,
2010; ALBANO et al., 2013) de pacientes com asma. A IL-17A também
parece ter um papel chave no aumento da neutrofilia nas vias aéreas e
resisténcia ao tratamento com glicocorticoides de pacientes asmaticos,
induzindo o aumento da expressdo de IL-8 e do receptor beta de
glicocorticoides (GR-B) em células epiteliais bréonquicas (VAZQUEZ-
TELLO etal., 2010; MORISHIMA et al., 2013).

Como contra ponto, as células T regulatérias (Tregs) séo
extremamente importantes pela sua capacidade de supresséo
imunoldgica, desempenhando um papel indispensavel na manutencéo da
homeostase e prevenindo a autoimunidade decorrente da ativagdo
exacerbada do sistema imunoldgico. Esses efeitos ocorrem
principalmente pela capacidade que essas células apresentam em induzir
apoptose e secretarem citocinas anti-inflamatérias como Interleucina-10
(IL-10) e Fator de crescimento transformador beta (TGFB). Além disso
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as células Treg também podem reduzir a ativacdo de células T e a sua
proliferacdo por meio da producdo de adenosina mediada por
ectonucleotidases como o ectonucleosideo trifosfato difosfohidrolase-1
(CD39) e a ecto-5’-nucleotidase (CD73), marcadores altamente expressos
nesse tipo celular (ANTONIOLI et al., 2013; BORSELLINO etal., 2015;
NIE et al., 2015).

1.3.4 FATOR DE TRANSCRICAO NUCLER kB (NF«B) E
PROTEINAS QUINASE ATIVADAS POR MITOGENO (MAPK)

Além de células e mediadores, alguns fatores de transcricdo e
proteinas quinase ativadas por mitégeno (MAPK) estdo envolvidos
diretamente no processo inflamatério, modulando cascatas de sinalizagéo
gue promovem diferentes respostas bioldgicas, como apoptose,
sobrevivéncia, diferenciagéo, proliferacdo e/ou migracdo celular. Dentre
os fatores de transcri¢do, podemos destacar o fator de transcri¢do nuclear
kB (NF-xB).

A familia NF-xB é composto por cinco proteinas, p50 (NF-xB1),
p52 (NF-xB2), p65 (RelA), e RelB e c-Rel e essas proteinas sdo expressas
no citoplasma de quase todos os tipos de células. A ativacdo da via do
NF-xB na asma e DPOC ocorre em grande parte em resposta a
mediadores inflamatorios, tais como a IL-1 e TNF ou induzida pela
ativagdo de receptores Toll-like (TLRs) durante uma exacerbacdo viral ou
bacteriana. Muitas doencgas, incluindo cancer, doencas auto-imunes e de
carater inflamatorio, estdo associadas com a desregulacdo do NF-«B,
sendo que esse fator de transcri¢do pode ser ativado por meio de duas vias
distintas, a via classica ou canbnica, e a alternativa ou ndo-canénica
(HAYDEN; GHOSH, 2014; NOORT; TAK; TAS, 2015; SCHULIGA,
2015).

Essas vias podem ser ativadas por varios estimulos, tais como
citocinas, fatores de crescimento, produtos bacterianos e virais
(lipopolissacarideo, dsRNA), raios UV, radiacdo ionizante, EROs, danos
ao DNA e estresse oncogénico nas células (XIA; SHEN; VERMA, 2014).

A via de ativacdo mais extensivamente estudada do NF-kB é a via
candnica, que ocorre por meio do estimulo de uma variedade de
receptores de membrana celular, incluindo os receptores de TNF, IL-1 e
TLRs, em resposta a mediadores pré-inflamatérios (Figura 1). Ja a via
ndo-candnica pode ser desencadeada pela ativacdo dos receptores de TNF
a partir de mediadores especificos, como a linfotoxina f, ligante de CD40
(CD40L), fator ativador de células B (BAFF) e o ativador de receptor de
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NF-kB (RANK) (NOORT; TAK; TAS, 2015). As duas vias sdo
caracterizadas pela ativagdo de um complexo de proteinas quinase,
conhecidas como proteinas inibitorias kappa B quinase (IKKs). Esse
complexo consiste em duas subunidades quinase, IKK alpha (IKKa) e
IKK beta (IKKp), e uma subunidade reguladora, IKK gama (IKKy /
NEMO). A atividade desse complexo ocorre através da fosforilagdo da
subunidade inibitéria do NF-xB (IxB), que tem por func¢do regular a via
do NF-xB. Membros da familia de IkB podem ligar-se aos dimeros do
NF-«B no citoplasma e no nucleo inibindo suas respostas transcricionais.
Dentre 0os membros dessa familia, podemos destacar principalmente a
IxkBo e a pl00, principais reguladores da via candnica e alternativa
respectivamente (LAWRENCE, 2009; HAYDEN; GHOSH, 2014; XIA;
SHEN; VERMA, 2014; NOORT; TAK; TAS, 2015). A fosforilacdo
dessas proteinas inibitorias ocorre a partir da a¢do das IKKs, induzindo a
sua degradacdo proteossdmica, permitindo que os dimeros do NF-xB
migrem até o nucleo e se liguem ao DNA para induzir a transcricdo de
genes alvo. Vale ainda ressaltar que a IKKf regula a ativagao da via
candnica, fosforilando IxkBa e para esse processo ha necessidade da
atividade de IKKa.. Ja a ativacdo da via alternativa, a partir da fosforilagéo
de p100, ocorre apenas por a¢do da IKKa (XIA; SHEN; VERMA, 2014;
NOORT; TAK; TAS, 2015).

Além de fatores de transcri¢do, proteinas intracelulares também
sdo importantes na ativacdo de vias de sinalizacdo, como as MAPK,
dentre as quais podemos destacar a proteina p38. A p38 é um importante
mediador na resposta inflamatoria, especialmente em macréfagos e a sua
expressao encontrasse aumentada em resposta a estimulos inflamatérios
ou stress, tais como citocinas, radiagdo ultravioleta, choque osmético e
choque térmico (Figura 1). Além disso, essa proteina esta envolvida em
processos de autofagia, apoptose e diferenciacdo celular (YANG et al.,
2014).

Existem quatro isoformas de p38 (p38a, p38P, p38y e p38d),
também conhecidas como proteinas quinase ativadas por estresse
(SAPK), as quais diferem principalmente pela sua distribuicdo tecidual
(ZARUBIN; HAN, 2005). A ativagdo dessas proteinas ocorre por meio
de uma cascata de fosforilagbes sequenciais, pelo qual as proteinas
MAPK quinases (MKKSs), estdo envolvidas. Dentre elas, a mais
comumente associada com essa via de sinalizacdo é a Proteina quinase
dupla induzida por mitégeno 3/6 (MAKKS3/6). Uma vez ativada, tanto por
estresse quanto por ligantes de receptores de citocinas ou TLRs, essa via
tem como consequéncia a ativagdo de fatores de transcrigdo e proteinas
intracelulares, como fatores de transcricdo dependentes de monofosfato



36

de adenosina (AMP) (ATF1/2), fator otimizador de miécitos 2 (MEF2),
proteina de ligacdo ao elemento de resposta ao AMP ciclico (CREB),
proteina quinase ativada por mitégeno e stress (MSK) e quinase interativa
com MAPKs (MNKZ1), que em macrofagos e neutréfilos, promove o
aumento da producdo de citocinas (TNF-a, IL-1p e IL-6) e enzimas pro-
inflamatdrias (Ciclooxigenase-2;: COX-2 e iNOS), bem como o aumento
da expressdo de moléculas de adesdo em leucécitos (ZARUBIN; HAN,
2005; YANG et al., 2014; LEl et al., 2014).
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Figura 1 — Mecanismo de ativacao da via do fator de transcri¢iio nucler kB
(NF-xB) e proteina quinase ativada por mitégeno p38 (p38 MAPK) em
leucocitos. ATF-2: Fatores de transcricdo dependentes de monofosfato de
adenosina; Cg: Carragenina; CREB: proteina de ligacdo ao elemento de
resposta ao monofosfato ciclico de adenosina; IKKa: Proteina inibitoria kappa B
quinase alpha; IKKp: Proteina inibitoria kappa B quinase beta; IkBa:
Subunidade inibitéria do NF-xB alpha; IL-1B: Interleucina-1-beta; IL-1R:
Receptor de interleucina-1; MKK3/6: Proteina quinase dupla induzida por
mitdgeno 3/6; NEMO: Proteina inibitéria kappa B quinase gama; NF-«B: fator
de transcri¢do nuclear kappa-B; p50: Subunidade (p50) do fator nuclear NF-kB;
p65: Subunidade (p65/RelA) do fator nuclear NF-kB; TAK]1: Quinase 1 ativada
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por Fator de crescimento transformador beta; TLR4: Receptor toll-like 4; TNF-
a: Fator de necrose tumoral alpha; TNFR: Receptor de TNF.

Devido & importancia e por desempenharem papel significativo na
resposta inflamatoria e outros processos fisioldgicos, tanto a via do NF-
kB quanto da p38 MAPK tem sido alvos de estudos para o
desenvolvimento de drogas que possam ser utilizadas no tratamento de
diversas doencas de carater inflamatdrio (YANG et al., 2014,
MOHAMMED-ALI; CRUZ; DICKHOUT, 2015; NOORT; TAK; TAS,
2015).

1.4. MODELOS DE INFLAMACAO

O campo da imunologia surgiu como uma tentativa de
compreender a capacidade natural do corpo em combater infecgdes e
melhorar os métodos para estimular o sistema imune na resisténcia as
doencas infecciosas. No entanto, a fim de poupar pacientes e voluntarios
humanos de possiveis danos, pesquisadores passaram a utilizar animais
em estudos pré-clinicos (WEBB, 2014). Nos dias atuais, grandes centros
de pesquisa no mundo discutem melhorias na utilidade e desenho de
modelos experimentais de doencas respiratorias, visando adequacéo dos
modelos para que estes possam mimetizar doencas que ocorrem humanos
(MERCER et al., 2015).

Para muitos pesquisadores, 0 uso de modelos experimentais
permitem avaliar a eficicia, farmacodindmica, farmacocinética e
toxicidade de novos farmacos. Dentre as espécies utilizadas em modelos
in vivo que mimetizem doencas envolvendo o sistema respiratério, pode-
se destacar: primatas ndo humanos, cdes, porcos, ratos e camundongos,
sendo que o uso de camundongos tem sido considerado essencial para
elucidar os mecanismos de diversas doencas humanas, incluindo as
respiratorias, como a asma (MERCER et al., 2015; TAKAO et al., 2015).

A asma é uma doenga predominantemente humana e apenas gatos
e cavalos podem desenvolver espontaneamente condicGes semelhantes.
Cerca de 1% dos gatos, € um nUmero indeterminado de cavalos
desenvolvem uma resposta alérgica nas vias respiratorias analoga a asma
alérgica. A complexidade da condicdo asmatica envolve mudltiplos
recursos, heterogeneidade com diferentes patologias celulares, fatores
genéticos subjacentes, além de componentes ambientais mal identificados
e controversos. Dessa forma, torna-se um desafio criar modelos animais
que possam capturar uma gama de componentes presentes na asma e
mimetizar a condi¢do humana (MULLANE; WILLIAMS, 2014).
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Dentre os modelos desenvolvidos para o estudo de inflamagéo
pulmonar, podemos destacar o modelo de inflamacéo eosinofilica a partir
da utilizagdo de ovalbumina (OVA). Nesse modelo, em um dos
protocolos experimentais, 0s animais (ratos/camundongos) sé&o
sensibilizados, no dia 0 e 14 com uma inje¢do i.p. (20 pg) de OVA.
Passados 10 dias da sensibilizagdo, os animais sdo desafiados por 3 dias
consecutivos com OVA por via inalatéria. Posteriormente, a analise de
pardametros, como migracdo celular (eosintfilos e macrofagos) e
mediadores inflamatérios, sdo analisados a partir do lavado bronco-
alveolar e tecido pulmonar dos animais, bem como a dosagem de
imunoglobulina E (IgE) sérica (FUKUNAGA et al., 2007; MULLANE;
WILLIAMS, 2014). No estudo da asma, também séo utilizados modelos
com particulas virais, levando em consideracdo que infeccGes virais em
pacientes com asma bronquica ou com DPOC costumam ser mais graves
pela exacerbacdo dos sintomas, além de acontecerem mais comumente
(TOURDOT et al.,, 2008; DULEK; PEEBLES, 2011). Dentre as
particulas virais utilizadas para esses modelos, temos como exemplo
aquelas pertencentes ao virus sincicial respiratério (VSR). A combinagdo
da administracdo de particulas VSR em conjunto com o desafio de
animais com OVA, permite avaliar a hiperresponsividade das vias aéreas,
exacerbacdo dos sintomas da doenca, além da avaliacdo da resposta
inflamatoria local e sistémica (TOURDOT et al., 2008).

A inflamacdo neutrofilica das vias aéreas é um componente
importante da resposta inflamatéria de pacientes com DPOC e alguns
fenotipos de asma (SUKKAR et al., 2012).

A pleurisia é um modelo de inflamacéo neutrofilica, que permite
avaliar a resposta inflamatéria das vias aéreas na cavidade pleural de
camundongos. Para a indugdo do processo inflamat6rios nos animais,
utiliza-se como agente flogistico a carragenina (Cg). Essa, trata-se de uma
substancia composta por uma mistura de algas pertencentes a espécie
Chondrus crispus, conhecida popularmente como musgo-irlandés. O
modelo da pleurisia induzida pela Cg é caracterizado por uma resposta
inflamatdria do tipo bifasica. A primeira fase ocorre apés 4 horas e é
caracterizada pelo aumento na infiltracdo de leucdcitos na cavidade
pleural, principalmente neutrofilos, e também pela formag&o de exsudato.
Ja na segunda fase, que ocorre 48 horas ap6s a inducdo da pleurisia,
também observa-se aumento no processo de exsudagdo e infiltrado de
mononucleares (SALEH; CALIXTO; MEDEIRQOS, 1996) (Figura 2).

Esse modelo tem como caracteristica, mimetizar a resposta
inflamatdria que ocorre na asma neutrofilica que ocorre em humanos.
Além disso, a Cg promove sua agdo pro-inflamatdria no sistema imune
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inato, pela ativacdo de receptores do tipo Toll 4 (TLR4) e consequente
ativacdo do NF-xB. A Cg também aumenta a producdo de ERQOS, o que
promove a reducgdo da concentragdo da proteina Heat shock — 27 (Hsp-
27), sendo que baixas concentrages dessa proteina promove a ativagédo
de MAPK como a p38, que também estd envolvida diretamente na
ativacdo de NF-kB (BHATTACHARYYA; DUDEJA; TOBACMAN,
2008; BORTHAKUR et al., 2012). Em pacientes asmaticos, a expressao
de TLR4 encontra-se aumentada (REYNOLDS, 2007).
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Figura 2 — Perfil da resposta inflamatéria utilizando-se o modelo da pleurisia
induzida pela carragenina em camundongos. Modelo de resposta inflamatéria
do tipo biféasica: Na primeira fase (4h) ocorre uma resposta aguda, caracterizada
pelo aumento do influxo de neutréfilos pra cavidade pleural, além da formagéo
de exsudato. Na segunda fase (48h), ocorre uma inversao do perfil leucocitario,
com aumento de células mononucleares e também com presenca de exsudato.
Fonte: adaptado de SALEH; CALIXTO e MEDEIROS (1996).

1.5 FARMACOS ANTI-INFLAMATORIOS

Os farmacos anti-inflamatérios ndo-esteroidais  (AINES)
representam uma classe de diversos medicamentos com efeito analgésico,
anti-inflamatorios e anti-pirético, sendo os farmacos mais utilizados para
o0 tratamento de diversas doencas inflamatérias de carater crénico, como
por exemplo, a osteoartrite e artrite reumatoide (CONAGHAN, 2012). Os
efeitos anti-inflamatdrios, analgésicos e antipiréticos dos AINEs sédo
mediados pela sua capacidade de inibir a biossintese de prostanoides.
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Prostanoides sdo sintetizados a partir do acido araquidénico, um acido
graxo presente nas membranas celulares como um éster de fosfolipidio.
Isoenzimas da Cicloxigenase (COX) convertem o &cido araquidonico a
prostaglandina G, (PGG2) e, em seguida, para Protaglandina Hz (PGH>),
o0 qual sofre uma série de reacdes de conversao subsequentes, produzindo
cinco prostanoides bioativos, isto é, Prostaglandina D (PGDy),
Prostaglandina E, (PGEy), Prostaglandina F, (PGF.), Prostaglandina I,
(prostaciclina), e o tromboxano A2 (TXA2) (RAO; KNAUS, 2008;
RICCIOTTI; FITZGERALD, 2011).

Existem duas isoformas distintas da COX: a COX-1 é a isoforma
expressa de forma constitutiva, enquanto a COX-2 é a isoforma induzida.
A COX-1 est4 presente na maioria das células e tecidos, incluindo o
endotélio, mondcitos, células epiteliais, gastrointestinais, e plaquetas. Em
contraste, a COX-2 é expressa constitutivamente em apenas alguns
tecidos (RAO; KNAUS, 2008). No entanto, a expressdo de COX-2 é
regulada em uma variedade de células e tecidos, tais como o endotélio
vascular, células endoteliais, sinoviais, mondcitos, macréfagos e durante
a inflamac@o através da acéo de diversos mediadores inflamatorios como,
endotoxinas bacterianas, TNF-a e interleucinas. O aumento da expressao
de COX-2 é a principal forca motriz para uma maior producdo de
prostanoides no sitio inflamatério. Embora a COX-2 seja a via priméria
para a producdo de prostanoides, evidéncias sugerem que a COX-1 é
expressa juntamente com a COX-2 em células inflamatdrias circulantes e
no tecido inflamado (RAO; KNAUS, 2008; SMYTH et al., 2009;
RICCIOTTI; FITZGERALD, 2011;).

Os AINEs podem ser classificados ainda como inibidores seletivos
ou ndo-seletivos da COX-2, sendo que a diferenca entre eles ndo esta
somente na acdo, mas também nos efeitos adversos. Dentre os inibidores
seletivos da COX-2, podemos citar o meloxicam e o celecoxibe, enquanto
como exemplos de inibidores ndo-seletivos, temos o diclofenaco, o
ibuprofeno e a indometacina (CONAGHAN, 2012). Neste estudo, a
indometacina foi utilizada como farmaco de referéncia anti-inflamatério.
Na figura 3 é ilustrado a via do &cido araquidénico, bem como o
mecanismo de acdo anti-inflamatdria dos AINES.

Além dos AINEs, outro grupo de farmacos utilizados para o
tratamento de doencas inflamatérias sdo os anti-inflamatérios esteroidais
ou glicocorticoides (GCs). No presente estudo, utilizou-se a
dexametasona como farmaco de referéncia desta classe.
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Classicamente, os GC exercem o0s seus efeitos por meio da ligacdo
aos receptores de glicocorticoides (GR), com posterior translocacéo do
complexo glicocorticoide-receptor até o nucleo. Em seguida, este atua
como um fator de transcricdo, ligando-se a elementos de resposta aos
glicocorticoides (GRE) na regido promotora de varios genes alvo, com
consequente producdo de mediadores com fungdes anti-inflamatorias,
como a interleucina-10, receptor B-adrenérgico, antagonista do receptor
de interleucina-1, anexina 1 ¢ IxBa. Ainda, este é capaz de aumentar
também a expressdo génica da proteina quinase fosfatase-1 ativada por
mitégenos (MKP-1), a qual inibe a via das MAPK, (PERRETTI;
D’ACQUISTO, 2009; BOLDIZSAR et al., 2010). Além disso, a ativacao
de GR também é responsavel pelo efeito imunomodulatério dos
glicocorticoides através da transrepressdo, impedindo a transcricdo de
genes alvo por fatores de transcrigdo essenciais no processo inflamatério,
como o NF-kB ¢ proteina ativadora 1 (AP-1), que promovem a sintese do
acido ribonucleico mensageiro (RNAm) de citocinas pré-inflamatorias,
fatores de crescimento, moléculas de adesdo, NO, prostandides e enzimas
pré-inflamatérias como a COX-2 (Figura 4) (ITO et al., 2006;
PERRETTIL;, D’ACQUISTO, 2009; WHITEHOUSE, 2011).
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Figura 3 — Via do &cido araquiddnico e mecanismo de acdo dos anti-
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PGG; = prostaglandina G,, PGH, = prostaglandina H,, PGI, = prostaglandina I,
ou prostaciclina, TXA; = tromboxano A,. Seta continua (== ) = conversao;
seta interrompida (=4 ) = inibicdo. Fonte: Adaptado de DANNHARDT;
KIEFER, 2001.
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Figura 4 — Vias de sinaliza¢gdo genémica e ndo-gendmica dos glicocorticoides
em células T. 1) via gendmica classica, demonstrando a transativagdo génica da
anexina 1, a qual inibe a enzima fosfolipase A2, inibindo a via do &cido
araquidonico, e a transrepressdo génica de mediadores pro-inflamatérios; 2)
efeitos diretos na membrana; 3) sinalizagdo por meio de um receptor de
membrana (MGR); 4) interagdo do GR com proteinas sinalizadoras
citoplasmaticas; 5) via mitocondrial. GC = glicocorticoide, GR = receptores de
glicocorticoides, GRE = elementos responsivos aos glicocorticoides, TcR =
receptor de células T. Seta continua ( =) conversdo; setas tracejadas (
— === ) = vias de sinalizacdo ndo-gendmica; seta interrompida (=) =
inibicdo. Fonte: Adaptado de BOLDIZAR et al., 2010.
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1.6 HIPOTESE

H; = O extrato bruto, fragGes hexano, metandlica e acetato de etila, e 0s
compostos isolados, acido 3,5-di-O-E-cafeoil quinico e acido 4,5-di-O-E-
cafeoil quinico provenientes das folhas da Calea pinnatifida Less. inibem
a resposta inflamatoria, pela diminuicdo da migracdo de leucdcitos,
exsudacdo, atividade das enzimas mieloperoxidase e adenosina-
desaminase, concentragdes dos metabolitos do 6xido nitrico, citocinas
pré-inflamatorias (TNF-a, IL-1p e IL-17A), bem como a fosforilacdo da
subunidade p65 do NF-«B e proteina p38 MAPK, no modelo da pleurisia
induzida pela carragenina, em camundongos.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito anti-inflamatério do extrato bruto, fracbes e

compostos isolados obtidos da folhas da Calea pinnatifida Less.,
administrados sistemicamente, utilizando-se o modelo da pleurisia
induzida pela carragenina, em camundongos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar o efeito anti-inflamatério do extrato bruto, fracBes e
compostos isolados das folhas da C. pinnatifida sobre:

1-

2-

A migracéo dos leucécitos e a exsudagdo;

A atividade das enzimas mieloperoxidase (MPO) e adenosina-
desaminase (ADA) e a concentracdo de nitrito/nitrato (NOy);

As concentracGes das citocinas inflamatérias: fator de necrose
tumoral-alpha  (TNF-a), interleucina-1-beta  (IL-1p) e
interleucina-17A (IL-17A);

A fosforilacdo da subunidade p65 do fator de transcrigdo nuclear-
kB (NF-xB) no tecido pulmonar (Apenas compostos isolados);

A fosforilacdo da proteina quinase ativada por mitdgeno p38
(p38-MAPK) no tecido pulmonar (Apenas compostos isolados).
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 MATERIAL VEGETAL

3.1.1 COLETA DO MATERIAL VEGETAL

As folhas da Calea pinnatifida foram coletadas pela Prof. Dr2.
Maique Weber Biavatti e sua aluna de doutorado Tamires Cardoso de
Lima, ambas do Departamento de Ciéncias Farmacéuticas da
Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC), em Junho de 2013 no
bairro da Costa da Lagoa no municipio de Floriandpolis - Santa Catarina
(SC), Brasil. A identificacdo botanica dos espécimes da Calea
pinnatifida foi realizada pelo Dr. John Pruski. A exsicata representativa
do material coletado encontra-se depositada no herbario Missouri
Botanical Garden, New York, sob nimero MO-2383318.

3.12 EXTRAQNAO DO MATERIAL VEGETAL, ISOLAMENTO E
IDENTIFICACAO DOS CONSTITUINTES QUIMICOS

As folhas frescas da C. pinnatifida (2,6 kg) foram submetidas a
extracdo exaustiva por maceracdo com etanol (EtOH) a 92% durante 15
dias a temperatura ambiente (25 ° C). O solvente foi removido sob presséo
reduzida em um evaporador rotativo obtendo-se 142,0 g de extrato bruto
(EB). O EB foi suspenso em &gua (H20) e submetido a uma particdo
liquido-liquido, utilizando solventes em ordem crescente de polaridade,
com n-hexano seguido por diclorometano e acetato de etila, resultando
nas seguintes fragdes: hexano (Hex: 68,5 g), diclorometano (DCM: 7,6 g)
e acetato de etila (AcOEt: 5,9 g). A fragdo aquosa remanescente (AQ:
60,0 g) foi submetida a uma cromatografia em coluna utilizando a resina
Amberlite XAD-4, como fase estacionaria e metanol como fase movel,
resultando na fracdo metandlica (MeOH: 28,3 g). Subsequentemente,
uma aliquota da fracdo de acetato de etila (4,9 g) foi ainda fracionada por
cromatografia liquida a vacuo (VLC) sobre gel de silica e eluiu-se com
diclorometano, acetato de etila e metanol em misturas de polaridade
crescente, fornecendo oito sub-fragbes, denominadas de A-H. A Sub-
fracdo C (126,5 mg) foi purificada por meio de cromatografia liquida de
meédia pressdo (MPLC) sobre uma fase inversa RP-18 de coluna
utilizando-se um sistema solvente gradiente de H,O-metanol (95:5 —
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Calea pinnatifida
2,6 kg
(folhas)

Maceracao

EtOH 92%
(15 dias)

Extrato bruto

142 g
H,0
N
' Extragdo liquido-
liquido
| 142 g
|{ ( ‘\ “"

Hexano Diclorometano Acetato de Etila Aquosa
(Hex) (DCM) (AcOEt) (Aq)
68,58 768 598 60,0g

Amberlite
XAD-4
""E‘
J
Metandlica
(MeOH)
283¢

Figura 5 — Extracdo do Material vegetal da Calea pinnatifida. Hex: fracdo hexano;
DCM: fracdo diclorometano; AcOEt: fracdo acetato de etila; Aq: fragdo aquosa;
MeOH: fragdo metandlica.

0:100) como fase mdvel para dar origem a 73 fracGes. As fraces F50-53
foram eluidas com H,O-metanol (60:40), e forneceu 22,7 mg do
composto 2. Uma aliquota 800,0 mg da sub-frac¢do E foi submetida a
uma cromatografia sobre uma coluna de Sephadex LH-20, utilizando
acetona-metanol (1:1) como solvente, para se obter 37 fracgGes. Com base
no perfil da cromatografia em camada fina (TLC), as fracbes foram
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recolhidas e reunidas em uma s6 aliquota (fracdes F16-19 (60 mg)) e esta
foi ainda purificada por cromatografia liquida preparativa de alta
eficiéncia (CLAE) para se obter 6,4 mg de composto 1 e 10,3 mg do
composto 3, respectivamente. O sistema cromatografico foi definido com
eluicdo isocratica, caudal de 1,5 ml/min, volume de injecdo de 1.000 pl,
fase movel acetonitrila-H2O (20:80, v/v) contendo &cido formico a 1%, e
deteccdo por UV a 325 nm.

3.1.3 CONDICOES CROMATOGRAFICAS (CROMATOGRAFIA
LIQUIDA DE ULTRA EFICIENCIA ACOPLADA A DETECTOR DE
ARRANJO DE DIODOS E ESPECTROMETRIA DE MASSAS DE
ALTA RESOLUCAO: UHPLC-DAD-HRESIMS)

As analises por cromatografia liquida de ultra eficiéncia (UHPLC)
foram realizadas no modo de eluicdo gradiente, empregando-se uma
coluna C18 de fase reversa ACE® (3 um de didmetro de particula, 150 x
3 mm), a 30 °C a uma vazdo de 0,4 mL/min. Os extratos e fracOes
organicas foram solubilizados em EtOH 70% (v/v), na concentragéo de
0,5 mg/mL. O volume injetado de cada amostra foi de 5,0 uL, e o tempo
de eluicdo foi de 30 minutos. A fase mével foi composta pelos solventes
A (H20) e B (acetonitrila - ACN), ambos contendo 0,1% de acido férmico
(v/v). O seguinte programa de elui¢do foi empregado: 0-17 min, 2-55%
de B; 17-20 min, 55-100% de B; 24-27 min, 100-2% de B e 27-30 min,
2% de B. A deteccdo no ultravioleta (UV) foi realizada em trés
comprimentos de onda: 214 nm, 254 nm e 325 nm.

Os espectros de massas foram adquiridos simultaneamente em
ambos os modos positivo e negativo, na faixa de varredura de 150-1200
m/z. Os seguintes pardmetros foram mantidos em todas as analises:
resolucdo de 70.000, 200 ms para 0 méaximo tempo de injecdo, voltagem
no spray de 3,6 kV e temperatura do capilar de 300 °C.

3.1.4 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS GERAIS

Os espectros de RMN *H e os mapas de correlagdo Heteronuclear
single quantum coherence (HSQC) e Heteronuclear multiple bond
correlation (HMBC) foram realizados em espectrometro Bruker Ascend
600, operando em 600 MHz para 'H e 150 MHz para o nicleo de 3C. As
aquisicbes dos espectros foram realizadas utilizando metanol-da.
Tetrametilsilano (TMS) foi empregado como padrdo interno para a
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referéncia de deslocamento quimico (0,0 ppm). Os dados obtidos foram
analisados utilizando o software ACD/LABS, e as constantes de
acoplamento (J) foram expressas em hertz (Hz). Os espectros de massas
de alta resolugdo (HRESIMS) foram obtidos em um UHPLC Accela™
equipado com detector ultravioleta acoplado com detector de arranjos de
diodos (UV-DAD) e espectrometro Exactive™ Plus (Thermo Fisher
Scientific), com fonte de ionizag&o por electrospray (ESI) e analisador do
tipo orbitrap. Os dados foram adquiridos e processados empregando o
software Xcalibur™ (Thermo Fisher Scientific). As analises de CLAE
preparativa foram realizadas em cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia
(Shimadzu - Kyoto, Japan) equipado com central de controle SCL-
10ADVP, duas bombas LC-10AD, detector UV SPD-10AV e injetor
manual (volume de injecdo 1000 puL). Para separacdo cromatografica foi
empregada uma coluna de fase reversa C18 Luna (10 pm, 250 x 10 mm,
Phenomenex®). Silica gel 60 Fzs (0,04-0,63 pm, 240-400 mesh),
utilizada para a Cromatografia Liquida a VVacuo (VLC) e Cromatografia
em Coluna (CC) (Vetec, Brazil). A seguintes placas de cromatografia em
camada delgada analitica (CCDA) foram adquiridas (Silicycle; Sephadex
LH-20 - Tedia Brazil; Amberlite XAD-4 - Supelco - Sigma Aldrich, Pte.
Ltd, Singapore). Acetonitrila de alto grau analitico para CLAE foi
adquirida da Dist (Floriandpolis, SC, Brazil).

3.2 EXPERIMENTOS IN VIVO

3.2.1 DELINEAMENTO DO ESTUDO

Estudo experimental, prospectivo e controlado.

3.2.2 ANIMAIS

Para a realizagdo dos experimentos foram utilizados camundongos
albinos Swiss, um més de idade, fémeas, pesando entre 18 e 22 g,
fornecidos pelo Biotério Central da UFSC. Estes animais receberam
alimentacdo e agua ad libitum durante todo o experimento, acomodados
em gaiolas plasticas com serragem, sob temperatura ambiente controlada
(20 £ 2°C) e luz natural. Esse protocolo foi aprovado pelo Comité de ética
no uso de animais da Universidade Federal de Santa Catarina (CEUA —
protocolo n° PP00757/CEUA/2012), e os experimentos foram realizados
de acordo com as normas do Colégio Brasileiro de experimentacgéo animal
(CONCEA).
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3.2.3 PROCEDIMENTO ANESTESICO

Neste protocolo experimental, a anestesia foi induzida com
Xilasina (15 mg/kg, i.p.) e Cetamina (75 mg/kg, i.p.). A anestesia foi
utilizada para a administracdo da solugédo de azul de Evans (25 mg/kg)
administrado por via intravenosa (i.v.). A eutanasia dos animais ocorreu
por overdose de anestésico, com administracdo de uma concentracdo 3
vezes maior que a utilizada no procedimento anestésico (Xilasina: 45
mg/kg, i.p.; Cetamina: 225 mg/kg, i.p.).

3.24 PLEURISIA INDUZIDA PELA CARRAGENINA EM
CAMUNDONGOS

A técnica da pleurisia seguiu o protocolo descrito por Saleh,
Calixto e Medeiros (1996). No procedimento experimental, foram
administrados 0,1 mL de solugo salina estéril (NaCl 0,95%) ou o agente
flogistico carragenina (Cg, 1%), na cavidade pleural direita através do
espaco intercostal dos animais. Apés 4 h, os animais foram sacrificados
com overdose de anestésico, o torax foi aberto, a cavidade pleural foi
exposta e lavada com duas aliquotas de 0,5 mL (totalizando 1 mL) de
solucdo salina tamponada e heparinizada [pH 7,6, NaCl (130 mM),
Na;HPOs (5 mM), KH2PO4 (1 mM) e heparina (20 Ul/mL)]. Nas
amostras do lavado pleural dos diferentes grupos estudados foram feitas
as analises de migracdo leucocitaria, exsudacdo, atividade enzimatica de
Mieloperoxidase (MPO) e Adenosina-desaminase (ADA), concentragdo
dos metabolitos do 6xido nitrico (NOX), bem como as concentragGes das
citocinas TNF-a, IL-1p e IL-17A. As amostras do tecido pulmonar foram
coletados apenas dos grupos de animais tratados com compostos isolados,
para avaliar seus efeitos sobre a fosforilacdo de p65 (NF-xB) e p38
MAPK (Figura 5).

Para a avaliagdo indireta da exsudagdo, os animais foram tratados
com uma solucéo do corante azul de Evans (25 mg/kg), administrados por
via endovenosa (i.v.), 10 min antes do tratamento dos animais com EB,
fracGes ou compostos isolados da C. pinnatifida. Na analise da atividade
das enzimas MPO e ADA, bem como da concentragdo do nitrito/nitrato
(NOx) e das citocinas TNF-a, IL-1f e IL-17A, 0s animais ndo receberam
a injecdo com azul de Evans, uma vez que a administracdo do corante
interfere diretamente nas dosagens colorimétricas e enzimaticas
empregadas para a quantificagdo desses pardmetros.
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3.2.5 PROTOCOLO EXPERIMENTAL

De acordo com o protocolo experimental, para a andlise da curva
dose resposta, diferentes grupos de animais foram tratados com diferentes
doses de Extrato Bruto (EB): 25-100 mg/kg; fracbes Hexano (Hex): 5-25
mg/kg, Metanélica (MeOH): 5-25 mg/kg, Acetato de Etila (AcOEt): 2,5-
25 mg/kg; Diclorometano (DCM): 5-25 mg/kg; Residuo aquoso (R.Aq):
5-25 mg/kg e compostos isolados, Acido 3,5-di-O-cafeoil quinico (3,5-
diACQ): 1-5 mg/kg, Acido 3,4-di-O-cafeoil quinico (3,4-diACQ): 1-5
mg/kg e Acido 4,5-di-O-cafeoil quinico (4,5-diACQ): 1-5 mg/kg,
administrados por via intraperitoneal (i.p) 0,5 h antes da inducdo da
pleurisia pela Cg (1%) administrada por via intrapleural (i.pl). Os
parametros inflamatdrios, exsudacdo e migracdo leucocitaria também
foram avaliados ap6s 4 h (Figura 5).

Para avaliar o perfil temporal de resposta anti-inflamatéria da C.
pinnatifida, selecionamos a menor dose do EB capaz de inibir de maneira
significativa a migracdo de leucdcitos e as concentragbes de exsudato.
Neste protocolo, diferentes grupos de animais foram tratados com EB (50
mg/kg), 0,5, 1, 2 e 4 h antes da indugdo da pleurisia e 0s parametros
inflamatdrios também foram analisados apés 4 h.

A curva tempo-resposta do EB (50 mg/kg) indicou que a atividade
anti-inflamatoria sobre a migracdo de leucocitos e concentracdes de
exsudato ocorreu quando administrados 0,5 h antes da inducdo do
processo inflamatdrio (resultados ndo mostrados). Os resultados da curva
tempo-resposta obtidos com o EB foram estendidos para as fragGes e
compostos isolados.

A partir dos resultados obtidos nos estudos da curva dose-resposta
e tempo-resposta, foram selecionadas as melhores doses (menor dose
capaz de inibir a migracdo de leucdécitos e exsudacdo) de EB, fracoes e
compostos isolados (EB:50 mg/kg, Hex: 10 mg/kg, MeOH: 10 mg/kg,
AcOEt: 5 mg/kg, 3,5-diACQ: 2,5 mg/kg e 4,5-diACQ: 5 mg/kg) a serem
utilizadas para avaliar seus efeitos sobre a atividade das enzimas MPO e
ADA, NOx, concentracdes de TNF-a, IL-1p ¢ IL-17A no lavado da
cavidade pleural dos animais e ainda o efeito dos compostos isolados
sobre a fosforilagdo da subunidade p65 do NF-xB ¢ p38 MAPK no tecido
pulmonar. Paralelamente nos experimentos, em um grupo de animais, foi
administrado apenas Cg (1%), e a outro Salina estéril (NaCl 0,95%)
administrados por via intrapleural (i.pl.), tratando-se dos grupos de
controle positivo e negativo, respectivamente. Outros grupos controles
também foram avaliados utilizando-se farmacos de referéncia anti-
inflamatdrios. Foram estes: animais tratados com dexametasona (Dexa:
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0,5 mg/kg) ou indometacina (Indo: 5 mg/kg) administrados por via
intraperitoneal (i.p.), 0,5 h antes da inducdo da pleurisia com Cg (1%) e
ap6s 4 h os mesmos parametros inflamatérios foram analisados.
Ressaltamos que a escolha da via intraperitoneal deve-se: 1) Este estudo
avaliou o mecanismo de acdo anti-inflamatério; 2) Néo se pretendeu
correlacionar o efeito de extrato bruto, fragdes e compostos da planta com
a utilizacdo na medicina popular; 3) A quantidade de material vegetal
requerida para a administracdo oral equivale a 10 vezes o valor daquela
utilizada por via intraperitoneal; 4) O fornecimento do material vegetal
foi insuficiente para a administragdo oral, tendo em vista as dificuldades
técnicas (infraestrutura e custos).

10 min -

.
K 72) ok
Azul de Evans EB, FragBes e Compostos isolados da C. pinnatifida
(25mg/kg i.v.) (diferentes doses mg/kg, i.p.)
(Exceto para andlises colorimétricas) Dexa (0,5 mg/kg, i.p.)
Indo (5 mg/kg, i.p.)
30 min
|
P E
Lavado 2 Lavado
. —
pleural —_— : pleural

4h

' i 7

Carragenina
(1% -i.pl.) ADA (Giusti & Galanti, 1984)
MPO (Rao et al., 1993)

NOx (Green et al., 1982)

TNF-q, IL-1B e IL-17 (ELISA)

v’ Leucécitos totais (MINDRAY, BC-2800 Vet)
v’ Exsudagdo (620 nm)
v’ Diferencial celular (MayGriinwald-Giemsa)

i

v’ p-p65 NF-KB (ELISA)
v p-p38 MAPK (ELISA)

Figura 6 — Modelo e protocolo experimental da pleurisia induzida pela
carragenina, em camundongos. ADA = adenosina-desaminase, Dexa:
dexametasona, ELISA = enzimaimunoensaio, IL-1p = interleucina-1 beta, IL-17 =
interleucina-17, Indo: indometacina MPO = mieloperoxidase, NOx = metabdlitos do
oxido nitrico, p-p65 NF-kB = subunidade p65 fosforilada, p-p38 MAPK = proteina
p38 fosforilada, TNF-o = Fator de necrose tumoral alpha. Fonte: Desenvolvido pelo
autor.
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3.3 TECNICAS UTILIZADAS

3.3.1 CONTAGEM TOTAL E DIFERENCIAL DE LEUCOCITOS

Apos a eutanasia dos animais (4 h apés a indugdo da inflamacéo),
aliquotas de 15 pL dos lavados das cavidades pleural foram coletados para
determinar a contagem total dos leucdcitos, utilizando-se contador celular
automatizado veterinario ajustado 0s parametros para camundongos
(MINDRAY, BC-2800 Vet, Nanshan, Shenzhen, China). Os resultados
foram expressos em niimero total de leucécitos x108/mL.

Para a contagem diferencial dos leucdcitos, 50 uL das aliquotas dos
lavados da cavidade pleural foram centrifugados em citocentrifuga
(Cytopro® cytocentrifuge Wescor, modelo: 7620 EUA) e as laminas
foram coradas utilizando a coloragdo de MayGrinwald-Giemsa. A
contagem celular diferencial (polimorfonucleares e mononucleares) foi
realizada em microscopio éptico comum, com auxilio de objetiva de
imersdo (aumento de 1000 vezes), contando-se 100 células por lamina.
Os resultados foram expressos em nimero total de células x106 (SALEH;
CALIXTO; MEDEIROS, 1996).

3.3.2 QUANTIFICAGAO DO EXSUDATO PLEURAL

A exsudacdo foi avaliada através da quantificacdo do corante azul
de Evans na cavidade pleural dos animais. Para isso, 10 min antes do
tratamento dos animais com EB, fragBes e compostos isolados da C.
pinnatifida, os grupos estudados receberam uma injecéo intravenosa (i.v.)
de uma solucdo de Azul de Evans (25 mg/kg) através da veia
submandibular. Este, trata-se de um corante capaz de ligar-se a proteinas
plasmaticas, como a albumina, podendo ser utilizado como um marcador
indireto do extravasamento de exsudato na cavidade pleural. A medida
das concentracfes de exsudacdo foi realizada por meio de suas medicoes
colorimétricas (620 nm), em um leitor de placas de enzimaimunoensaio
(ELISA) (Organon-Teknika, Roseland, NJ, EUA), utilizando uma curva
padrdo com concentragdes conhecidas de Azul de Evans (0,01-50 pg/ml)
para a interpolagdo dos resultados. Os resultados foram expressos em

pg/ml.
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3.3.3 QUANTIFICAGCAO DA ATIVIDADE DA MIELOPEROXIDASE
(MPO)

Para a determinacdo da atividade da MPO, realizou-se o ensaio de
acordo com metodologia ja descrita na literatura (RAO etal., 1993). Para
isso, uma aliquota de 100 pl do lavado pleural, foi imediatamente
misturado com a mesma propor¢do de brometo de hexadeciltrimetil
amonio (HTAB 0,5%) e passou por um processo de congelamento e
descongelamento em 3 ciclos, alternando com agitagdes vigorosas.
Posteriormente as amostras foram centrifugadas a 40.000g por 15 minutos
a 4°C. Vinte microlitros do sobrenadante das amostras, juntamente com
180 pl do meio de reacdo (0,167 mg/ml de o-dianisidina.2 &cido cloridrico
(2HCI) e 0,0005% de peréxido de hidrogénio (H202)) foram colocados
em placas de ELISA e incubadas a 37°C por 15 min. Decorrido esse
tempo, a reagdo enzimatica foi interrompida pela adi¢éo de 15 pl de azida
sodica (1%). Ap6s incubacdo de 10 min a 37°C a atividade enzimatica de
cada amostra foi determinada a partir de suas medidas colorimétricas (450
nm), em um leitor de placas de ELISA (Organon-Teknika, Roseland, NJ,
EUA), utilizando uma curva padrdo de MPO (0.7 — 140 mU/mL) para a
interpolacdo dos resultados. Os resultados foram expressos em mU/mL.

3.3.4 QUANTIFICACAO DA ATIVIDADE DA ADENOSINA-
DESAMINASE (ADA)

Para a quantificacdo da atividade da ADA, realizou-se o ensaio de
acordo com metodologia ja descrita na literatura (GIUSTI; GALANTI,
1984). Para tanto, as amostras da cavidade pleural foram transferidas para
tubos de ensaio e a reacdo foi iniciada a partir da adi¢do de 250 L de
uma solucéo de adenosina tamponada (21 nM Adenosina; 35 mM Fosfato
dissédico monohidratado (NaH2P04.H20); 15 mM de Fosfato dissédico
duodecahidratado (Na;HPO4.12H-0) — pH 6,5). Ap6s incubacdo de 1
hora a 37°C, 500 uL de uma solucdo de fenol/nitroprussiato de sédio (106
nM fenol; 0,17 nM nitroprussiato de sédio) e 500 pL de suma solugdo
alcalina de hipoclorito de Sédio (NaOCI) (11 nM NaOCI; 125 nM de
hidréxido de sédio (NaOH)) foram adicionados a cada amostra e
incubadas & 37°C durante 30 minutos. A adenosina adicionada ao meio é
clivada pela ADA, promovendo a producdo de amdnia. Esta, em uma
reacdo dependente de pH alcalino e catalisada pelo nitroprussiato de
sodio, reage com fenol e hipoclorito para a formagdo de indofenol de
coloracdo azul. A concentracdo de amonia é proporcional a concentragéo
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de indofenol gerado. Ap6s os periodos de incubacdo, foram realizadas
leituras colorimétricas (630 nm) de cada amostra para determinar suas
atividades enzimaticas em um leitor de placas de ELISA (Organon-
Teknika, Roseland, NJ, EUA) e para a interpolacéo dos resultados, uma
solucdo de sulfato de amobnio (35 mM NaH;PO4.H;O, 15 mM
Na;HPO4.12H,0 e 15 mM de Sulfato de Aménio ((NH1)2SO4)) foi
utilizada em triplicata como padrdo de concentracdo referente a uma
atividade enzimatica de 20 U/L. Os resultados foram expressos em U/L.

3.3.5 QUANTIFICACAO DOS METABOLITOS DO OXIDO NITRICO
(NOx)

A determinacdo das concentracdes dos metabdlitos do 6xido nitrico
(nitrito (NO>)/ nitrato (NO3)) no lavado pleural dos camundongos, foi
realizada por meio da reacdo de Griess, de acordo com metodologia ja
descrita na literatura (GREEN et al., 1982). Inicialmente, 300 uL das
amostras foram tratadas previamente com 30 pL de Sulfato de Zinco
(ZnSO4 20%) para a sua desproteinizagdo. ApOs passar por uma
incubag@o em banho de gelo por 45 min, a cada amostra, adicionou-se 6
uL de hidroxido de sodio (NaOH 2,5 N) e essas foram centrifugadas a
2500 RPM por 15 min. Uma aliquota de 100 pL do sobrenadante de cada
amostra foi transferido para uma placa de ELISA e posteriormente foram
adicionados 100 pL do reagente de Griess (Sulfanilamida 1%; alpha-
naphthyl-ethylendiamide 0,1% (1:1)) e 100 pL de cloreto de vanadio Il
0,8%. As amostras foram incubadas a 37°C durante 40 min e ao final
desse periodo efetuou-se a medicdo colorimétrica (540 nm) de cada
amostra, em um leitor de placas de ELISA (Organon-Teknika, Roseland,
NJ, EUA) para determinar as concentragdes de metabdlitos do 6xido
nitrico, utilizando uma curva padrdo com concentracdes previamente
conhecidas de NO2™ (0-150 mM) para a interpolacdo dos resultados. Os
resultados foram expressos em mM.

3.3.6 QUANTIFICACAO DAS CONCENTRAGCOES DE TNF-o, IL-1pB
E IL-17A

Para a anélise das concentragbes de TNF-a, IL-1B E IL-17A,
imediatamente ap6s a eutanasia dos animais, aliquotas do lavado da
cavidade pleural foram coletadas e processadas para quantificar as
citocinas. Neste protocolo, kits comerciais disponiveis foram utilizados
com anticorpos monoclonais especificos para cada citocina (TNF-a,
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eBioscience, Inc., San Diego, CA, EUA, Cat. 88-7342-29; IL-1p,
eBioscience, Inc., San Diego, CA, EUA, Cat. 88-7913-29; IL-17A,
eBioscience, Inc., San Diego, CA, EUA, Cat 88-7971-29). Coeficientes
de variacdo (1) intra-ensaio: TNF-o.=7.87 +0.9%, IL-1B = 6.27 £ 0.4 %,
e IL-17A =7.57 + 1.7%; e (2) inter-ensaio: TNF-o.=9.67 + 2.1%, IL-1B
= 517 + 06 =%, e IL-17A = 9.67 £ 2.1%. Curvas-padrdo com
concentragdes conhecidas de cada citocina também foram utilizadas para
a quantificacdo dos valores desconhecidos com auxilio da equacdo da
reta: TNF-a = 5-2000 pg/ml, IL-1p = 100-6400 pg/ml e IL-17A = 4-500
pg/ml. As leituras de todas as citocinas nas amostras e suas respectivas
curvas-padréo foram estimadas por meio de suas medidas colorimétricas
(450 nm), realizadas em leitor de placas de ELISA (Organon-Tecknica,
Roseland, New Jersey, EUA). Os valores foram expressos em pg/ml.

3.3.7 DOSAGEM DE PROTEINAS TOTAIS

Apbs a eutanasia dos animais, 20 mg de tecido pulmonar de cada
amostra foi removido da cavidade toracica e transferido para tubo de
eppendorf contendo tampao de lise - Cell Lysis Buffer (eBioscience, San
Diego, Califérnia, EUA) com intuito de formar um homogenato.

A dosagem de proteinas totais foi realizada de acordo com
metodologia descrita por Lowry et al. (1951) em espectrofotbmetro. A 5
uL de amostra foi adicionado 95 pL de agua destilada e entdo adicionou-
se 100 pL de reagente de Lowry (25% de Cobre-tartarato-carbonato; 25%
de Dodecil sulfato de sédio — 10%; 20% de Hidrdéxido de s6dio: NaOH
0,8 N e 30% de &gua destilada). Ap6s incubacgdo a temperatura ambiente
por 10 minutos, adicionou-se 50 pL de reagente de Folin (40% de Reativo
de Folin 1 N, 20% de Reativo de Folin 2 N e 40% agua destilada). Em
seguida as amostras foram incubadas por 30 minutos, e passado este
periodo efetuou-se a medigdo colorimétrica (620 nm) de cada amostra,
em um leitor de placas de ELISA (Organon-Tcknica, Roseland, New
Jersey, EUA). Paralelamente utilizou-se diferentes concentracGes de
albumina (0-40 pg/ul) para obter-se uma curva-padrao.

Esse procedimento foi realizado com o intuito de ajustar as
concentracdes de cada amostra para 60 g de proteina total, concentracéo
sugerida pelos fabricantes dos kits para dosagem de p65 (NF-xB) e p38
MAPK fosforiladas.
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3.3.8 QUANTIFICACAO DA PROTEINA p65 FOSFORILADA

Para este protocolo foi utilizado um kit comercial de ELISA
contendo anticorpos monoclonais especificos contra proteina p65
fosforilada de camundongo (Instant One Phospho - NF-kB p65 (Ser536)
ELISA Kit (eBioscience, San Diego, Califérnia, EUA)). O protocolo
experimental foi realizado seguindo instrucfes do fabricante disponiveis
no kit. A analise foi realizada por método colorimétrico utilizando uma
leitora de ELISA (Organon-Teknika, Roseland, NJ, USA) e a absorbancia
lida no comprimento de onda de 450 nm. Os resultados foram expressos
como modificacdo relativa de cada grupo de tratamento, comparado ao
grupo controle negativo (animais tratados apenas com salina estéril (NaCl
0,95%)), que representou a expressdo basal da fosforilagdo da subunidade
p65.

3.3.9 QUANTIFICACAO DA PROTEINA p38 FOSFORILADA

Semelhante a quantificacdo da fosforilacdo da proteina p65, nesse
protocolo foi utilizado um kit comercial de ELISA com anticorpos
especificos contra proteina p38 MAPK fosforilada (Instant One Phospho-
p38 MAPK — Tyrl80/Tyrl82 — Elisa kit (eBioscience, San Diego,
Califérnia, EUA)). O protocolo experimental foi realizado seguindo
instrucdes do fabricante disponiveis no kit. A analise foi realizada por
método colorimétrico utilizando uma leitora de ELISA (Organon-
Teknika, Roseland, NJ, USA) e a absorbancia lida no comprimento de
onda de 450 nm. Os resultados foram expressos em modificacéo relativa
de cada grupo de tratamento, comparado ao grupo controle negativo
(animais tratados apenas com salina estéril (NaCl 0,95%)), que
representou a expressao basal da proteina p38 MAPK fosforilada.

3.4 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média
(E.P.M.) dos valores absolutos e das porcentagens de inibi¢do. As
diferencas significativas entre os grupos foram determinadas utilizando
andlise de variancia (ANOVA) seguido pelo teste post-hoc de Newman-
Keuls. Os resultados foram analisados utilizando o software GraphPad
Prism v5.0 (GraphPad Software Inc., San Diego, California, EUA) e os
valores de p < 0,05 foram considerados significativos.
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4. RESULTADOS

4.1 ANALISE FITOQUMICA

A analise da composicdo quimica do extrato e fragdes organicas
(acetato de etila, metanol e diclorometano) da C. pinnatifida por
cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada a detector de arranjo de
diodos e espectrometria de massas de alta resolu¢cdo (UHPLC-DAD-
HRESIMS) revelou a presenca de compostos fendlicos de diferentes
classes quimicas (flavonoides, derivados do éacido hidroxicindmico e
cromenos) e, com base no espectro de UV dos componentes com tempos
de retencédo de 10,03; 10,31 e 10,73 min, é possivel sugerir a presenca de
derivados do &cido clorogénico (Figura 6). As analises por Cromatografia
liquida acoplado a espectrometria de massas (LC-MS") (modo negativo
com fonte de ionizacdo por Electrospray (ESI) e analisador do tipo
Orbitrap) e a classificacdo hierarquica proposta por Clifford e
colaboradores (2003, 2005, 2007 e 2008) para discriminar entre 0s
isbmeros do acido dicafeoil quinico permitiu-nos concluir que estes
derivados do acido clorogénico sdo os compostos: C1 = 4cido 3,4-di-O-
E-cafeoilquinico (3,4-diACQ), C2 = acido 3,5-di-O-E-cafeoil quinico
(3,5-diACQ) e C3 = &cido 4,5-di-O-E-cafeoil quinico (4,5-diACQ). A
fragdo hexano ndo foi analisada por UHPLC em coluna de fase reversa
porgue 0s compostos apolares presentes na mesma podem exibir elevada
adsorcao nesta fase estacionaria.

O fracionamento cromatogréafico da fracdo acetato de etila resultou
no isolamento dos trés isdbmeros descritos anteriormente: 3,4-diCQA (1),
3,5- diCQA (2) e 4,5-diCQA (3). As estruturas dos compostos (Figura 7)
foram confirmadas como descrito por Lima e colaboradores (dados
submetidos para publicacdo). O composto 2 foi identificado por
comparagdo dos seus dados espectroscépicos de RMN 1D e 2D com
dados publicados na literatura (LIMA et al., 2015b) e os compostos 1 e 3
foram distinguidos um do outro com base nos seus padrbes de
fragmentagdo, bem como no esquema de classificagcdo hierarquica
previamente estabelecido por Clifford e colaboradores (2003, 2005, 2007
e 2008) para caracterizar os derivados do acido dicafeoil quinico.
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Figura 8 - Estruturas quimicas dos compostos isolados da Calea pinnatifida
Less. C1 = Acido 3,4-di-O-E-cafeoil quinico (3,4-diACQ); C2 = Acido 3,5-di-
O-E-cafeoil quinico (3,5-diACQ); C3 = Acido 4,5-di-O-E-cafeoil quinico (4,5-
diACQ).

4.2 PERFIL TEMPORAL DE RESPOSTA ANTI-INFLAMATORIA DO
EXTRATO BRUTO DA C. pinnatifida

A curva tempo-resposta do EB (50 mg/kg) indicou que a atividade
anti-inflamatoria sobre a migracdo de leucocitos e concentragdes de
exsudato ocorreu quando administrados 0,5 h antes da inducdo do
processo inflamatorio. Os resultados da curva tempo-resposta obtidos
com o EB foram estendidos para as fracGes e compostos isolados (Tabela
1).

Tabela 1 — Perfil temporal de resposta anti-inflamatéria do extrato bruto
da C. pinnatifida (50 mg/kg) sobre a migragéo de leucdcitos e exsudagao

Grupos/Doses  Leucdcitos Neutréfilos Exsudacéo
(mg/kg) (x10°) (x10°) (x10°)
Sal 1,34 +0,05 0,74 £ 0,06 2,35+0,15

Cg 6,86 = 0,08 6,39 £ 0,09 16,00 £ 0,85
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Dexa 0,5 3,34 +0,25™ 3,13+0,24™ 10,15+ 0,45
Indo 5 3,80+0,30 ™ 352+0,28™ 11,41+£0,50 ™
EB 0,5h 4,04+0,26 ™ 359+0,22™ 12,75+£0,71 ™
EB 1h 6,54 £ 0,33 6,24 0,28 11,91+£1,07™
EB 2h 6,70+ 0,38 6,44 + 0,39 16,28 £1,16
EB 4h 6,72+ 0,29 6,37 £0,21 16,92 £1,19

Extrato bruto (EB: 50 mg/kg), obtido das folhas da Calea pinnatifida Less.,
administrados por via intraperitoneal (i.p.) 0,5h, 1 h, 2h e 4h antes da indugéo da
pleurisia. Sal = controle negativo, animais tratados apenas com salina estéril
(NaCl 0,95%), administrados por via intra-pleural; Cg = controle positivo,
animais tratados apenas com carragenina (1%), administrados por via intra-
pleural; Dexa = animais tratados com dexametasona (0,5 mg/kg, i.p.) 0,5 h antes
da inducéo da pleurisia; Indo = animais tratados com Indometacina (5 mg/kg, i.p.)
0,5 h antes da inducéo da pleurisia. Cada grupo representa a Média + erro padrdo
da média de 6 animais. ™p < 0,01. (Andlise de variancia (ANOVA)
complementado pelo teste post hoc de Newman-Keuls).

4.2 EFEITO DO EXTRATO BRUTO, FRACOES E COMPOSTOS
ISOLADOS DA C. pinnatifida SOBRE A _ MIGRACAO DE
LEUCOCITOS, NEUTROFILOS E A EXSUDACAO

O extrato bruto (EB) da C. pinnatifida, nas doses de 50 e 100
mg/kg, inibiram significativamente a migracdo de leucécitos em 41,11 +
3,76% e 41,69 + 1,3%, (p < 0,01). Esta inibigdo foi associada a uma
diminuicdo do numero de neutr6filos em 43,73 = 1,70% e 43,86 + 3,53%,
(p < 0,01). Além disso, o EB, nas mesmas doses foi capaz de inibir a
exsudacdo em 20,25 + 4,49% e 33,62 + 4,76% (p < 0,05) (Figura 8).

A fragdo Hex, nas doses de 10 e 25 mg/kg demonstrou efeito anti-
inflamatdrio significativo ao inibir a migracdo de leucdcitos em 67,72 +
2,04% e 49,85 + 3,64% (p < 0,01). Este efeito foi devido a inibicdo do
influxo de neutréfilos em 72,48% + 1,41% e 52,13 + 3,57% (p < 0,01).
A fracdo Hex também inibiu a exsudacdo em 26,66 + 5,74% e 35,29 +
7,94% (p < 0,01) (Figura 9).

A fracdo MeOH, também nas doses de 10 e 25 mg/kg foi eficaz em
inibir a exsudacéo em 29,23 + 5,32% e 25,17 + 6,46%, respectivamente
(p < 0,01). No entanto, no que diz respeito a migracdo de leucocitos, a
fracdo MeOH teve um efeito inibitério nas doses de 5, 10 e 25 mg/kg de
44,61 + 7,16% a 51,90 + 4,79% (p < 0,01) e esta inibicdo também foi
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relacionada com a diminuicdo do influxo de neutréfilos na cavidade
pleural de 44,19 + 20,23% a 52,06 + 5,9% (p < 0,01) (Figura 10).

Da mesma forma que a fragdo MeOH, a fracdo AcOEt, nas doses
de 5, 10 e 25 mg/kg foi eficaz na inibi¢do da migracdo de leucécitos de
63,85+ 4,28% a 67,93 + 2,56% (p < 0,01), e de novo foi relacionado com
a reducao do influxo de neutréfilos de 67,34 + 4,39% a 72,59 + 2,32% (p
< 0,01). A fracdo AcOEt nas trés doses testadas, também teve efeito
significativo na reducéo do exsudato na cavidade pleural dos animais de
33,49 +2,91% a 52,69 + 8,83% (p < 0,01) (Figura 11).

Com base nestes resultados, optamos por isolar os compostos a
partir da fracdo AcOEt, uma vez que esta fracdo apresentou o melhor
efeito sobre os parametros inflamatorios estudados. Os nossos resultados
demonstraram que os isémeros 3,5-diIACQ e 4,5-diACQ possuem
importantes propriedades anti-inflamatérias.

0 3,5-diACQ, nas doses de 2,5 e 5 mg/kg e 0 4,5-diACQ apenas
na dose de 5 mg/kg foram capazes em inibir a migracdo de leucdcitos (%
de inibicdo: 3,5-diACQ (2,5 mg/kg): 27,78 + 4,87% e 3,5-diIACQ (5
mg/kg): 37,08 £ 6,69%; 4,5-diACQ (5 mg/kg): 41,40 + 8,83%, p < 0,01).
Este perfil de inibicdo também foi devido a capacidade destes dois
compostos em inibir a migracao de neutroéfilos (% de inibicdo: 3,5-diACQ
(2,5 mg/kg): 28,84 + 5,23% e 3,5-diACQ (5 mg/kg): 43,06 + 6,84%; 4,5-
diACQ (5 mg/kg): 44,00 £ 9,64%, p < 0,01). Nas mesmas doses, 0s dois
compostos estudados também foram capazes de inibir a exsudacéo (% de
inibicdo: 3,5-diACQ (2,5 mg/kg): 31,79 +£5,02% e 3,5-diACQ (5 mg/kg):
36,96 + 4,74%; 4,5-diACQ (5 mg/kg): 54,89 + 4,99%, p < 0,01) (Figuras
12 e 13).

O isbémero 3,4-diACQ, bem como as fragdes diclorometano e
aquosa ndo mostraram nenhum efeito inibitorio significativo sobre a
migracdo de leucdcitos e exsudacdo em nenhuma das doses estudadas
(Figuras 14, 15 e 16).

Os resultados mostraram que o EB (50 mg/kg), as fracgdes (Hex:
10 mg/kg; MeOH: 10 mg/kg; AcOELt: 5 mg/kg) e os compostos isolados
(3,5-diACQ: 2,5 mg/kg; 4,5-diACQ: 5 mg/kg) foram eficazes na inibigdo
da migragdo de leucdcitos e exsudagdo. Assim, prosseguimos com essas
doses para avaliar 0os demais parametros inflamatdrios, como a atividade
das enzimas MPO e ADA, concentracdes de NOXx e citocinas TNF-a, IL-
1B e IL-17A e ainda o efeito dos compostos isolados sobre a fosforilagdo

da subunidade p65 do NF-xB e p38 MAPK no tecido pulmonar.
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Figura 9 — Efeito do extrato bruto da Calea pinnatifida Less. sobre a
migracdo de leucécitos, neutrdéfilos e exsudacgdo. Extrato bruto (EB: 25-100
mg/kg), obtido das folhas da Calea pinnatifida Less., administrados por via
intraperitoneal (i.p.) 0,5 h antes da inducdo da pleurisia. A = Leucdcitos; B =
Neutrdfilos; C = Azul de Evans; Sal = controle negativo, animais tratados apenas
com salina estéril (NaCl 0,95%), administrados por via intra-pleural; Cg =
controle positivo, animais tratados apenas com carragenina (1%), administrados
por via intra-pleural; Dexa = animais tratados com dexametasona (0,5 mg/kg, i.p.)
0,5 h antes da inducéo da pleurisia; Indo = animais tratados com Indometacina (5
mg/kg, i.p.) 0,5 h antes da inducéo da pleurisia. Cada grupo representa a Média
+ erro padrdo da média de 6 animais. “p < 0,05 e *p <0,01. (Analise de variancia
(ANOVA) complementado pelo teste post hoc de Newman-Keuls).
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Figura 10 — Efeito da fracdo hexano da Calea pinnatifida Less. sobre a
migracéo de leucécitos, neutréfilos e exsudagdo. Fragdo hexano (Hex: 5-25
mg/kg), obtido das folhas da Calea pinnatifida Less., administrados por via
intraperitoneal (i.p.) 0,5 h antes da inducédo da pleurisia. A = Leucdcitos; B =
Neutrdfilos; C = Azul de Evans; Sal = controle negativo, animais tratados apenas
com salina estéril (NaCl 0,95%), administrados por via intra-pleural; Cg =
controle positivo, animais tratados apenas com carragenina (1%), administrados
por via intra-pleural; Dexa = animais tratados com dexametasona (0,5 mg/kg, i.p.)
0,5 h antes da inducéo da pleurisia; Indo = animais tratados com Indometacina (5
mg/kg, i.p.) 0,5 h antes da inducéo da pleurisia. Cada grupo representa a Média
+ erro padrdo da média de 6 animais. ™ p < 0,01. (Analise de varidncia (ANOVA)
complementado pelo teste post hoc de Newman-Keuls).
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Figura 11 — Efeito da fracdo metandlica da Calea pinnatifida Less. sobre
migracéo de leucdcitos, neutréfilos e exsudagdo. Fragdo metandlica (MeOH:
5-25 mg/kg), obtido das folhas da Calea pinnatifida Less., administrados por via
intraperitoneal (i.p.) 0,5 h antes da inducédo da pleurisia. A = Leucdcitos; B =
Neutrdfilos; C = Azul de Evans; Sal = controle negativo, animais tratados apenas
com salina estéril (NaCl 0,95%), administrados por via intra-pleural; Cg =
controle positivo, animais tratados apenas com carragenina (1%), administrados
por via intra-pleural; Dexa = animais tratados com dexametasona (0,5 mg/kg, i.p.)
0,5 h antes da inducéo da pleurisia; Indo = animais tratados com Indometacina (5
mg/kg, i.p.) 0,5 h antes da inducéo da pleurisia. Cada grupo representa a Média
+ erro padrdo da média de 6 animais. ™ p < 0,01. (Analise de variancia (ANOVA)
complementado pelo teste post hoc de Newman-Keuls).
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Figura 12 — Efeito da fracéo acetato de etila da Calea pinnatida Less. sobre
migracdo de leucécitos, neutroéfilos e exsudacao. Fragdo acetato de etila (AcOEt:
2,5-25 mg/kg), obtido das folhas da Calea pinnatifida Less., administrados por
via intraperitoneal (i.p.) 0,5 h antes da inducéo da pleurisia. A = Leucdcitos; B =
Neutrdfilos; C = Azul de Evans; Sal = controle negativo, animais tratados apenas
com salina estéril (NaCl 0,95%), administrados por via intra-pleural; Cg =
controle positivo, animais tratados apenas com carragenina (1%) administrados
por via intra-pleural; Dexa= animais tratados com dexametasona (0,5 mg/kg, i.p.)
0,5 h antes da inducéo da pleurisia; Indo = animais tratados com Indometacina (5
mg/kg, i.p.) 0,5 h antes da inducéo da pleurisia. Cada grupo representa a Média
+ erro padrdo da média de 6 animais. ™ p < 0,01. (Analise de variancia (ANOVA)
complementado pelo teste post hoc de Newman-Keuls).
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Figura 13 — Efeito do Acido 3,5-di-O-E-cafeoil quinico (3,5-diACQ) sobre
migracdo de leucdcitos, neutréfilos e exsudacdo. Acido 3,5-di-O-E-cafeoil
quinico (3,5-diACQ: 1-5 mg/kg), administrado por via intraperitoneal (i.p.) 0,5 h
antes da inducgdo da pleurisia. A = Leucdcitos; B = Neutro6filos; C = Azul de
Evans; Sal = controle negativo, animais tratados apenas com salina estéril (NaCl
0,95%), administrados por via intra-pleural; Cg = controle positivo, animais
tratados apenas com carragenina (1%) administrados por via intra-pleural; Dexa
= animais tratados com dexametasona (0,5 mg/kg, i.p.) 0,5 h antes da indugéo da
pleurisia; Indo = animais tratados com Indometacina (5 mg/kg, i.p.) 0,5 h antes
da indugdo da pleurisia. Cada grupo representa a Média + erro padréo da média
de 6 animais. ™ p < 0,01. (Andlise de variancia (ANOVA) complementado pelo
teste post hoc de Newman-Keuls).
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Figura 14 — Efeito do Acido 4,5-di-O-E-cafeoil quinico (4,5-diACQ) sobre
migracdo de leucdcitos, neutréfilos e exsudacdo. Acido 4,5-di-O-E-cafeoil
quinico (4,5-diACQ: 1-5 mg/kg), administrado por via intraperitoneal (i.p.) 0,5 h
antes da inducgdo da pleurisia. A = Leucdcitos; B = Neutroéfilos; C = Azul de
Evans; Sal = controle negativo, animais tratados apenas com salina estéril (NaCl
0,95%), administrados por via intra-pleural; Cg = controle positivo, animais
tratados apenas com carragenina (1%) administrados por via intra-pleural; Dexa
= animais tratados com dexametasona (0,5 mg/kg, i.p.) 0,5 h antes da indugéo da
pleurisia; Indo = animais tratados com Indometacina (5 mg/kg, i.p.) 0,5 h antes
da indugdo da pleurisia. Cada grupo representa a Média + erro padrdo da média
de 6 animais. ™ p < 0,01. (Andlise de variancia (ANOVA) complementado pelo
teste post hoc de Newman-Keuls).
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4.3 EFEITO DO EXTRATO BRUTO, FRACOES E COMPOSTOS
ISOLADOS DA C. pinnatifida SOBRE A ATIVIDADE
MIELOPEROXIDASE (MPO)

O tratamento prévio dos animais com EB (50 mg/kg) e fracdes:
Hex (10 mg/kg), MeOH (10 mg/kg) e AcOEt (5 mg/kg), bem como os
compostos isolados 3,5-diCQA (2,5 mg/kg) e 4,5-diCQA (5 mg/kg),
obtidos a partir das folhas da C. pinnatifida, causou uma diminuicdo
significativa na atividade da Mieloperoxidase (% inibicdo: EB: 37.73 +
01.03%; Hex: 31,69 * 2,16%; MeOH: 33,09 + 2,38%; AcOEt: 30,25 +
0,39%); 3,5-diACQ: 25,29 + 2,39%; 4,5-diACQ: 20,10 £ 2,93%, p < 0,05)
(Figura 14).
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Figura 15 — Efeito do extrato bruto, fracfes e compostos isolados da Calea
pinnatifida Less. sobre a atividade da enzima mieloperoxidase (MPO).
Extrato bruto (EB: 50 mg/kg), fragdo hexano (Hex: 10 mg/kg), fracdo metandlica
(MeOH: 10 mg/kg), fracdo acetato de etila (AcOEt: 5 mg/kg), acido 3,5-di-O-E-
cafeoil quinico (3,5-diACQ: 2,5 mg/kg) e acido 4,5-di-O-E-cafeoil quinico (4,5-
diACQ: 5 mg/kg), administrados por via intraperitoneal (i.p.) 0,5 h antes da
inducéo da pleurisia. Sal = controle negativo, animais tratados apenas com salina
estéril (NaCl 0,95%), administrados por via intra-pleural; Cg = controle positivo,
animais tratados apenas com carragenina (1%) administrados por via intra-
pleural; Dexa = animais tratados com dexametasona (0,5 mg/kg, i.p.) 0,5 h antes
da inducdo da pleurisia; Indo = animais tratados com Indometacina (5 mg/kg, i.p.)
0,5 h antes da inducéo da pleurisia. Cada grupo representa a Média + erro padréo
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da média de 6 animais. “p < 0,05 e ™ p < 0,01. (Anélise de variancia (ANOVA)
complementado pelo teste post hoc de Newman-Keuls).

4.4 EFEITO DO EXTRATO BRUTO, FRACOES E COMPOSTOS
ISOLADOS DA C. pinnatifidla SOBRE A ATIVIDADE DA
ADENOSINA-DESAMINASE (ADA)

O tratamento prévio dos animais com EB (50 mg/kg) e fracOes:
Hex (10 mg/kg), MeOH (10 mg/kg) e AcOEt (5 mg/kg), bem como os
compostos isolados 3,5-diACQ (2,5 mg/kg) e 4,5-diIACQ (5 mg/kg),
obtidos da C. pinnatifida, causou uma diminuicdo significativa na
atividade da Adenosina-desaminase (% inibicdo: EB: 59,17 + 10,16; Hex:
44.48 +6,72%; MeOH: 71,59 + 5,78%; AcOEt: 81,05 + 2,06; 3,5-diCQA:
70,06 + 6,08%; 4,5-diCQA: 47,87 = 6,14%, p < 0,05) (Figura 15).
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Figura 16 — Efeito do extrato bruto, fracfes e compostos isolados da Calea
pinnatifida Less. sobre a atividade da enzima adenosina-desaminase (ADA).
Extrato bruto (EB: 50 mg/kg), fracdo hexano (Hex: 10 mg/kg), fracdo metandlica
(MeOH: 10 mg/kg), fracdo acetato de etila (AcOEt: 5 mg/kg), &cido 3,5-di-O-E-
cafeoil quinico (3,5-diACQ: 2,5 mg/kg) e acido 4,5-di-O-E-cafeoil quinico (4,5-
diACQ: 5 mg/kg) administrados por via intraperitoneal (i.p.) 0,5 h antes da
inducdo da pleurisia. Sal = controle negativo, animais tratados apenas com salina
estéril (NaCl 0,95%), administrados por via intra-pleural; Cg = controle positivo,
animais tratados apenas com carragenina (1%) administrados por via intra-
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pleural; Dexa = animais tratados com dexametasona (0,5 mg/kg, i.p.) 0,5 h antes
da inducéo da pleurizia; Indo = animais tratados com Indometacina (5 mg/kg,
i.p.) 0,5 h antes da inducédo da pleurisia. Cada grupo representa a Média + erro
padrdo da média de 6 animais. ™ p < 0,01. (Andlise de variancia (ANOVA)
complementado pelo teste post hoc de Newman-Keuls).

45 EFEITO DO EXTRATO BRUTO, FRACOES E COMPOSTOS
ISOLADOS DA C. pinnatifida SOBRE AS CONCENTRACOES DE
NITRATO/NITRITO (NOX).

O tratamento prévio dos animais com EB (50 mg/kg) e fracOes:
Hex (10 mg/kg), MeOH (10 mg/kg) e AcOEt (5 mg/kg), bem como os
compostos isolados 3,5-diIACQ (2,5 mg/kg) e 4,5-diIACQ (5 mg/kg),
obtidos da C. pinnatifida, causou diminuicdo significativa nas
concentrag@es de nitrato/nitrito (% inibicdo: EB: 23,82 *+ 14,67%; Hex:
40,37 £ 3,49%; MeOH: 26,68 + 3,60% ; AcOEt: 35,27 + 03,11%, 3,5-
diCQA: 33,60 * 3,44%; 4,5-diCQA: 29,63 * 3,13%, p < 0,05) (Figura
16).

25
20

S 15

S "

5 2

B
5 =
0- =

Sal Cg Dexa Indo Hex MeOH AcOEt 3,5
dlACQ
50 10 10 5 2,5 5

Calea pinnatifida Less. (mg/kg, i.p.)

Figura 17 - Efeito do extrato bruto, fracfes e compostos isolados da Calea
pinnatifida Less. sobre as concentracfes de nitrato/nitrito (NOXx). Extrato
bruto (EB: 50 mg/kg), fragdo hexano (Hex: 10 mg/kg), fracdo metandlica
(MeOH: 10 mg/kg), fragdo Acetato de etila (AcOEt: 5 mg/kg), acido 3,5-di-O-E-
cafeoil quinico (3,5-diACQ: 2,5 mg/kg) e acido 4,5-di-O-E-cafeoil quinico (4,5-
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diACQ: 5 mg/kg) administrados por via intraperitoneal (i.p.) 0,5 h antes da
inducdo da pleurisia. Sal = controle negativo, animais tratados apenas com salina
estéril (NaCl 0,95%), administrados por via intra-pleural; Cg = controle positivo,
animais tratados apenas com carragenina (1%) administrados por via intra-
pleural; Dexa = animais tratados com dexametasona (0,5 mg/kg, i.p.) 0,5 h antes
da indugdo da pleurisia; Indo = animais tratados com Indometacina (5 mg/kg, i.p.)
0,5 h antes da indugdo da pleurisia. Cada grupo representa a Média + erro padréo
da média de 6 animais. " p < 0,05 e ™ p < 0,01. (Analise de variancia (ANOVA)
complementado pelo teste post hoc de Newman-Keuls).

4.6 EFEITO DO EXTRATO BRUTO, FRAGOES E COMPOSTOS
ISOLADOS DA C. pinnatifida SOBRE AS CONCENTRACOES DAS
CITOCINAS TNF-a, IL-18 E IL-17A.

Também buscamos avaliar se a inibicdo da migracéo celular e as
concentracdes de exsudacgao estavam de alguma forma relacionados com
a diminuicao das concentracfes de algumas citocinas pré-inflamatérias.

O tratamento prévio dos animais com EB, AcOEt e compostos
isolados da C. pinnatifida, foram capazes de reduzir significativamente a
concentragéo de TNF-o. (% de inibi¢do: EB: 54,50 £ 4,11%; AcOEt: 53,73
+ 3,03%; 3,5-diACQ: 70,15 + 11,15%; 4,5-diCQA: 56,45 + 6,76%, p <
0,01). As fracbes Hex e MeOH ndo foram eficazes em diminuir a
concentracao desta citocina (Figura 17).

O EB, fragcbes e compostos isolados também reduziram
significativamente as concentra¢des de IL-1p (% de inibi¢do EB: 53,59 +
1,15%; Hex: 57,20 + 10,88%; MeOH: 50,29 + 5,34%; EtOAc : 29,81 +
4,29%; 3,5-diCQA: 79,94 + 5,29%; 4,5-diCQA: 76,33 + 1,43%, p < 0,01)
(Figura 18) e IL-17A (% de inibi¢do EB: 55,87 + 5,88%; Hex: 68,26 +
23,11%; MeOH: 62,92 + 12,81%; AcOEt: 42,99 + 8,39%; 3,5 diCQA:
56,31 + 12,73%; 4,5-diCQA: 60,02 + 18,50%, p < 0,05) (Figura 19).
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Figura 18 — Efeito do extrato bruto, fraces e compostos isolados da C.
pinnatifida sobre as concentracfes de TNF-a. Extrato bruto (EB: 50 mg/kg),
fracdo hexano (Hex: 10 mg/kg), fragdo metandlica (MeOH: 10 mg/kg), fracdo
Acetato de etila (AcOEt: 5 mg/kg), acido 3,5-di-O-E-cafeoil quinico (3,5-diACQ:
2,5 mgl/kg) e é&cido 4,5-di-O-E-cafeoil quinico (4,5-diACQ: 5 mg/kg)
administrados por via intraperitoneal (i.p.) 0,5 h antes da indugdo da pleurisia.
Sal = controle negativo, animais tratados apenas com salina estéril (NaCl 0,95%),
administrados por via intra-pleural; Cg = controle positivo, animais tratados
apenas com carragenina (1%) administrados por via intra-pleural; Dexa = animais
tratados com dexametasona (0,5 mg/kg, i.p.) 0,5 h antes da indugdo da pleurisia;
Indo = animais tratados com Indometacina (5 mg/kg, i.p.) 0,5 h antes da inducéo
da pleurisia. Cada grupo representa a Média * erro padrdo da média de 6 animais.
“p < 0,01. (Analise de variancia (ANOVA) complementado pelo teste post hoc
de Newman-Keuls).
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Figura 19 — Efeito do extrato bruto, fraces e compostos isolados da C.
pinnatifida sobre as concentragdes de IL-1p. Extrato bruto (EB: 50 mg/kg),
fracdo hexano (Hex: 10 mg/kg), fragdo metandlica (MeOH: 10 mg/kg), fracdo
Acetato de etila (AcOEt: 5 mg/kg), acido 3,5-di-O-E-cafeoil quinico (3,5-diACQ:
2,5 mgl/kg) e é&cido 4,5-di-O-E-cafeoil quinico (4,5-diACQ: 5 mg/kg)
administrados por via intraperitoneal (i.p.) 0,5 h antes da indugdo da pleurisia.
Sal = controle negativo, animais tratados apenas com salina estéril (NaCl 0,95%),
administrados por via intra-pleural; Cg = controle positivo, animais tratados
apenas com carragenina (1%) administrados por via intra-pleural; Dexa = animais
tratados com dexametasona (0,5 mg/kg, i.p.) 0,5 h antes da indugdo da pleurisia;
Indo = animais tratados com Indometacina (5 mg/kg, i.p.) 0,5 h antes da inducéo
da pleurisia. Cada grupo representa a Média * erro padrdo da média de 6 animais.
“p <0,01. (Analise de variancia (ANOVA) complementado pelo teste post hoc
de Newman-Keuls).
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Figura 20 — Efeito do extrato bruto, fraces e compostos isolados da C.
pinnatifida sobre as concentracgdes de IL-17A. Extrato bruto (EB: 50 mg/kg),
fracdo hexano (Hex: 10 mg/kg), fragdo metandlica (MeOH: 10 mg/kg), fracdo
Acetato de etila (AcOEt: 5 mg/kg), acido 3,5-di-O-E-cafeoil quinico (3,5-diACQ:
2,5 mgl/kg) e é&cido 4,5-di-O-E-cafeoil quinico (4,5-diACQ: 5 mg/kg)
administrados por via intraperitoneal (i.p.) 0,5 h antes da indugdo da pleurisia.
Sal = controle negativo, animais tratados apenas com salina estéril (NaCl 0,95%),
administrados por via intra-pleural; Cg = controle positivo, animais tratados
apenas com carragenina (1%) administrados por via intra-pleural; Dexa = animais
tratados com dexametasona (0,5 mg/kg, i.p.) 0,5 h antes da inducdo da pleurisia;
Indo = animais tratados com Indometacina (5 mg/kg, i.p.) 0,5 h antes da inducéo
da pleurisia. Cada grupo representa a Média * erro padrdo da média de 6 animais.
“p<0,05e ™ p <001 (Analise de variancia (ANOVA) complementado pelo
teste post hoc de Newman-Keuls).

4.7 EFEITO DOS COMPOSTOS ISOLADOS DA C. pinnatifida SOBRE
A FOSFORILACAO DA SUBUNIDADE p65 (NF-kB) E p38 MAPK.

Por UGltimo, também buscamos avaliar se os efeitos anti-
inflamatdrios observados para a C. Pinnatidida, tanto em migracéo de
leucécitos e exsudacdo, como na liberagdo de mediadores inflamatérios
no liquido pleural dos camundongos, estariam relacionados com a
capacidade dos compostos isolados em inibir vias de sinalizacdo
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intracelular, reduzindo a fosforilagdo da subunidade p65 do NF-kB bem
como a fosforilacdo da proteina p38 MAPK.

Nossos experimentos mostraram que os isdmeros 3,5-diACQ e 4,5-
diACQ foram eficazes em inibir a fosforilagdo da subunidade p65 (NF-
kB) em 46,23 + 1,59% e 30,96 + 3,48%, respectivamente (p < 0,05), e a
fosforilacdo da p38 MAPK em 50,00 £ 1,43% e 38,75 = 2,83%,
respectivmente (p < 0,01) (Figura 20).
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Figura 21 — Efeito dos compostos isolados acido 3,5-di-O-E-cafeoil quinico
(3,5-diACQ) e &cido 4,5-di-O-E-cafeoil quinico (4,5-diACQ), sobre a
fosforilagcdo da subunidade p65 do NF-kB e p38 MAPK. 3,5-diACQ (2,5
mg/kg) e 4,5-diACQ (5 mg/kg), administrados por via intraperitoneal (i.p.) 0,5 h
antes da inducdo da pleurisia. Sal = controle negativo, animais tratados apenas
com salina estéril (NaCl 0,95%), administrados por via intra-pleural; Cg =
controle positivo, animais tratados apenas com carragenina (1%) administrados
por via intra-pleural; Dexa = animais tratados com dexametasona (0.5 mg/kg) 0,5
h antes da inducédo da pleurizia; Indo = animais tratados com Indometacina (5
mg/kg) 0,5 h antes da inducéo da pleurisia. Cada grupo representa a modificacdo
relativa em comparagdo com o grupo controle negativo (Sal), que representa a
fosforilagéo basal das proteinas p65 e p38 fosforiladas. n=6. "p <0.05e “p <
0.01 (Analise de variancia (ANOVA) complementado pelo teste post hoc de
Newman-Keuls).
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5. DISCUSSAO

No presente estudo, demonstrou-se as propriedades anti-
inflamatdrias do extrato bruto, fraces Hexano (Hex), Metandlica
(MeOH), acetato de etila (AcOELt) e dos compostos isolados acido 3,5-di-
O-E-cafeoil quinico (3,5-diACQ) e acido 4,5-di-O-E-cafeoil quinico (4,5-
diACQ), isolados das folhas da Calea pinnatifida, administrados por via
intraperitoneal, no modelo da pleurisia induzida pela carragenina em
camundongos.

Este modelo caracteriza-se pelo aumento do influxo de neutréfilos
para a cavidade pleural, o que permite avaliar o efeito do material vegetal
sobre a migragdo de leucdcitos, exsudagdo, além de diversos mediadores
inflamatdrios, presentes tanto no fluido pleural, bem como no tecido
pulmonar.

O modelo da pleurisia tem sido amplamente utilizado para o estudo
da inflamacao neutrofilica das vias aéreas que € um dos componentes da
resposta inflamatéria em pacientes com doencas pulmonares como DPOC
e alguns fendtipos de asma. O processo de migracdo neutrofilica para as
vias aéreas desses pacientes esta diretamente relacionado com a gravidade
da doenca e com a refratariedade do tratamento usual com
corticosteroides. No entanto, os mecanismos subjacentes da neutrofilia
das vias respiratdrias ndo sdo bem compreendidos, mas parecem envolver
a ativacdo e o fluxo continuo desse tipo celular (SUKKAR et al., 2012).

Os dados demonstram que o EB, fra¢des e compostos isolados,
obtidos das folhas da C. pinnatifida, inibiram de maneira efetiva a
migracdo de leucécitos na cavidade pleural inflamada pela Cg. Entre as
fracOes estudadas, a fracdo AcOEt e MeOH demonstraram o melhor
resultado sobre esse pardmetro, uma vez que reduziram a migracéo de
leucocitos em uma dose de 5 mg/kg, ou seja, correspondente a metade da
dose das fracdo Hex (10 mg/kg) e um quinto da dose efetiva do EB (50
mg/kg). No que diz respeito ao processo de exsudagdo, o EB e as fragcdes
Hex e AcOEt, inibiram este pardmetro nas mesmas doses capazes de
inibir a migracdo de leucdcitos, entretanto a fracdo MeOH s6 foi efetiva
em inibir a exsudagdo em uma dose duas vezes maior (10 mg/kg). J& os
compostos  3,5-diIACQ e 4,5-diACQ, demonstraram resultados
semelhantes, inibindo tanto a migracdo de leucdcitos quando a exsudacao,
nas doses de 2,5 e 5 mg/kg, respectivamente.

Os é&cidos dicafeoil quinicos sdo acidos fendlicos, derivados do
acido clorogénico, sendo conhecidos pelas suas propriedades biolégicas.
Nos ultimos anos, um conjunto de beneficios para a salde tém sido
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associados ao consumo do &cido clorogénico e seus derivados, incluindo
a reducdo de risco relativo de distarbios cardiovasculares, diabetes tipo 2
(SALAZAR-MARTINEZ et al.,, 2004; RANHEIM; HALVORSEN,
2005), doenca de Alzheimer (LINDSAY et al., 2002), inibicdo da
integrase do HIV-1 (MCDOUGALL et al, 1998), atividade
antibacteriana (ALMEIDA et al., 2006), hepatoprotetora (ZHENG et al.,
2015), bem como antioxidante ( SATO et al., 2011; HONG; JOO; JHOO,
2015) e anti-inflamatdrias (HAN et al., 2010; HONG; JOO; JHOO, 2015;
WU et al., 2015). Nossos resultados demonstram também que a inibicao
da migracdo de leucocitos pelo 3,5-diACQ e o0 4,5-diACQ ocorreu as
custas da inibicdo do influxo de neutrofilos para o sitio inflamatorio, em
uma dose 20 e 10 vezes menor que o EB (50 mg/kg), respectivamente.
Além disso, cabe ressaltar que o EB, fracbes e compostos isolados
demonstraram-se tdo eficazes na inibi¢do destes pardmetros, quanto os
farmacos de referéncia utilizados para o estudo, a indometacina e a
dexametasona.

Nossos achados estdo de acordo com outros estudos, que
demonstraram que espécies do género Calea, possuem importante
atividade anti-inflamatéria, como os observados por Gomez e Gil (2011)
e Guevara et al. (2011) que demonstraram que a C. prunifolia inibiu o
edema de orelha induzido por 12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA)
e 0 edema da pata induzido pela carragenina, ambos em camundongos.
Em outro estudo, também foi demonstrado o efeito anti-inflamatério do
extrato aquoso da C. zacatechichi que diminuiu a migracdo de neutrdéfilos
na inflamacéo peritoneal induzida por carragenina, em ratos (VENEGAS-
FLORES; SEGURA-COBOS; VAZQUEZ-CRUZ, 2002) e os efeitos
anti-inflamatérios e anti-nociceptivos do extrato metanodlico da C.
zacatechichi que inibiu o edema de pata induzido por carragenina e as
contorcBes abdominais induzidas por acido acético, em camundongos e
ratos, respectivamente. Além disso, estudos in vitro demonstraram que o
extrato metandlico da C. zacatechichi também inibiu a producdo de
prostaglandina E> (PGE;) em macrdfagos ativados induzidos por
lipopolissacarideo (LPS), isolados da cavidade peritoneal de ratos
(SEGURA-COBOS et al., 2010).

Para avaliar a ativacdo de neutrofilos no local da inflamacéo foi
guantificada a atividade da MPO. Esta é uma enzima abundantemente
expressa em neutr6filos e em menor grau em mondcitos, e sua atividade
esta diretamente relacionada com a atividade fagocitica destas células,
sendo assim uma ferramenta Gtil para avaliar indiretamente a presenca de
neutrofilos ativados no sitio inflamatério (NUSSBAUM et al., 2013). Os
nossos resultados demonstraram que o EB e fragGes, obtidos a partir das
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folhas da C. pinnatifida, bem como os compostos 3,5-diACQ e 4,5-di
ACQ, foram efetivos em diminuir a atividade da MPO, o que sugere que
a C. pinnatifida ndo sé inibe a migracdo de neutréfilos para a cavidade
pleural, como também a ativacao celular durante o processo inflamatério.
Nossos achados corroboram com Gongora e colaboradores (2002), que
demonstraram o efeito inibitorio do 3,5-diACQ e 4,5-diACQ sobre a
atividade da MPO em cultura de polimorfonucleares humanos
estimulados com TPA. Além disso, um estudo realizado recentemente em
nosso grupo de pesquisa, demonstrou o efeito inibitério de uma mistura
de &cidos dicafeoil quinicos sobre a atividade da MPO no modelo da
pleurisia induzida pela carragenina em camundongos (DE SOUZA et al.,
2015).

A atividade anti-inflamatéria da C. pinnatifida também foi
associada a diminuicéo da atividade da adenosina-desaminase (ADA). A
ADA é uma enzima importante no processo inflamatério, que catalisa a
desaminagc&o irreversivel da adenosina em inosina (HASKO et al., 2007).
Nos tecidos inflamados, os neutréfilos podem ser a fonte principal de
adenosina e este mediador, de maneira autdcrina, pode estimular ou inibir
a funcdo dos neutréfilos em funcdo da sua concentracdo no
microambiente e do tipo de receptor ativado (BOURS et al., 2006;
JUNGER, 2011). No tecido pulmonar e nos neutrofilos, os receptores do
tipo A;a medeiam a maioria dos efeitos anti-inflamatorios da adenosina,
e a expressdo desse receptor estd aumentada no tecido pulmonar
inflamado (REUTERSHAN; CAGNINA; CHANG, 2007; BARLETTA,;
LEY; MEHRAD, 2012; KONRAD et al., 2013). Estudos utilizando
camundongos deficientes de receptor Aza, demonstraram que a ativacao
deste receptor promoveu um efeito anti-inflamatério enddgeno,
reduzindo a reatividade das vias aéreas, bem como a infiltracéo de células
inflamatdrias (NADEEM et al., 2007). Dessa forma, apesar da adenosina
ndo ter sido avaliada, é possivel que parte dos efeitos anti-inflamatorios
ocasionados pela C. pinnatifida, ocorreram pela sua capacidade de
inibicdo da atividade da ADA, com consequente aumento das
concentraces extracelulares de adenosina no sitio inflamatorio, que
podem levar a ativacdo de receptores Aza, promovendo efeitos anti-
inflamatérios.

Relacionando o EB com as fragdes estudadas, verificou-se que a
fracdo AcOEt apresentou o melhor resultado em relagéo a inibicdo da
atividade da MPO e ADA, isto porque esta fracdo foi capaz de inibir a
atividade destas enzimas em uma dose inferior (5 mg/kg), quando
comparada ao EB (50 mg/kg) e as fragcGes Hex (25 mg/kg) e MeOH (10
mg/kg).
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O EB, fracbes e compostos isolados da C. pinnatifida também
foram capazes de suprimir a concentracdo de exsudato na cavidade
pleural inflamada pela carragenina e este efeito foi diretamente
relacionado com a liberacdo de dxido nitrico (NO). O NO tem varios
papéis na resposta imunoldgica, incluindo o controle de infeccGes,
regulacédo de cascatas de sinalizacéo e fatores de transcrigdo, rolamento e
migracdo de leucécitos, producdo de citocinas e também o controle das
respostas vasculares (MAO et al., 2013). A vasodilatagdo é um dos
principais sinais da resposta inflamatoria, e este é um processo
dependente de NO (TOUSOULIS et al., 2012). Um estudo utilizando o
modelo da pleurisia induzida por carragenina, em ratos, demonstrou que
a inibicdo da NOS promoveu uma diminuicéo nas concentragdes de NOx
e na exsudacdo (SAKAGUCHI et al., 2006). Além disso, em um modelo
de edema pulmonar em ratos, foi demonstrado que a diminuicdo da
formag&o de edema estava relacionada com a diminuicdo da liberagéo de
NO e da PGE (CHEN et al., 2013).

Estudos in vitro, ja demonstraram o efeito inibitdrio do 3,5-diCQA
e 4,5-diCQA na produgdo de NO em células RAW 264.7 estimuladas com
LPS (PUANGPRAPHANT et al., 2011; HONG; JOO; JHOO, 2015).
Esses achados corroboram com os nossos resultados, uma vez que nossos
experimentos demonstraram que tanto o 3,5-diACQ quanto o 4,5-diACQ),
foram efetivos em diminuir as concentragGes de NOXx, nas doses de 2,5 e
5 mg/kg, respectivamente.

O TNF-a ¢ IL-1p sdo duas importantes citocinas pré-inflamatorias,
secretadas principalmente por neutrofilos e macrofagos, que
desempenham um papel central no aparecimento e na progressao da
resposta inflamatdria (TURNER et al., 2014). Essas duas citocinas estdo
envolvidas na patogénese de diversas doengas de carater inflamatério,
como artrite reumatdide (AR), doenca inflamatéria do intestino, asma, e
DPOC, sendo que seus efeitos estdo relacionados principalmente com a
ativagcdo do NF-xB, um fator de transcri¢do chave na expressdo de genes
responsaveis pela sintese de diversos mediadores pro-inflamatérios
(HOLGATE, 2004; CHUNG, 2006; WILLIAMS; PALEOLOG;
FELDMANN, 2007). Fréde e colaboradores (2001), ja relataram o
envolvimento do TNF-a e IL-1pB na inflamag&o induzida por carragenina
em camundongos, sendo que a transcri¢do e a liberacdo destas citocinas
por neutréfilos e macréfagos, ocorre em resposta a ativagdo de TLR4 pela
carragenina (REYNOLDS, 2007). Um estudo realizado por Thomas e
Heywood (2002), demonstrou que a inalacdo de TNF-o promove um
aumento da responsividade das vias aéreas bem como um aumento da
porcentagem de neutr6filos no escarro de individuos saudaveis,
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demonstrando a importancia dessa citocina no processo de neutrofilia das
vias aéreas. Também ja foi relatado os efeitos benéficos da inibicdo de
TNF-a em modelos murinos de inflamagdo pulmonar bem como em
pacientes asmaticos (BABU et al., 2011; CATAL et al., 2014). Achados
recentes também apontam que ocorre um aumento nas concentragdes de
IL-1B no escarro de pacientes com DPOC e asma neutrofilica, bem como
em modelos experimentais de enfisema pulmonar induzido por fumaca de
cigarro, em camundongos (CHURG et al., 2009; BAINES et al., 2011;
BECKETT et al., 2013; SIMPSON et al., 2014). Além disso, existe um
aumento nas concentragdes de IL-1B no escarro e no lavado bronco-
alveolar de pacientes fumantes em comparacgdo a pacientes nao fumantes
(EKBERG-JANSSON et al., 2001; CHUNG, 2006).

Em nosso experimentos, EB, fragcdes e compostos isolados da C.
pinnatifida, foram eficazes em inibir as concentragdes de TNF-o e IL-13
na cavidade pleural dos camundongos, apds a indugdo do processo
inflamatdrio. Nossos achados corroboram com estudos prévios in vitro,
gue demonstraram a capacidade dos &cidos cafeoil quinicos em inibir a
expressao de TNF-a em macréfagos RAW264.7 estimulados com LPS
(HONG; JOO; JHOO, 2015), e diminuir a producdo de IL-1B em
gueratindcitos humanos apés estimulo com TNF-o, (LEE et al., 2011).

Além do TNF-o, outra citocina que esta diretamente relacionada
com o recrutamento de neutréfilos bem como o desenvolvimento de
doencas de carater inflamatorio é a IL-17A. Os seus efeitos ocorrem
principalmente pela estimulagéo da secrec¢éo de mediadores inflamatorios
por outras de células, como macréfagos e células endoteliais IWAKURA
et al., 2011; MIOSSEC; KOLLS, 2012; MORISHIMA et al., 2013). O
TNF-0 ¢ a IL-17A sustentam o recrutamento de neutrofilos durante o
processo inflamatorio por meio de efeitos sinérgicos sobre ativacdo
endotelial (GRIFFIN et al., 2012). Dessa forma, uma vez que a IL-17A é
capaz de induzir o influxo de neutrofilos para tecidos inflamados, também
é natural que se considere a relagdo entre a IL-17A e neutrofilia das vias
respiratorias (IWAKURA et al., 2011; MORISHIMA et al., 2013). Em
nosso estudo, o tratamento prévio dos animais com EB, fracGes e
compostos isolados também foram eficazes em reduzir as concentra¢des
de IL-17A no lavado pleural dos camundongos ap6s a inducdo da
pleurisia. O aumento das concentracGes de IL-17A ou na expressao de seu
RNA mensageiro foram detectados no escarro (BULLENS et al., 2006),
lavado bronco-alveolar (MOLET et al., 2001), tecido brénquico
(VAZQUEZ-TELLO et al.,, 2010), e soro (AGACHE et al., 2010;
ALBANO et al., 2013) de pacientes com asma.
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Devido aos significativos efeitos anti-inflamatérios observados
para o EB, fragdes derivadas e compostos isolados da C. Pinnatifida sobre
0s parametros de migracdo leucocitaria, exsudacdo, diminuicdo da
atividade da MPO e ADA e de mediadores como NOX e citocinas pro-
inflamatorias, buscou-se avaliar se estes efeitos poderiam estar
relacionados a capacidade dos compostos 3,5-diACQ e 4,5-diIACQ em
inibir fatores de transcricdo bem como vias de sinalizagdo envolvendo
MAPK. Os nossos resultados demonstraram que ambos os isdmeros do
acido dicafeoil quinico testados, 3,5-diACQ e 4,5-diACQ, tiveram a
capacidade de inibir a fosforilacdo da subunidade p65 do NF-kB bem
como da p38 MAPK. No entanto, o 3,5-diCQA mostrou um efeito
inibitorio dessas vias utilizando uma dose duas vezes menor (2,5 mg/kg)
guando comparado com o seu isdmero 4,5-diCQA (5 mg/kg). A via do
NF-xB é conhecida por sua importancia no aumento da expressao de
varios genes pro-inflamatorios incluindo citocinas, quimiocinas e
moléculas de adesdo (LAWRENCE, 2009). Estudos recentes in vitro,
mostram que tanto o 3,5-diACQ quanto o 4,5-diACQ, interferem na
translocagéo nuclear da p65 em macréfagos RAW.264.7 estimulados com
LPS, através da inibigdo da degradacao de IxBa, uma importante proteina
inibitéria desta via (CHEN et al., 2015; PUANGPRAPHANT et al.,
2011). Além disso, estes resultados corroboram com outro estudo
realizado pelo nosso grupo de pesquisa, que demonstrou o efeito
inibitério de uma mistura de isdmeros dos acidos dicafeoil quinicos sobre
a fosforilagdo da subunidade p65 do NF-xB no tecido pulmonar de
camundongos, utilizando 0 modelo da pleurisia induzida por carragenina
(DE SOUZA et al., 2015).

N&o menos importante, a p38 MAPK desempenha um papel chave
nas respostas inflamatdrias e evidéncias sugerem que a via da p38 esta
envolvida no desenvolvimento de doengas de carater inflamatério, como
a artrite e no processo inflamatério de diversos tecidos, incluindo o
pulméo (YANG et al., 2014). Entre as consequéncias da ativacdo desta
via, destaca-se a producdo de citocinas pro-inflamatdrias, a inducdo de
oxido nitrico sintase (NOS), a proliferacdo e diferenciacéo celular, além
da inducédo de apoptose (YANG et al., 2014). Da mesma forma que em
nossos achados, um estudo avaliando o efeito de uma mistura de
polifendis isolados da Lonicera japonica THUNB, contendo &cidos
dicafeoil quinicos, demonstrou a capacidade desses compostos em inibir
a fosforilagcdo da p38 MAPK em macréfagos RAW246.7 estimulados
com LPS (PARK et al., 2012). Além disso, a inibicdo dessa via pelos
acidos dicafeoil quinicos presentes em um extrato metanolico de prépolis,
também foi observada em outro estudo in vitro utilizando macrdfagos
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RAW246.7 estimulados com LPS e novamente esses compostos se
mostraram efetivos em inibir a fosforilacdo da p38 MAPK (BUFALO et
al., 2013).

[MRNA de mediadores pré-infamaldriosy,
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Figura 22 - Resumo gréafico dos efeitos da Calea pinnatifida (R.Br) Less.
sobre os mediadores inflamatorios estudados. 3,5-diACQ: acido 3,5-di-O-E-
cafeoil quinico; 4,5-diACQ: 4cido 4,5-di-O-E-cafeoil quinico; ADA: adenosina-
desaminase; ATF-2: Fatores de transcricdo dependentes de monofosfato de
adenosina; Cg: Carragenina; CREB: proteina de ligacdo ao elemento de
resposta a0 monofosfato ciclico de inibitéria kappa B quinase beta; IxBao:
Subunidade inibitéria do NF-xB alpha; IL-1B: Interleucina-1-beta; IL-17A:
Interleucina 17A; MPO: mieloperoxidase; MKK3/6: Proteina quinase dupla
induzida por mitégeno 3/6; NEMO: Proteina inibitoria kappa B quinase gama;
NF-xB: fator de transcri¢do nuclear kappa-B; NO: éxido nitrico; p50: Subunidade
(p50) do fator nuclear NF-«B; p65: Subunidade (p65/RelA) do fator nuclear NF-
«B; TLR4: Receptor toll-like 4; TNF-a: Fator de necrose tumoral alpha; TNFR:
Receptor de TNF.

E importante ainda ressaltar, que apesar de os compostos isolados
ndo terem apresentado seus efeitos anti-inflamatérios em uma dose tdo
baixa quanto a dexametasona, no que diz respeito a poténcia de acdo, o
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composto 4,5-diACQ teve um efeito semelhante a indometacina, uma vez
gue o mesmo foi capaz de inibir os pardmetros inflamatérios avaliados na
dose de 5 mg/kg, mesma dose da indometacina, anti-inflamatério néo-
esteroidal de referéncia utilizado para o estudo. Ainda, quando
comparado ao mesmo farmaco, o composto 3,5-diACQ apresentou seus
efeitos anti-inflamatérios em uma dose duas vezes menor (2,5 mg/kg),
mostrando-se mais potente em inibir os parametros inflamatérios
avaliados.
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6. CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou pela primeira vez o efeito anti-
inflamatdrio da Calea pinnatifida Less. em um modelo in vivo de
inflamacdo pulmonar aguda. Os resultados apresentados, mostram que o
EB, fracGes derivadas e os compostos isolados da planta apresentam
propriedades anti-inflamatdrias significativas por:

1 - Inibir o influxo de leucdcitos para a cavidade pleural bem como
diminuir o processo de exsudagdo local, que foi relacionado com a
diminuigdo da liberagéo de substancias vasoativas, como o0 NO;

2 - A inibicdo do influxo leucocitario se deu as custas da inibicdo do
influxo de polimorfonucleares do tipo neutréfilo e da diminuicdo da
atividade de enzimas relacionadas com a ativagao dessas células (MPO e
ADA);

3 - A planta inibiu a secrecédo de citocinas pré-inflamatérias, como TNF-
a, IL-1P e IL-17A, componentes envolvidos sinergicamente na ativacdo
e quimiotaxia de células inflamatérias.

4 - Estes efeitos estdo, em parte, relacionados com a capacidade dos
compostos isolados em atuar diretamente na inibigdo da fosforilagdo da
subunidade p65 do NF-xB e da p38 MAPK, duas vias intracelulares
importantes no desenvolvimento, progressao e manutencao de processos
inflamatérios.
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