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RESUMO

Introducdo: Jungia sellowii Less (J. sellowii L.) (Asteraceae) é um
subarbusto encontrado no Sul e Sudeste do Brasil, conhecida como
Jasmin do banhado ou Erva-de-Mula, sendo tradicionalmente utilizada
na medicina popular como agente anti-inflamatdrio. Objetivos: 1)
Avaliar o perfil toxico do extrato bruto (EB) de J. sellowii L.; 2) Avaliar
o efeito anti-inflamatério do EB, fracdes e compostos isolados de J.
sellowii L., administrados por via intraperitoneal (i.p.), utilizando-se o
modelo murino da pleurisia induzida pela carragenina. Metodologia:
Raizes de J.sellowii L. foram extraidas com etanol e agua para a
obtencdo do EB, este por sua vez foi particionado com diferentes
solventes de ordem crescente de polaridade para a obtencdo das fracdes
hexano (Hex), diclorometano (DCM), acetato de etila (AcOEt), butanol
(BuOH) e aquosa (Aq). Os compostos curcuhidroguinona O-B-glicose
(CuR) e o piptizol (Pip) foram isolados das fragdes BUOH e AcOEt,
respectivamente. Camundongos albinos Swiss, fémeas, (18-22 g) foram
utilizados nos experimentos. A inflamacéo foi induzida por uma inje¢éo
intrapleural de carragenina (Cg 1%) segundo Saleh et al., 1996. Os
parametros inflamatérios foram analisados no lavado da cavidade
pleural e no pulmdo dos camundongos ap6s 4 h da administracdo da
carragenina. Diferencas estatisticas entre os grupos foram determinadas
por andlise de varidncia (ANOVA), complementado pelo teste de
Newman-Keuls. Valores de p < 0,05 foram considerados significativos.
Resultados: Os resultados indicam a natureza ndo téxica do EB até
2000 mg/kg, (i.p.) in vivo. Os animais tratados com EB, fracGes: Aq,
BuOH, AcOEt e compostos isolados: CuR e Pip apresentaram um efeito

anti-inflamatério diminuindo os pardmetros inflamatdrios estudados no



modelo da pleurisia induzida pela Cg (p < 0.05). Além disso, 0s
compostos CuR e Pip inibiram a fosforilagdo da subunidade p65 de NF-
kB (p-p65) e da proteina p38MAPK no pulméo dos camundongos (p <
0,01). Conclusdo: O EB demonstrou uma atividade segura em doses
altas in vivo. O efeito anti-inflamatério de J. sellowii L esté relacionado
com a diminuicdo de mediadores envolvidos na quimiotaxia e na
exsudacgdo, sendo 0o mecanismo de agdo anti-inflamatdrio relacionado a
inibicdo de vias de sinalizacdo celular p65 de NF-kB e p38MAPK.

Palavras-chave: Jungia sellowii Less., efeito anti-inflamat6rio, MPO,
ADA, TNF-a, IL-6, IFN-y, IL-12, 6xido nitrico, NF-xB, p38 MAPK,
curcuhidroquinona O-B-Glicose, piptizol, toxicidade.



ABSTRACT

Introduction: Jungia sellowii Less (J. sellowii L.) (Asteraceae) is a sub-
shrub found South and Southeast Brazil, popularly known as Swamp-
Jasmine or Mule-Herb, used in folk medicine as an anti-inflammatory
agent. Objectives: 1) To evaluate the toxic profile of the crude extract
(EB) of J. sellowii L.; 2) To evaluate the anti-inflammatory effect of EB,
fractions and compounds isolated from J. sellowii.L, administered by
intraperitoneal (i.p.) route, using the murine model of pleurisy induced
by carrageenan. Methodology: J. sellowii L. roots were extracted with
ethanol and water to obtain the EB, which in turn was partitioned with
different solvents of increasing order of polarity to obtain the fractions
hexane (Hex), dichloromethane (DCM), ethyl acetate (AcOEt), butanol
(BuOH) and aqueous (Ag). The compounds curcuhydroquinone O-f-
glucose (CuR) and piptizol (Pip) were isolated from the BuOH and
AcOEt fractions, respectively. Female albino Swiss mice (18-22 g) were
used in the experiments. The inflammation was induced by an
intrapleural injection of carrageenan (Cg 1%) according to Saleh et al.,
1996. The inflammatory parameters were analyzed in the pleural cavity
and lungs of mice 4 h after carrageenan administration. Statistical
differences between groups were determined by analysis of variance
(ANOVA), complemented by the Newman-Keuls test. Values of p
<0.05 were considered significant. Results: The results indicate the non-
toxic nature of EB up to 2000 mg / kg, (i.p.) in vivo. The animals pre-
treated with EB, fractions: Aq, BUOH, AcOEt and isolated compounds:
CuR and Pip presented an anti-inflammatory effect by decrease the

inflammatory parameters studied in the model of pleuresiy of Cg (p



<0.05). In addition, CuR and Pip inhibited the phosphorylation of the
subunit p65 of NF-kB (p-p65) and protein p38MAPK in the lungs of
mice (p <0.01). Conclusion: EB demonstrated safe high-dose in vivo
activity. The anti-inflammatory effect of J. sellowii L is related to the
decrease of mediators in chemotaxis and exudation, and the anti-
inflammatory mechanism of action is related to inhibition of p65
signaling pathways of NF-xB and p38MAPK.

Keywords: Jungia sellowii Less., antiinflammatory effect, MPO, ADA,
TNF-0, I1L-6, IFN-y, IL-12, nitric oxide, NF-xB, p38 MAPK,

curcuhydroquinone O-B-Glucose, piptizol, toxicity.
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1. INTRODUCAO
1.1 PLANTAS MEDICINAIS

O termo “produtos naturais” é definido como uma classe de
compostos quimicos isolados de plantas, bactérias, minerais e matérias
organicas (SHARMA; GUPTA, 2015). A utilizacdo de plantas para fins
medicinais é uma prética muito antiga e ainda muito comum nos dias de
hoje em diversas partes do mundo, como na Asia (GROVER; YADAV;
VATS, 2002; DURAIPANDIYAN; AYANNAR; IGNACIMUTHU,
2006), Africa (JURG; TOMAS; PIVIDAL, 1991; KHALID et al., 2012)
e na América do Sul (BOLZANI et al., 2012; CARVALHO et al.,
2014).

Assim, esses novos produtos naturais descobertos sdo fontes de
prototipos com atividade bioldgica, principalmente devido a variedade
de metabolitos secundarios presentes nestas plantas, tais como:
glicosideos, taninos, flavonoides, alcaloides, esteroides, cujas estruturas
s80 utéis no tratamento de uma diversidade de doencas, incluindo as de
carater inflamatério (NGO; OKOGUN; FOLK, 2013; SHARMA;
GUPTA, 2015).

Segundo a Organiza¢do Mundial da Saude (OMS), cerca de 60%
da popula¢do mundial utiliza principalmente as plantas para os cuidados
primarios de salde e muitas destas espécies utilizadas ainda nédo
possuem sua atividade biol6gica comprovada (WHO, 2010; BRUSOTTI
etal., 2015).

O conhecimento sobre tais produtos naturais é fonte de
descoberta para novos tratamentos e tem delineado a producdo de
diversos medicamentos utilizados no mundo. Alguns exemplos
relevantes sdo: a quelina, isolada de Ammi visnaga L. que promoveu 0
desenvolvimento da Cromolina (sob a forma de cromoglicato de sddio),
um broncodilatador amplamente utilizado em doengas respiratérias
(ZHANG et al., 2015). Outro exemplo é a Galega officinalis L., pelo
gual se obteve a galegina que foi utilizada na sintese da metformina e de
outros hipoglicemiantes utilizados amplamente no mundo para o
tratamento do diabetes (RIO et al., 2015). Ainda, como derivados de
plantas pode-se citar a papaverina obtida de Papaver somniferum, que
serviu de base para o desenvolvimento do farmaco verapamil utilizado
no tratamento da hipertensdo (FABRICANT; FARNSWORTH, 2001),
além dessa planta ser reconhecida como fonte de analgésicos opidides
tais como a morfina e a codeina (BUSS; WAIGH, 1995; DA-CHENG et
al., 2015). Outro exemplo da originalidade estrutural dos produtos
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naturais é o taxol, um diterpeno da classe dos taxanos, com estrutura
guimica complexa, isolado das cascas de Taxus brevifolia em 1971 por
Monroe Wall e Mansukh Wani amplamente utilizado como
antineoplasico (BARREIRO; FRAGA, 2015). Porém o melhor exemplo
é o citado pela pesquisadora chinesa Tu Youyou na descoberta € no
desenvolvimento de farmacos antimaléricos, particularmente a
artemisinina, levando ao prémio Nobel de Fisiologia e Medicina em
2015 (MILLER; SU, 2011; TANGNITIPONG et al., 2012; HAYNES et
al., 2013; NOBEL PRIZE, 2015).

De uma forma geral o Brasil é o pais de maior biodiversidade no
mundo compreendendo mais de 45.000 espécies de plantas descritas
(cerca de 20-22% do total existente no planeta). Além disso, a
populacdo brasileira tem uma longa tradicdo no uso de plantas
medicinais para o tratamento de diferentes doencgas de carater agudo e
cronico. Nos Gltimos 28 anos o Brasil foi um dos paises com o maior
nimero de publicacdes em relacdo a plantas medicinais, com 34.614
mil. Porém ainda a seguranca (toxicologia), estudos de farmacocinética,
e 0s ensaios clinicos sdo escassos, principalmente, com relacdo aos
compostos isolados que servem de base para novos farmacos (CRAGG;
NEWMAN, 2013; DUTRA et al., 2016).

Atualmente apenas um produto fitoterapico, com 0 nome
Acheflan®, obtido a partir de Cordea verbenacea estd entre os 20
fitoterpicos mais vendidos no Brasil (U$ 11.06 milhoes - 2014),
confirmando que a investigacdo em plantas medicinais no Brasil
permanece ainda restrita a academia, com alguns escassos exemplos de
parceria com as indUstrias farmacéuticas. Sendo assim os derivados de
plantas no Brasil (fitoterapicos) sdo uma minoria no mercado, 0 que
representa menos de 5% de todos os medicamentos comercializados
atualmente (DUTRA et al., 2016; NEWMAN; CRAGG, 2016).

Com o intuito de fornecer um embasamento cientifico aos
conhecimentos oriundos da medicina tradicional, muitos estudos visam
encontrar substancias que possam ser candidatas a fontes de obtencéo de
novas estruturas quimicas. Assim, tais substancias possam ser de
interesse a industria farmacéutica, devido as suas atividades
farmacoldgicas especificas, contribuindo para a producdo de novos
produtos farmacéuticos, voltados principalmente para o tratamento de
doencas de carater inflamatério (LIMA et al., 2011, CRAGG;
NEWMAN, 2013; CRAGG; GROTHAUS; NEWMAN, 2014).

Portanto, informagBes e investimentos nos conhecimentos
tradicionais de grupos étnicos, com a formagéo de recursos humanos
para a descoberta de novos produtos a partir de plantas utilizadas na
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medicina popular e a aproximagdo entre a academia e inddstria para o
desenvolvimento tecnoldgico se torna fundamental em favor das
populacdes regionais. Além disso, estes estudos podem contribuir
significativamente na pesquisa e no desenvolvimento do pais,
principalmente pela necessidade de novos agentes anti-inflamatorios
mais eficazes, capazes de atuarem especificadamente e com menores
efeitos colaterais em doencas cujo tratamento convencional ainda néo é
adequado (GOSSLAU et al., 2011).

1.2 GENERO JUNGIA

Jungia (Asteraceae) € um genero descrito para ervas perene,
arbustivas e presente nas Américas do Norte, Central e do Sul, incluindo
0 Brasil. A espécie Jungia sellowii Less. (Figura 01) pode ser
encontrada desde o estado de Minas Gerais até o Rio Grande do Sul,
além de Goias e no oeste de Santa Catarina (MARCHANT et al., 2002).
Popularmente a espécie é conhecida como Jasmim do banhado, Erva-de-
mula ou Erva-de-Bugre ocorrendo em ambientes de orlas de Florestas e
trilhas e em bosques de pinhais alterados, em solos muito variaveis, mas
com preferéncia por ambientes mais imidos (MONGE, 2010).

Diversas espécies deste género sdo utilizadas na medicina popular
na forma de infusdo ou decocgdo, administrado por via oral para o
tratamento de inflamaces do trato urinario, tonsilites, Ulceras
estomacais, inflamacdes no figado e rins. Ainda as folhas sdo utilizadas
na forma de infusdo para desinfectar cortes e feridas externas e também
visando tratar inflamagGes como hemorroidas (HAMMOND et al.,
1998; DE-LA-CRUZ; VILCAPOMA; ZEVALLOS, 2007; REHECHO
etal., 2011).

Muitos dos efeitos farmacoldgicos de algumas espécies do género
ja foram descritos na literatura, como é o caso do extrato metandlico
(JRLE) obtido das folhas de Jungia rugosa. Este estudo conduzido por
WILCHES e colaboradores (2015) demonstrou a atividade anti-
inflamatdria da planta tanto em modelo de inflamacéo aguda (edema de
orelha induzido por 6leo de créton, em camundongos e edema de pata
induzido por carragenina, em ratos) como também em modelos crénicos
(formacdo de granuloma, em camundongos). Em ambos os modelos a J.
rugosa demonstrou importante atividade anti-inflamatdria corroborando
seu uso na medicinal popular.

CASADO e colaboradores (2010) da mesma forma
demonstraram os efeitos anti-inflamatério e antioxidante da espécie
Jungia paniculata em testes in vitro através da inibi¢do da fosfolipase
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A2 (PLA2) e in vivo, utilizando dois modelos de edema: edema de pata
induzido por carragenina em ratos e edema de orelha induzido por 12-
O-Tetradecanoylphorbol-13-Acetate (TPA), em camundongos. Estes
efeitos observados foram correlacionados com a presenca de polifendis
e flavonoides presentes na planta.

Além disto, ja foi relatado o uso da espécie Jungia polita na
medicina popular como agente depurativo do sangue (GOLENIOWSKI
et al., 2006).

Outras espécies deste género como a J. herzogiana, J.
malvaefolia, J. seteriana, J. stuebelii e J. spectabilis, ja foram
fitoquimicamente estudadas. A andlise destas espécies revelou a
presenca de flavonoides (D'AGOSTINO et al., 1995), poliacetilenos
(BOHLMANN; ZDERO, 1977; BOHLMANN et al., 1984), derivados
terpenoides e sesquiterpenos (BOHLMANN; ZDERO, 1977; 1978;
BOHLMANN et al., 1983; YBARRA et al., 1992), além de derivados
cumarinicos (BOHLMANN; ZDERO; LE VAN, 1979), sendo os
poliacetilenos e os sesquiterpenos dois tipos de metabdlitos secundarios
biologicamente ativos presentes na familia Asteraceae.

Ja em relacdo a espécie Jungia sellowii Less a analise recente das
folhas demonstrou a presenca de trés novos glicosideos sesquiterpenicos
primeiramente isolados, incluindo o primeiro glicosideo lactanico
trixano isolado da espécie (AZEVEDO et al., 2016).

Todos esses compostos tém recebido maior atencdo nos Gltimos
anos devido ao fato de demostrarem uma atividade anti-inflamatoria,
como exemplo em modelos de inflama¢do pulmonar induzido por
lipopolissacarideo (LPS), promovendo a diminuicdo da ativacdo de
fatores de transcricdo nuclear, como o fator de transcrigdo nuclear-xB
(NF-xB) ou mesmo a diminui¢do da ativagdo na via das cinases ativadas
por mitégenos (MAPK) (FARAG; PARE, 2013; JIANG et al., 2013;
XU etal., 2013).

No entanto, atualmente ndo existe nenhum estudo direcionado em
relacdo as atividades bioldgicas das raizes de Jungia sellowii Less., as
quais é utilizada tradicionalmente pela populacdo. Desta forma, este
trabalho se propds a avaliar a toxicidade da planta e seu efeito anti-
inflamatdrio, bem como identificar quais estruturas quimicas poderiam
ser responsaveis por este efeito, além de indicar um possivel mecanismo
de acdo farmacoldgica para esta atividade. Estas informacGes sdo de
relevancia para o embasamento cientifico popular, além do
desenvolvimento de novos fitoterapicos ou fitofarmacos com atividade
anti-inflamatéria em doencas cujo tratamento convencional ainda néo ¢é
efetivo.
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Figura 01. Imagem de Jungia sellowii Less

Fonte:https:/sites.google.com/site/biodiversidadecatarinense/plantae/magnolio
phyta/asteraceae/jungia-sellowii. Acesso em 07 de abril de 2016.

1.3 PROCESSO INFLAMATORIO

A inflamacdo pode ser considerada um mecanismo fisiologico
do sistema imune que envolve uma série de eventos desencadeados via
lesdo tecidual ou estimulos antigénicos (HEADLAND; NORLING,
2015). Essa resposta pode ser definida como uma cascata de eventos de
ativacdo do sistema vascular e da celulariedade, pelo qual ocorre a
liberacdo excessiva de mediadores, aumento da permeabilidade
microvascular seguido pela transmigragdo e infiltracdo de células no
local, apoptose celular, angiogenese e o remodelamento tecidual caso a
inflamacdo ndo seja cessada (SCHMID-SCHONBEIN, 2006;
HEADLAND; NORLING, 2015).

Durante a resposta imune ocorre a ativacdo de determinados
tipos de células que sdo residentes ou foram recrutadas para o tecido
lesionado. Dentre estas pode-se destacar 0s mononucleares (mondcitos e
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linfocitos) e os polimorfonucleares (neutrdfilos) (HEADLAND;
NORLING, 2015).

Nesse contexto a complexidade desta resposta depende de
mecanismos que atuam em diferentes etapas, tais como a ativagdo destas
células, a regulacdo das vias de sinalizacdo intracelular e o controle da
expressao génica de mediadores pré6 ou anti-inflamatérios
(MEDZHITOV; HORNG, 2008). Os eventos podem ser desencadeados
por diferentes estimulos, como aqueles associados a origem infecciosa
ou ndo infecciosa, cada um relacionado a um tipo de resposta tecidual.
Desta forma, a amplificacdo desta resposta inflamatoria depende do
agente lesivo, da persisténcia do agente agressor, das caracteristicas do
tecido e da coexisténcia de outras comorbidades (MEDZHITOV;
HORNG, 20009).

Sendo assim, na clinica, a inflamacdo aguda geralmente esta
relacionada com doencas do tipo metabdlicas como o diabetes, a
doencas autoimunes como lGpus eritematoso sistémico (LES) e doencas
de origem neurogénica e degenerativa como: Alzheimer, Parkinson e
epilepsia (DONATH, 2013; LONTCHI-YIMAGOU et al.,, 2013;
AMOR et al., 2014).

Neste cenario, podemos destacar algumas enzimas pro-
inflamatorias especificas e importantes que fazem parte desse processo
de iniciacdo e perpetuacdo da resposta inflamatoria.

131 ENZIMAS ENVOLVIDAS NO PROCESSO
INFLAMATORIO

1.3.1.1 MIELOPEROXIDASE

Entre as enzimas relacionadas a inflamacdo destaca-se a
mieloperoxidase (MPO) (BRADLEY et al, 1982; ARNHOLD;
FLEMMIG, 2010). A MPO ¢ uma peroxidase abundante nos granulos
azurofilos priméarios dos neutrofilos que promove a liberagdo de
espécies reativas de oxigénio (ERO).

Inicialmente a partir da enzima nicotinamida adenina
dinucleotideo fosfato oxidase (NADPH) ocorre a conversdo do oxigénio
molecular em anion superéxido e entdo a enzima superéxido dismutase
converte o anion superoxido em perdxido de hidrogénio. O peroxido de
hidrogénio pela acdo da MPO é convertido em &cido hipocloroso o qual
possui importante acdo microbicida (Figura 02).

Porém quando ocorre a liberacdo excessiva de 4&cido
hipocloroso no espago extracelular, ocorre a produgdo de ERO e
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espécies reativas de nitrogénio (ERN) em grande quantidade que por sua
vez causam a oxidacéao de lipideos, de acido desoxirribonucleico (DNA)
e de lipoproteinas promovendo dano tecidual e celular local (DAI;
HARADA; TAKAMATSU, 2015; ODOBASIC; KITCHING;
HOLDSWORTH, 2016).

Este processo ocorre em varias doengas onde ha o acimulo de
neutréfilos com intensa atividade de MPO, como exemplo na asma
neutrofilica, na doenca pulmonar obstrutiva crénica — (DPOC) ou em
outras lesdes pelo qual ocorre a injuria pulmonar. Além disso, a MPO
pode ser detectada em placas de aterosclerose, nas doencas
degenerativas como Alzheimer e Parkinson, Esclerose Multipla e no
liquido sinovial de pacientes com Artrite Reumatdide mostrando seu
papel em diversas patologias (ARNHOLD; FLEMMIG, 2010;
NAUSEEF, 2014).

Assim a avaliagdo da atividade de MPO durante 0 processo
inflamatério é uma ferramenta importante e U(til da presenca de
neutréfilos ativados no sitio inflamatdrio, sendo encontrada em doencas
onde a neutrofilia e por consequéncia o alto dano local esta presente
(FAITH et al., 2008).

Figura 02 - Mecanismo de acdo da mieloperoxidase (MPO) no processo
inflamatorio.

1,0, H,0

Neutréfilos .
Ativados (| Hoa Ll) % a

e 0, 0, Fe2r Fe3* H
0, —k) 0, LZ) H;0, _&é) ‘OH .k) H,0
NADPH SOD H0

(ARNHOLD; FLEMMIG, 2010; NAUSEEF, 2014)
A MPO ¢ responsavel pela conversdo do peroxido de hidrogénio (H202) em
acido hipocloroso (HCIO), um composto com agdo antimicrobiana e importante
durante a resposta imune inata. Fonte: Adaptado de NAUSEEF, 2014. Acesso
em 10/10/2016.
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1.3.1.2 ADENOSINA DESAMINASE

Outra enzima importante no processo inflamatério é a
adenosina-desaminase (ADA). Esta é uma enzima envolvida no
metabolismo das purinas, catalisando a desaminacgdo hidrolitica da
adenosina ou 2-desoxiadenosina em inosina e amodnia (ANTONIOLI et
al., 2013, CORTES et al., 2015). Os macrdfagos ativados sdo as
principais fontes de adenosina extracelular, entretanto, neutréfilos e
células endoteliais também liberam grandes quantidades de adenosina
em sitios inflamatorios regulando assim a atividade da enzima ADA e a
concentracdo extracelular do nucleosideo adenosina (ANTONIOLI et
al., 2013).

A adenosina é uma substancia que pode apresentar atividade
pré ou anti-inflamatéria dependendo do microambiente e do tipo de
receptor celular presente. Os receptores de adenosina pertencem a
familia de receptores acoplados a proteina G e sdo classificados em
quatro diferentes subtipos: A1, Aza, Aze € As. Dentre estes receptores,
A; e A; possuem alta afinidade por adenosina, enquanto o receptor Aza e
Aoe apresentam baixa afinidade (ANTONIOLI et al., 2014). Os
receptores de adenosina sdo distribuidos e expressos em diversas
células, como: neutrofilos, eosindfilos, baséfilos, mondcitos, linfdcitos
T e B, macrofagos, células dendriticas, células do epitélio brénquico,
fibroblastos e células endoteliais. (CORTES et al., 2015) (Figura 03).

A ativacdo dos receptores de adenosina pode promover diversos
efeitos bioldgicos, os quais algumas vezes sdo antagbnicos. No pulmao
a diminuicdo da atividade da ADA promove 0 aumento das
concentracbes de adenosina extracelular. A adenosina extracelular ¢é
capaz de se ligar em receptores Aza, Az e Az de neutrdfilos inibindo a
transmigracdo de neutréfilos para o local da inflamacdo mediado pela
diminuicdo da expressdo da molécula intercelular 1 (ICAM-I) do
endotélio. Este efeito ainda permite a diminuicdo da produgao/liberacéo
de citocinas pré-inflamatérias como o fator de necrose tumoral alfa
(TNF-a), interleucina 6 (IL-6) e interleucina 12 (IL-12) promovendo
consequente diminuicdo da lesdo tecidual e do recrutamento de
neutréfilos (BARLETTA; LEY; MEHRAD, 2012; ANTONIOLI et al.,
2014).

O estudo realizado por YAGO e colaboradores (2015),
demonstrou o efeito anti-inflamatério de um agonista de receptores Aza
(ATL313) na inibicdo de moléculas de adesdo do tipo integrinas e na
modulacdo da adesdo de neutrdfilos no sitio inflamatdrio. Este efeito
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demonstra o papel eficiente dos receptores de adenosina no controle da
inflamag&o pulmonar.

Figura 03 - Mecanismo de acéo da adenosina desaminase (ADA) no processo
inflamatario.
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(ANTONIOLIetal., 2014; CORTESetal., 2015) Neutrofilos
A atividade da enzima ADA é destacada por aumentar e promover a
catabolizacdo do nucleosideo adenosina. Desta forma, a inibicdo da atividade da
ADA promove um aumento na biodisponibilidade da adenosina extracelular,
que nestas condicOes interage com receptores A2A de neutrofilos promovendo
um efeito de inibicdo da adesdo, transmigracdo promovendo um efeito anti-
inflamatério. Fonte: Adaptado de ANTONIOLI et al., 2014 e CORTES et al.,
2015. Acesso em 23/09/2016.

1.3.2 OXIDO NITRICO

O oxido nitrico (NO) é um radical livre gasoso que regula as
fungdes celulares em condigdes fisioldgicas, incluindo: relaxamento
vascular, inibicdo da agregacdo plaquetdria, a neurotransmissao,
atividades antimicrobianas e atividades antitumorais, entre outros
(PREDONZANI et al., 2015, WALTZ et al., 2015).

O NO é sintetizado a partir do metabolismo do aminoéacido L-
arginina mediado pela enzima oxido nitrico sintase (NOS). A oxidacdo
da porcdo N-terminal do aminoacido libera NO e L-citrulina.
(PREDONZANI et al., 2015, WALTZ et al., 2015).
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A sintese de NO depende da atividade da NOS. Esta enzima
apresenta trés isoformas: NOS neuronal (NOSn ou NOS1), NOS
endotelial (NOSe ou NOS3) e NOS induzida (NOSi ou NOS2). As
isoformas NOSn e NOSe produzem pequenas quantidades de NO
envolvidas na manutencdo das funcdes fisioldgicas do organismo, por
isso sdo ditas isoformas constitutivas. Ja a expressao de NOSi resulta na
producdo/liberacdo de grandes quantidades de NO e estd associada a
condicdes patoldgicas e a injuria (BOGDAN, 2015) (Figura 04).

Em doengas inflamatdrias respiratorias é observado o aumento
da expressdo da NOi, através das concentracBes elevadas de
nitrito/nitrato e da proteina surfactante (proteina SP-a) encontrada no
lavado broncoalveolar de pacientes com sindrome da angustia
respiratoria aguda (SARA), demostrando nesse caso o papel central da
NOS na formacdo de edema (CARNESECCHI; PACHE;
BARAZZONE-ARGIROFFO, 2012). Ainda é observado concentragdes
elevadas de NO nos pacientes com LES, diabetes, asma e doenca
inflamatdria intestinal (WALTZ et al., 2015). Ja a deficiéncia deste
mediador estd associada a doengas vasculares, tais como trombose e
estenose (FRANCA-SILVA et al., 2014).

Diferentemente das outras isoformas, a NOSi pode ser
produzida por varios tipos de células, tais como macréfagos, neutrofilos,
células dentriticas, células endoteliais e células epiteliais (BOGDAN,
2015). Assim, estudos demonstram que tanto a NOSe quanto a NOSi
sd0 responsaveis pela reacdo de estresse oxidativo que ocorre no
pulmao, levando a um aumento da liberacdo de mediadores e citocinas
inflamatorias no local. Por vez a deficiéncia do gene NOSe ou NOSi
nao acarreta uma melhora significativa na sobrevida de camundongos,
em modelo de injaria pulmonar aguda e sepse, demonstrando que a
abordagem da diminuicdo das concentragbes de nitrito/nitrato no
pulmdo é a mais eficdz (LANGE et al.,, 2010; KOBAYASHI et al.,
2010).
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Figura 04 - Mecanismo de acdo do 6xido nitrico (NO) sintetizado por
macrofagos via 6xido nitrico sintase induzida (NOSi) no processo inflamatério.
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(CARNESECCH]I; PACHE; BARAZZONE-ARGIROFFO, 2012)
O NO promove o aumento da permeabilidade vascular, ativacdo celular, regula
a liberacdo de citocinas por neutréfilos ativados, induz a liberagdo de espécies
reativas de oxigénio (ERO) e nitrogénio (ERN) como peroxinitrito, anion
peréxido e nitrosotidis. Fonte: Adaptado de BOGDAN, 2015. Acesso em
10/10/2016.

1.3.3 CITOCINAS

Assim como o 6xido nitrico, outros mediadores sdo liberados
durante o processo inflamatério, entre eles destacam-se as citocinas e as
quimiocinas. As citocinas atuam como mediadores e moduladores da
resposta imunolégica, participam no desenvolvimento hematopoiético e
atuam na comunicacdo celular. Além disso, estas citocinas também
participam de respostas do hospedeiro a agentes infecciosos e estimulos
inflamatdrios interagindo sinergicamente ou de forma antagonica
(STENKEN; POSCHENRIEDER, 2015).

As citocinas desempenham seu papel através da ativacdo de
receptores especificos na célula alvo, entre os exemplos classicos temos
os receptores do tipo Toll-like (TLRs) localizados na membrana de
diversas células. As citocinas também podem desempenhar seu papel ao
se ligar a receptores localizados no interior das células, mais
especificadamente no citoplasma celular (TURNER et al., 2014).
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As citocinas podem ser consideradas moléculas pleiotropicas no
que se refere aos seus efeitos fisioldgicos. Assim os efeitos
frequentemente dependem das concentragdes relativas de varias
citocinas e isso ilustra a importancia em reconhecer a fisiologia através
de redes conexas devendo ser necessario mensurar maltiplas citocinas
numa Gnica amostra para reconhecer a fisiopatologia de determinada
doenca (BALKWILL; BURKE, 1989;. PARK et al., 2001).

A producdo de citocinas é muitas vezes transitoria e
rigorosamente regulada, devido a alta atividade da maioria delas e a sua
concentracdo homeostatica nos fluidos corporais geralmente é baixa
(picomolar). No entanto, se necessario, a concentragcdo pode aumentar
até 1.000 vezes em resposta a um agente infeccioso ou lesivo. Em
concentracGes elevadas as citocinas e as quimiocinas levam a ativagédo
da transcricdo de fatores nucleares como o NF-xB que est& associado a
inflamacdo e a progressdo da doenca. Por estemotivo, as citocinas sdo
importantes proteinas amplamente utilizadas como biomarcadores para
compreender a progressdo da doenca e a resposta ao tratamento
(CHUNG, 2015; STENKEN; POSCHENRIEDER, 2015).

O TNF-a. € um membro da superfamilia do TNF pelo qual
incluem 30 receptores e 19 ligantes com diversas fungbes na
diferenciacdo celular, inflamacéo, imunidade e apoptose. Esta também é
uma citocina produzida e liberada principalmente por macroéfagos, sendo
considerada um dos principais mediadores da inflamagdo aguda
(WALLACH, 2016). Mesmo em baixas concentra¢fes, 0 TNF-a induz a
expressdo de moléculas de adesdo em células endoteliais e estimula
macrofagos e outras células a secretarem quimiocinas (ZELOVA;
HOSEK, 2013).

O papel principal da familia do TNF ocorre através da interacdo e
da ativacdo de receptores do TNF (TNFR) associado a ativacdo de vias
de sinalizagcdo como a via do NF-kB, das MAPKSs e diversas outras vias
de sinalizagdo como a das caspases, promovendo nesses casos a
producdo de ERO e ERN. Esta fungdo de produgéo de ROS foi ignorado
no passado, no entanto, agora esta claro que o TNF e as ERO/ERN séo
parte integrante da via de sinalizacdo dos receptores da familia do TNF
e estdo envolvidos em numerosos ciclos de retroalimentagdo da
inflamacéo (BLASER et al., 2016).

Em termos de novas opcOes terapéuticas ja existem no mercado
anticorpos monoclonais especificos para os receptores de TNF e
anticorpos monoclonais anti-TNF, como o exemplo classico temos o
etarnecept utilizado em diversas doengas como a artrite reumatoide,
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asma bronquica e a colite ulcerativa (BRENNER et al., 2015; MATTEI;
DALMARCO; FRODE, 2015).

Outra citocina importante é o interferon gama (IFN-y) que é
secretado principalmente por células Thl e células natural killer (NK)
(LARKIN 11 et al., 2013). O IFN-y tem como funcdo principal a
ativacdo de macrofagos e de neutrofilos em resposta a diferentes
estimulos, como: LPS e DNA bacteriano por meio da interagdo com seu
receptor TLR ou mesmo em reconhecimento a alguma injdria tecidual.
Esta citocina tem a funcdo primordial de estimular a expressdo do
complexo principal de histocompatibilidade classe 1l (MHC-II) nas
células apresentadoras de antigenos (APC) e também moléculas co-
estimulatérias como, por exemplo: os clusters de diferenciagdo CD80 e
CD86 promovendo a estimulacdo do processamento e a apresentacdo de
antigenos por APCs (SCHURGERS et al., 2011). Do mesmo modo, esta
citocina é capaz de induzir a expressdo de MHC-II em células que
normalmente ndo expressariam esta molécula, o que associa 0 IFN-y ao
desenvolvimento de doencas autoimunes, como o LES (SCHURGERS
etal., 2011, LARKIN Ill et al., 2013).

Além de atuar sinergicamente com o TNF-a estimulando a
secrecdo de quimiocinas (proteina induzida por IFN-y (IP-10), proteina
guimiotatica de mondcito-1 (MCP-1), quimiocina secretada expressa e
regulada sob ativacdo de linfocitos T (RANTES)) em mondcitos e
linfocitos, o IFN-y também estimula a diferenciacdo de células T virgem
em células Thl, quando na presenca de IL-12, secretado via APCs
(SCHURGERS et al., 2011). Além disso, o IFN-y tem a funcdo de
induzir a expressdo da molécula de adesdo intercelular-1 (ICAM-1) e a
molécula de adesdo vascular-1 (VCAM-1) promovendo, no endotélio,
uma melhor aderéncia dos leucdcitos para realizarem a diapedese para o
local da inflamacdo (SCHURGERS et al., 2011, LARKIN III et al.,
2013). A este respeito, o bloqueio de IFNy foi eficaz em redimir a
progressdo na doenga de Crohn, associado a diminui¢do de neutrofilos
recrutados para o sitio inflamatério (CUI et al., 2013).

Em relacdo a IL-12, esta é uma citocina pro-inflamatoria
produzida por mondcitos, células dendriticas, macrofagos e células B. A
familia de citocinas IL-12 é responsavel pela estimulacdo de células T a
uma resposta de diferenciagdo a Thl e/ou Thl7 e a sua secre¢do tem
sido associada a imunidade inata, bem como ao desenvolvimento de
imunidade adaptativa caracterizada pela inducdo de secrecdo de IFN-y,
promovendo um ciclo de retroalimentacdo positiva e continua
(TRINCHIERI, 2003).
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A sinalizagdo através do receptor de IL-12 (IL-12R) depende
essencialmente da ativacdo de quinases JAKs. Apds a ativacdo do
receptor de tirosina quinase ocorre a fosforilagdo da proteina intracelular
transdutora de sinal e ativadora da transcri¢do 4 (STAT4), resultando na
estimulacdo de genes alvos de transcri¢do como a proteina ativadora-1
(AP-1) que medeia a atividade bioldgica de IL-12 (VIGNALLI,
KUCHROO, 2012).

A acdo de IL-12 em células T e células NK promove varios
efeitos bioldgicos como a ativacdo de macréfagos que sdo estimulados a
produzir IFN-y promovendo a estimulacdo da produgdo de NO. Outra
funcéo seria a de promover a polarizacdo de linfocitos T CD4+ virgens
para um fendtipo do tipo Thl, como é observado em doencas como
artrite reumatoide, esclerose multipla e em uveites (SUN et al., 2007;
SUN et al., 2015).

Como mencionado, o papel da IL-12 tem sido associado &
atividade ou a progressao de um perfil de resposta Thl, como acontece
no caso da psoriase, artritt reumatdide, doencas inflamatdrias
intestinais, diabetes mellitus do tipo 1 e também no cancer (ZUNDLER,;
NEURATH, 2015).

N&o menos importante a IL-6 é uma citocina caracteristica do
processo inflamatdrio agudo. Sua funcéo é bastante ambigua uma vez
que pode induzir a diferenciacdo de células B regulatérias (Breg) a
secretar a interleucina 10 (IL-10) com propriedades anti-inflamatdrias
(RATH et al., 2015). Porém ainda a IL-6 € considerada o mediador
chave na transicdo da inflamacdo de fase aguda para crbnica
(SCHELLER et al., 2011).

A IL-6 é uma citocina secretada por diferentes tipos de células
(mondcitos, macrofagos, células T, fibroblastos e células endoteliais) e é
importante tanto na imunidade inata quanto adaptativa (SCHAPER,;
ROSE-JOHN, 2015). Este mediador apresenta diferentes funcdes
bioldgicas, dentre os quais se destacam: a proliferacdo e a diferencia¢do
celular, especialmente de linfécitos Th17 e mondcitos em macréfagos
(DITTRICH et al., 2015, SCHAPER; ROSE-JOHN, 2015). Esta citocina
também estimula a producdo de imunoglobulinas (Ig) do tipo IgG, IgM
e IgA por células B e de citocinas como a interleucina 21 (IL-21) por
células T CD4+ virgem e de memoria, além de induzir a producio de
proteinas de fase aguda, tais como proteina C reativa (PCR),
haptoglobina e al-antitripsina pelos hepatécitos (RATH et al., 2015).
Em particular, a sinalizacdo de IL-6 promove a manutencdo de uma
resposta a nivel sistémico e local da inflamagdo aguda, também via
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linfocitos T secretores de IL-17, em tecidos inflamados (NEURATH,;
FINOTTO, 2011).

Um exemplo classico € o uso do Tocilizumab, anticorpo
monoclonal anti-receptor de IL-6 (anti-IL-6R) que foi aprovado em mais
de 100 paises para o tratamento da artrite reumatoide e outras doencas
autoimunes, comprovando o envolvimento desta citocina em doencas de
carater inflamatério e autoimune (SCHAPER; ROSE-JOHN, 2015).

1.3.4 FATORES DE TRANSCRICAO

1.3.4.1 FATOR DE TRANSCRICAO NUCLEAR KAPPA B (NF-
kB)

Para a ativacdo de células através de mecanismos intracelulares,
existe um controle dependente da atividade de fatores de transcrigdo. Os
fatores de transcricdo sdo proteinas intracelulares que controlam a
expressdo génica e medeiam a ativacdo, sobrevivéncia, diferenciacéo,
apoptose e/ou migracdo celular durante o processo inflamatdrio. Dentre
os fatores de transcrigdo mais bem estudados, destaca-se 0 NF-«B.

O NF-kB é um fator de transcricdo nuclear essencial que regula a
atividade de diversos genes a nivel nuclear, dentre os quais se pode
destacar 0s genes relacionados & produgdo e inducgéo de enzimas como a
NOSi e a ciclooxigenase-2 (COX-2), de interleucinas (IL-1, IL-6, IL-
17), da familia do TNF e de moléculas de adesao (E-selectina, ICAM-1,
VCAM-1) (BAEUERLE & BALTIMORE, 1996; LAWRENCE, 2009).

A familia NF-xB é composta por diferentes membros, entre eles:
RelA (p65), c-Rel, RelB, NF-kB1 (p50 e seu precursor p105) e NF-xB2
(p52 e seu precursor p100). A atividade dos diferentes dimeros do NF-
kB ¢ regulada por sua interagdo com proteinas inibitorias (p105, p100),
proteinas inibitérias kappa B-alpha, beta, gama (IkB-o, B, y), que
mantém estes complexos no citoplasma da célula em sua forma inativa.
Quando a célula recebe um sinal para a ativacdo do NF-xB, ocorre a
interacdo para a ativacdo de um complexo de alto peso molecular, que
contém uma proteina cinase IxkB (IKK) que estimula o NF-kB em duas
diferentes vias de sinalizagéo, a canonica e a ndo can6nica (HAYDEN
& GHOSH, 2008; HAYDEN; GHOSH, 2014).

A via mais estudada é a via canénica (Figura 05) que apds a
ativagdo de receptores TLRs, receptores de IL-1 (IL-1R) e TNFR ocorre
a ativa¢do do complexo IxB cinase (IKK), com fosforilagdo da proteina
IxBa, a qual se acredita ser a principal proteina responsavel da via
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candnica responsavel por regular a ativacdo de p65, que entdo migra
para o nucleo para agir em genes alvos.

Do mesmo modo, outros desencadeadores, tais como o ligante
de superficie de células B (cluster de diferenciacdo 40 - CD40L) e a
linfotoxina 8, também podem levar a ativacdo do NF-xB pela chamada
via alternativa ou via ndo-canbnica (HOESEL; SCHMID, 2013;
HAYDEN; GHOSH, 2014).

Nesta via os sinais sdo mediados por diferentes receptores, que
incluem o fator de ativacdo de células B (BAFFR), CD40, o receptor
ativador do fator nuclear kappa B (RANK), entre outros. Na sequéncia,
ocorre a ativacdo da cinase indutora do NF-xB, que fosforila e ativa a
IKK1. Esta ativagdo induz a fosforilacdo de pl00, resultando na
ubiquitinacdo e degradacdo parcial de p52 que induz a levar informagéo
ao nucleo da célula (HOESEL; SCHMID, 2013).

1.3.4.2 PROTEINAS QUINASES ATIVADAS POR MITOGENOS
(MAPK) p38

Nos organismos multicelulares existem trés caracterizadas
proteinas MAPKSs: quinases reguladas por sinal extracelular (ERK);
quinases c-Jun N-terminal (JNK) e as quinases p38. Essas MAPKs
englobam um grande numero de proteinas que fosforilam os
aminoacidos serina/treonina e regulam os processos celulares, como:
crescimento, proliferagdo e também a diferenciacdo celular
(PASTUHOV et al., 2015).

A p38 é um membro da familia das MAPK, envolvida em
doencas, como: asma, doencgas autoimunes, cancer, Alzheimer e Artrite
Reumatoide. A partir de diferentes estimulos, como LPS,
peptideoglicanos de bactérias, radiacdo ultravioleta (UV) pode ser
ativada em diferentes tipos celulares (macréfagos, mondcitos,
neutréfilos e células epiteliais) e também mais comumente através de
citocinas (TNF-a, IL-1pB) (NICK et al., 2000).

Tipicamente, a ativacdo da via das MAPKs é iniciada por
citocinas inflamatérias, como o TNF-a, que ao interagir com seu
receptor, promove a ativagdo da cascata e a fosforilagdo proteica. As
formas fosforiladas da p38 por sua vez ativam AP-1 o qual leva a
informacéo até o nucleo onde ativa a transcri¢do de genes codificadores
de moléculas de adesdo (VCAM-1) e mediadores como o prdprio TNF-
a, interleucinas como: IL-1p, IL-17, IL-3, IL-6, IL-8, prostaglandina E2
(PGE2) e também a inducéo da COX-2 (YANG et al., 2014) (Figura
05).
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Sendo assim, a inibicdo da ativacdo dessa via pode ser um mais
um alvo seletivo e importante em doencas de curso inflamatorio
continuo e na auto-imunidade, principalmente aquelas que envolvem
neutréfilos. Ha de se ressaltar também que tal via interliga-se com a NF-
kB podendo assim ativa-lo. Sendo assim p38 é um possivel alvo para o
desenvolvimento de novos farmacos com propriedades anti-
inflamatdrias (ASHWELL, 2006).

Figura 05 - Esquema de ativacdo da via canbnica do fator de transcricdo
nuclear kappa B (NF-xB) e proteina quinase ativada por mitégeno (p38
MAPK).
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ATF-2: Proteina transcricional dependente de monofosfato de adenosina; Cg:
carragenina; CREB: proteina de ligagdo ao elemento de resposta ao
monofosfato ciclico de adenosina; NEMO: proteina inibitoria kappa B quinase;
IKKa: Proteina inibitoria kappa B quinase alpha; IKKf: Proteina inibitoria
kappa B quinase beta; IKBa: subnidade inibitéria do NF-KB; p65 e p50:
subnidades (RelA e RelB de NF-KB); MKK3 e MKKG6: proteina quinase dupla
induzida por mitégeno; p38: proteina quinase ativada por mitégeno. Fonte:
Marcus Vinicius P.S. Nascimento.
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1.4 FARMACO ANTI-INFLAMATORIO

Neste estudo foi utilizado a dexametasona (Dexa) como farmaco
anti-inflamatorio de referéncia. Os glicocorticoides possuem um papel
importante na regulacdo do metabolismo, da pressdo arterial e do
sistema imune e atuam através de varios eventos da resposta
inflamatéria (FLAMMER; ROGATSKY, 2011; QUAX et al., 2013). O
mecanismo de acdo desta classe de medicamentos pode ser classificado
em ndo-gendmico e genbmico (BARNES, 2010; FLAMMER;
ROGATSKY, 2011). Os efeitos ndo-gendmicos podem ser dividios em
4 mecanismos: 1) sinalizagdo por meio de um receptor de membrana
citoplasmatica; 2) efeito direto na membrana citoplasmética; 3)
interacdo entre o receptor de glicocorticoide e outras proteinas
sinalizadoras no citoplasma celular; e 4) transloca¢do do receptor de
glicocorticoide para a mitocondria (BOLDIZSAR et al., 2010;
VANDEVYVER et al., 2013).

Ja o seu efeito gendbmico ocorre por meio da ligagdo entre o
glicocorticoide e um receptor especifico presente no nucleo da célula,
onde 0 mesmo atua como um fator de transcri¢do, ligando-se a
elementos responsivos aos glicocorticoides na regido promotora de
genes alvos e assim modula a expressdo génica por meio da
transrepressao ou transativacdo (BOLDIZSAR et al., 2010).

A transrepressdo génica faz com que o complexo receptor-
glicocorticoide formado interfira na transcrigéo de genes alvo, tais como
de citocinas pré-inflamatorias (IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-11, IL-
13, IL-15, TNF-a), fatores de crescimento (fator estimulador de coldnia
de macrofago e granul6citos (GM-CSF), fator de célula tronco (SCF)),
moléculas de adesdo (ICAM-1), (VCAM-1), NO, entre outros
(BARNES, 2010; VANDEVYVER et al., 2013). Na figura 06, esta
ilustrado o mecanismo de acdo anti-inflamatéria dos glicocorticoides.
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Figura 06 - Vias de sinalizacdo gendmica e ndo-gendmica dos glicocorticoides
em células T.

Dexametasona

Outras proteinas
sinalizadoras

Ex.: proteinas quinases: Lck,
Fyn , Zap-70

La o
-//-»

Mediadores pré-inflamatérios, {
tais como citocinas, enzimas, }

moléculas de adesdo, 6xido nitrico

[ Via do acido araquidénico ]

1) via gendmica classica, demonstrando a transativagdo génica da anexina 1, a
qual inibe a enzima fosfolipase A., inibindo a via do &cido araquidénico, e a
transrepressdo génica de mediadores pré-inflamatérios; 2) efeitos diretos na
membrana; 3) sinalizacdo por meio de um receptor de membrana (MGR); 4)
interacdo 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 ( —— ) = vias de sinalizagdo gendmica; setas tracejadas (
= = = ) =vias de sinalizacdo ndo-gendmica; seta interrompida ( — )
= inibicdo. Fonte: Adaptado de BOLDIZSAR et al., 2010. Acesso 05/03/2015.

1.5 MODELOS DE INFLAMAGAO

A formacdo de edema, infiltracdo de leucécitos e liberacdo de
mediadores pro-inflamatérios sdo eventos que ocorrem em diversas
doencas de carater inflamatdrio. Para a avaliacdo do efeito anti-
inflamatdrio de farmacos ou plantas, diferentes modelos ja foram
descritos, tais como a pleurisia, a bolsa de ar, 0 edema de pata, a artrite e
o implante de esponjas embebidas em agentes irritantes (SEDGWICK;
LEES, 1986; WEBB, 2014).
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Existem modelos experimentais que mimetizam doengas que
acometem humanos e permitem a avaliacdo das alteragdes morfoldgicas,
imunologicas e fisiolégicas, em animais como camundongos e ratos
(BRITO, 1989; LEWKOWICH; WILLS-KARP, 2008; MATUTE-
BELLO; FREVERT; MARTIN, 2008).

Entre os modelos utilizados para a inducdo de inflamacdo
pulmonar, destacam-se a indugdo de infeccdo pulmonar por bacterias
(klebisiella pneumonie, pseudomonas auriginosa), uso de LPS para a
estimulacdo da resposta imune inata via receptores do tipo TLR4,
hiperventilagdo mecénica, utilizacdo de bleomicina, 4acido oléico,
isquemia/reperfusdo, entre outros (HOFFMANN et al., 2005;
MATUTE-BELLO; FREVERT; MARTIN, 2008; SLUTSKY;
RANIERI, 2013).

Dentre os modelos experimentais para a inducdo de
inflamacdo pulmonar, pode-se destacar 0 modelo de inflamacao
eosinofilica, no qual camundongos BALB/c sdo sensibilizados com
ovalbumina (OVA) e desenvolvem uma inflamacdo eosinofilica e
hiperresponsividade nas vias aéreas, promovendo um quadro de asma
leve a moderada (GIRODET et al., 2013). Da mesma forma existem
modelos experimentais em camundongos que mimetizam outro tipo de
asma, a do tipo neutrofilica. Nesta condicdo, a resposta inflamatéria
pulmonar apresenta predominio do influxo de neutréfilos para o pulméo,
sendo considerado um quadro de asma grave (STEIN et al., 2014).

Dentre estes modelos de inflamagdo neutrofilica, destaca-se o
modelo da pleurisia induzida pela Cg, em camundongos. A Cg é uma
mistura de polissacarideos extraida das algas Eucheuma denticulatum,
Kappaphycus alvarezi, Chondrus crispus e Gigartina radula
(PRAJAPATI et al., 2014) tratando-se de uma substancia irritante muito
utilizada para a inducdo de inflamagdo em estudos experimentais
(PRAJAPATI et al., 2014; MCKIM et al., 2015).

O modelo de inflamagdo induzida pela carragenina em
camundongos é um modelo muito bem caracterizado que permite a
quantificacdo de diferentes mediadores pré-inflamatérios liberados na
cavidade pleural. Nesse modelo observa-se uma resposta inflamatéria do
tipo bifésica, sendo que na primeira fase (4 h) desta resposta ocorre a
formacdo de proteinas do exsudato, aumento da infiltracdo de
leucécitos, principalmente neutréfilos, seguido de lesdo pulmonar por
ERO e ERN liberados por tais neutrofilos ativados no sitio inflamatério.
Os radicais como o peroxido de hidrogénio (H202), anion superoéxido
(02-), radical hidroxila (OH-) e peroxinitrito (ONOO-) sdo os principais
mediadores liberados em grande quantidade na cavidade pleural dos
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camundongos. Na segunda fase (48 h), observa-se também aumento das
proteinas da exsudagdo, bem como uma inversdo da celularidade e o
aumento do recrutamento de leucécitos do tipo mononucleares (SALEH,
CALIXTO, MEDEIROS, 1996).

Em circunstancias patoldgicas, tais observadas em pacientes com
fendtipo de asma neutrofilica, o excesso de producdo de ERO e ERN e a
liberacdo de mediadores inflamatérios com formacdo de edema,
promove alteracfes no epitélio, a ativacdo de células endoteliais que
permitem a amplificacdo da resposta inflamatoria no tecido pulmonar e
consequente sua disfuncdo (MARTINEZ; VERCELLI, 2013).

A escolha do modelo a ser utilizado, o tipo de animal (cobaias,
camundongos, ratos, macacos) a linhagem (swiss, BALB/c, C5BL/6)
permite de forma fidedigna avaliar alteracbes morfoldgicas,
imunoldgicas e fisioldgicas que acontecem nas vias aéreas em doengas
de caréater inflamatdrio onde existe um predominio do recrutamento de
neutréfilos, como é o caso na asma neutrofilia e na injuria pulmonar
aguda (BLUME; DAVIES, 2013; BHARGAVA; WENDT, 2015).

Devido a este modelo ser considerado eficaz para a avaliacao
do efeito anti-inflamatério de extratos de plantas e por ser considerado
um bom modelo de inflamacdo das vias aéreas, o presente trabalho
optou pelo modelo experimental da pleurisia induzida por Cg em
camundongos utilizando-se apenas da primeira fase (4 h) da resposta
inflamatdria. Assim o modelo utilizado no trabalho visa a administracdo
intrapleural (i.p) de carragenina que permite a quantificacdo e a
correlagdo das proteinas do exsudato e a migracdo celular, com
mudancas nos parametros inflamatérios e uma possivel correlacdo na
patogénese de tais doengas inflamatérias das vias aéreas que envolvem
neutrofilos: como na lesdo pulmonar aguda (LPA), sindrome do
desconforto respiratério agudo (SARA) e a asma neutrofilica (SALEH;
CALIXTO; MEDEIROS, 1996; WEBB, 2014). Sendo assim, a pleurisia
pode ser considerada um bom modelo para a avaliagdo de
plantas/farmacos com potencial atividade anti-inflamatéria (Figura 07).
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Figura 07 - Perfil temporal do modelo da pleurisia induzida pela carragenina
(Cg) em camundongos.
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O modelo de inflamagéo induzido pela Cg é caracterizado por uma resposta
inflamatdria do tipo bifasica. Na primeira fase (4 h) ocorre 0o aumento da
infiltracdo de leucdcitos, principalmente neutréfilos, bem como a exsudagéo na
cavidade pleural. J& na segunda fase (48 h), observa-se, também, o aumento da
exsudacdo, além do aumento de células mononucleares. Fonte: Adaptado de
SALEH; CALIXTO; MEDEIROS, 1996.
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1.6 HIPOTESE

H1: O extrato bruto (EB) ndo apresenta efeito toxico. O material
vegetal (EB), fragdo aquosa (Aq), fragdo butanol (BuOH), fragdo acetato
de etila (AcEOL), fracdo hexano (Hex), fracdo diclorometano (DCM) e o
compostos isolados curcuhidroguinona O-B-glicose (CuR) e piptizol
(Pip) provenientes das raizes de Jungia sellowii Less inibem a resposta
inflamatoria causada pela carragenina caracterizada pela diminuicdo das
concentracdes de: leucdcitos, proteinas do exsudato, mieloperoxidase,
adenosina desaminase, éxido nitrico, TNF-a, IFN-y, IL-6 e IL-12 e de
NF-«xB e p38MAPK;

HO: O extrato bruto (EB) apresenta efeito téxico. O material
vegetal (EB), fracdo aquosa (Aq), fracdo butanol (BuOH), fracdo acetato
de etila (AcEOY), fracdo hexano (Hex), fracdo diclorometano (DCM) e o
compostos isolados curcuhidroguinona O-B-glicose (CuR) e piptizol
(Pip) provenientes das raizes de Jungia sellowii Less ndo inibem a
resposta inflamatdria causada pela carragenina caracterizada pelo
aumento das concentracbes de: leucocitos, proteinas do exsudato,
mieloperoxidase, adenosina desaminase, éxido nitrico, TNF-o, IFN-y,
IL-6 e IL-12 e a ativacdo de NF-xB e p38MAPK.
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2. OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o perfil tdxico do extrato bruto e o efeito anti-
inflamatdrio do extrato bruto, fragdes e compostos isolados obtidos das
raizes de Jungia sellowii Less, administrados por via intraperitoneal (i.p)
no modelo da pleurisia induzida pela carragenina, em camundongos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

I. Avaliar o potencial de toxicidade do extrato bruto (EB) de Jungia
sellowii Less utilizando testes in vitro e in vivo de toxicidade aguda;

I1. Avaliar o efeito do EB, fragfes e compostos isolados de J. sellowii L.
sobre a migracdo dos leucdcitos e a concentracdo das proteinas do
esxudato, no lavado da cavidade pleural de camundongos;

I11. Avaliar o efeito do EB, fracfes e compostos isolados de J. sellowii
L. sobre as concentracbes das enzimas MPO e ADA, além dos
metabolitos do NOy, no lavado da cavidade pleural de camundongos;

V. Avaliar o efeito do EB, fragdes e compostos isolados de J. sellowii
L. sobre a resposta imune Thl dosando as concentragcbes de
interleucinas pré-inflamatérias: TNF-a, IFN-y, IL-6 e IL 12, no lavado
da cavidade pleural de camundongos;

V. Avaliar o mecanismo de acdo anti-inflamatéria dos compostos
isolados, pela andlise da via de sinalizagdo do NF-xB, no tecido
pulmonar de camundongos;

VI. Avaliar o mecanismo de acdo anti-inflamatéria dos compostos
isolados, pela anélise da ativagdo da cascata de sinalizagdo intracelular
p38 MAPK, no tecido pulmonar de camundongos.
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3. METODOLOGIA
3.1 MATERIAL VEGETAL
3.1.1 Obtencao do material vegetal

As raizes de Jungia sellowii Less foram coletadas na fazenda Séao
Pedro em Rio Negrinho no Estado de Santa Catarina (SC), em marco de
2012. A identificacdo botéanica foi realizada pelo Dr. Ademir Reis, do
Departamento de botanica da UFSC e uma exsicata foi tombada no
Herbario Dimitri Sucre Benjamindo - Jardim Bot&nico no Rio de Janeiro
(JBRJ) sob o0 nimero RB 537991.

3.1.2 Preparo dos extratos e particionamento

As raizes (3 kg) trituradas de J. sellowii L. foram maceradas com
etanol 70°Gl por 3 dias na auséncia de luz e macerado novamente mais
duas vezes, sob as mesmas condi¢cdes experimentais obtendo-se o
extrato bruto etandlico (EB).

Ao extrato bruto foi adicionado agua (1/3) e o mesmo foi
submetido a particdo liquido-liquido, com o0s seguintes solventes:
hexano, diclorometano, acetato de etila e butanol. As fragcbes foram
coletadas separadamente e concentradas em evaporador rotatério, sob
pressdo reduzida, pesadas e armazenadas em recipientes hermeticamente
fechados, protegidos da luz. Os resultados da obtencdo das respectivas
fragdes, observadas na Figura 08, foram: Hexano (3 g); Diclorometano
(1,2 g), Acetato de etila (2,9 g), Butanol (16 g) e Aquosa (94 g).

Todas as analises fitoquimicas foram realizadas pelas alunas de
Mestrado: Luise Azevedo Lima e Daniela W. Rosa em parceria com a
Profe. Dré, Maique Weber Biavatti do Laboratério de Quimica de
Farmacéutica (Departamento de Ciéncias Farmacéuticas — Centro de
Ciéncias da Saude (CCS) na Universidade Federal de Santa Catarina
(UFSC)).
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Figura 08 - Diagrama da sequéncia de obtencdo do extrato bruto e fragdes das
raizes de Jungia sellowii Less.
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Fonte: Luise de Azevedo Lima.

3.1.3 Analise do perfil das fracdes acetato de etila e butanol por
UPLC

A andlise foi realizada utilizando um sistema de
ultracromatografia de alta eficiencia Acquity H-Class UPLC (Waters
Co.) equipado com detector de arranjo de di6édos (PDA). A separacdo
cromatogréfica foi realizada utilizando-se uma coluna de separacdo
Acquity UPLC BEH C18 (mm2 50 x 2.1, 1,7 uM), a uma taxa de fluxo
de 250 mL/min com um volume de injeccdo de 2 mL. A fase mével
consistiu de um sistema de gradiente de 0,1% da combinacdo de &cido
férmico aquoso (pH 3,0) (A) e acetonitrilo (B). Para a fragdo acetato de
etila a injecdo dos solventes foi no tempo de 0-5 min com 65% de &cido
férmico aquoso (A), no tempo de 5-6 min com acetonitrilo a 98% (B) e
em 6-7 min a 65% de &cido férmico aquoso (A). Para a fragdo butanol a
injecdo dos solventes foi no tempo de 0-5 min a 80% de acido férmico
aquoso (A), 5-6 min a 90% de acetonitrilo (B), 6-6,1 min a 98% de
acetonitrilo (B) e 6,1-7 min a 80% de &cido férmico aquoso (A).
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3.1.4 Elucidacéo Estrutural

As substdncias isoladas foram submetidas a andlises
espectrométricas de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de H e 3C
em diferentes laboratorios de pesquisa localizados em  diferentes
Departamentos: 1) Departamento de Quimica da Universidade Federal
de Santa Catarina (UFSC) em equipamento Varian modelo AS400
(Fonte: Middelburg, Holland), 400 MHz para Hidrogénio e 100 MHz
para Carbono; 2) No departamento de quimica, Universidade Federal do
Parana (UFPR) no laboratério de ressonancia magnética nuclear em
equipamento BRUKER, modelo DRX 400, série AVANCE, (Fonte:
Bruker Daltonik, Bremen, Germany) com frequéncia do *H em 400
MHz e do C em 100,62 MHz e 3) No Departamento de
Farmacognosia, Universidade René Descartes — Franga em equipamento
Bruker AC-300 e Bruker Avance-400 (Fonte: Bruker Daltonik, Bremen,
Germany) em 400 MHz para 'H e a 75 MHz para *3C.

3.2 EXPERIMENTOS IN VITRO
3.2.1 Teste de citotoxicidade

A viabilidade celular foi avaliada utilizando o ensaio de 3-(4,5-
dimethiazol-Zyl) 2-5-brometo de difeniltetrazélio (MTT) em suspensédo
de macréfagos J774, a uma concentragdo de 1,0x10* células/mL, como
descrito por MOSMANN, 1983. Uma placa com 200 pl de células foi
incubada a 37°C em incubadora com CO, durante 24 horas.
Posteriormente, as células foram tratadas com respectiva solucéo salina
utilizada como controle (NaCl, 0,9%) ou EB de J. sellowii L., nas
concentragdes de 1 mg/ml, 0,1 mg/ml, 0,01 mg/ml e 0,001 mg/ml. Ao
final de 24 h do experimento, o sobrenadante foi removido, e foi
adicionado meio fresco contendo 10% (v/v) de solucdo de MTT (5
mg/ml) em PBS (pH 7,6, composi¢do: NaCl, 130 mmol; Na2HPO4, 5
mmol; e KH2PO4, 1 mmol). A placa foi incubada durante 2 h a 37°C e
0 sobrenadante foi removido posteriormente. Em seguida, 100 pl de
uma solugdo de dimetilsulféxido (DMSO) puro foram adicionados a
cada poco e a placa foi agitada em agitador automatico durante 10 min.
O sobrenadante posteriormente foi lido a 540 nm em leitor de placas de
Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (EIE) (Organon Teknika,
Roseland, NJ, EUA). A densidade optica do grupo de controle foi
considerada como 100% de células viaveis.
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3.3 EXPERIMENTOS IN VIVO
3.3.1 Delineamento do estudo

Estudo experimental, prospectivo e controlado.
3.3.2 Animais

Camundongos albinos Swiss fémeas (n = 600), pesando entre 18 e
22 g e com um més de idade, fornecidos pelo Biotério Central da UFSC,
foram utilizados em todos os experimentos in vivo. Estes animais foram
divididos aleatoriamente em 12 grupos de cinco animais: grupo 1
(controle negativo) animais que receberam apenas uma injecdo
intrapleural, de solucdo salina estéril (NaCl, 0,9%, i.pl.), grupo 2
(controle positivo) animais que receberam apenas carragenina (Cg 1%,
i.pl.), grupo 3 animais que receberam uma injeccdo intraperitoneal de
Dexa: 0,5 mg/kg, (i.p) + Cg, grupos de 4 a 11 animais que receberam
uma injeccdo (i.p) de diferentes doses de EB, fragBes ou compostos
isolados de Jungia sellowii Less + Cg. Os animais mencionados
receberam alimentacdo e &gua ad libitum durante todos os dias,
inclusive nos dias de experimentacdo. Estes animais também foram
acomodados em gaiolas plasticas com serragem, sob temperatura
ambiente controlada (21 + 2 °C), ciclos claro/escuro alternando a cada
12 h e umidade entre 50-60%. Este estudo foi aprovado pelo Comité de
Etica no Uso de Animais da UFSC (CEUA — protocolo ndmero
PP00757/CEUA/2011) e os experimentos foram realizados de acordo
com as normas do Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo
Animal (CONCEA).

3.3.3 Procedimento anestésico

Neste protocolo experimental, a anestesia foi induzida com 75
mg/kg de cetamina e 15 mg/kg de xilazina. Para tal preparou-se uma
mistura de duas partes iguais de cetamina a 10% e xilazina a 2% (1:2).
Em animais pesando 20 + 2 g administrou-se 30 UL da solugéo por via
intraperitoneal (i.p.). Apds cerca de 2 a 5 minutos da anestesia ou
guando os animais ja ndo apresentavam reflexos responsivos iniciavam-
se 0s experimentos.
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3.3.4 Eutanésia dos animais

Para o procedimento de morte indolor assistida foi utilizado um
protocolo aprovado pela CEUA onde os animais foram previamente
anestesiados com 0,03 mL (30 pL ou 3 unidades) de cetamina (75
mg/kg) + xilazina (15 mg/kg) i.p. a fim de evitar qualquer desconforto
no procedimento. Antes de administrar a solugdo saturada de cloreto de
potéssio (KCI) testou-se os reflexos dos animais para assegurar
completa anestesia — caso necessario administrou-se mais 0,01 mL i.p
do anestésico para a manutencdo da dose. Para o procedimento foi
utilizado uma dose letal de KCI a 75-150 mg/Kg. Para tal preparou-se
uma mistura de 1 parte de KCI 10% para 3 partes de agua destilada (1:4)
— para animais pesando 20 + 2 g a dose resultante foi de 125 mg/kg. Em
animais pesando 20 + 2 g administrou-se 0,1 mL da solucdo preparada
de KCI por via intravenosa. O tempo para eutanasia variou de 1 a 2
minutos ap6s administracdo do KCI.

3.3.5 Toxicidade aguda

Neste protocolo quatro grupos de 5 camundongos receberam uma
Unica injec¢do de solucdo salina estéril (NaCl, 0,9% i.p) (veiculo) ou
diferentes doses de EB de J. sellowii L., (500, 1000 ou 2000 mg/kg)
(i.p) no primeiro dia de ensaio (dia 0). Ap6s a administracdo o
comportamento geral dos animais foi observado de 0,25 a 3 h ap6s a
injeccdo e durante 14 dias. Os parametros de observacdo direta
incluiram: perda de peso, tremores, convulsBes, diarréia, coma e
mortalidade. No décimo quarto dia, os animais foram sacrificados e os
Orgdos vitais: rim, bago, figado, pulm&es foram isolados e pesados (%
peso Umido). Dados hematolégicos: glébulos brancos (WBC), linfocitos
e mononucleares, granulécitos, eritrocitos (RBC), hemoglobina (Hb),
hematocrito (HT), volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina
corpuscular média (HCM), concentracdo de hemoglobina corpuscular
média (CHCM), distribuicdo de glébulos vermelhos (RDW) e contagem
de plagquetas também foram realizadas ao final do experimento em
contador automatico veterinario (MINDRAY, BC-2800 Vet, Nanshan,
Shenzhen, China) (WILCHES et al., 2015).
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3.3.6 Pleurisia induzida pela carragenina (Cg) em camundongos

A técnica da pleurisia foi realizada de acordo com os
procedimentos descritos por Saleh, Calixto e Medeiros (1996). A
pleurisia foi induzida por uma Unica injecdo intrapleural de 0,1 mL de
Cg a 1% (diluida em solucdo fisioldgica estéril, 0,9% de NaCl)
administrados na cavidade pleural através do espaco intercostal
utilizando-se uma agulha 13 x 5 mm, adaptada a uma cénula de
poliestireno. Apds 4 h, os animais foram submetidos a morte indolor
assistida com solugdo de KCI saturada (125 mg/kg) administrada por via
i.v, apos inducdo da anestesia com cetamina (75 mg/kg) e xilazina (15
mg/kg). A seguir, a cavidade torécica foi exposta e lavada duas vezes
com 0,5 mL (totalizando 1,0 mL) de solucdo salina tamponada (PBS,
pH 7,6, composi¢do: NaCl [130 mmol]; Na2HPO4 [5 mmol]; KH2PO4
[1 mmol], e agua destilada [1000 mL] contendo heparina [20 IU / mL]).
O lavado da cavidade pleural foi coletado para posterior quantificacdo
dos parametros inflamatdrios: contagem total e diferencial de leucdcitos,
concentracBes das proteinas do exsudato, concentracGes das enzimas
MPO e ADA e dos metabdlitos do NOXx, além das concentracfes de
citocinas pro-inflamatérias (TNF-a, IFN-y, IL-6 e I1L-12). As amostras
de tecido pulmonar foram coletadas para a analise das proteinas: p65
fosforilada (p-p65 de NF-xB) e p38 MAPK fosforilada.

Para a avaliacdo indireta da exsuda¢do, os animais foram tratados
com solucdo do corante azul de Evans (25 mg/kg, 0,2 mL/animal),
administrada pela veia gengival 10 min antes da inducdo da pleurisia
(SALEH; CALIXTO; MEDEIRQOS, 1996; OLIVEIRA; SOUZA-
SILVA; TONUSSI, 2009). Para a analise das enzimas MPO e ADA,
bem como da concentrac@o de NOx e das citocinas TNF-a, IFN-y, IL-6 e
IL-12 e na avaliacdo da fosforilacdo de p-p65 de NF-xB e p38 MAPK,
0s animais ndo receberam a inje¢cdo com azul de Evans, uma vez que
este corante poderia interferir nas dosagens colorimétricas e
imunoenzimaticas empregadas para a quantificacdo dos pardmetros
inflamatorios.

3.4 PROTOCOLO EXPERIMENTAL

De acordo com o protocolo experimental, para o estudo da curva
dose-resposta, diferentes grupos de animais (n = 5, por grupo) foram
tratados com diferentes doses de EB (25-200 mg/kg), Hex (10-50
mg/kg), DCM (10-50 mg/kg) , AcOEt (5-25 mg/kg), BuOH (5-25
mg/kg), Ag (10-50 mg/kg), CuR (1,0-5,0 mg/kg) ou Pip (0,5-5,0 mg/kg)
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administrados por via intraperitoneal, 0,5 h antes da inducdo da pleurisia
com Cg (1%), administrada por via i.pl. A quantificacdo de leucécitos
total e diferencial e as concentragfes de proteinas do exsudato foram
analisadas apo6s 4 h.

Em relacdo aos solventes utilizados, o EB, fragbes e compostos
isolados foram solubilizados em uma solugédo salina (NaCl a 0,9%) e
guando necessario (fracdes apolares) adicionou-se até 10% de DMSO
para uma melhor solubilizag&o.

Em outros experimentos, para avaliar o perfil temporal, diferentes
grupos de animais receberam uma dose Unica de EB (50 mg/kg), ou seja
a melhor dose encontrada na curva dose-resposta (menor dose capaz de
inibir o influxo de leucdcitos e/ou proteinas do exsudato) em diferentes
periodos de tempo (0,5-2 h) antes da administracdo da Cg e 0s mesmos
pardmetros inflamatorios foram avaliados 4 h apds a inducdo da
pleurisia. O melhor tempo de tratamento prévio escolhido foi 0 menor
tempo pelo qual foi observado inibicdo dos leucécitos e/ou das proteinas
do exsudato. Os resultados obtidos para o EB foram estendidos para as
fracGes e para 0s compostos isolados.

Com base nos resultados nas curvas dose e tempo resposta foram
selecionadas as seguintes doses: EB: 50 mg/kg, AcOEt: 10 mg/kg,
BuOH: 10 mg/kg, Ag: 25 mg/kg, CuR: 5 mg/kg e Pip: 1 mg/kg,
administrados 0,5 h antes da injecdo da Cg para avaliar o seu efeito
sobre outros parametros inflamatérios: concentragdes de MPO e ADA,
NOy, TNF-a, IFN-y, IL-6 e IL-12 proteina p65 fosforilada do NF-xB e
proteina fosforilada p38 da MAPK. Todos os parametros foram
analisados apds 4 h da inducdo da pleurisia.

Dexa (0,5 mg/kg) foi utilizada como farmaco de referéncia
administrados por via (i.p), 0,5 h antes da inducéo da pleurisia.

3.5 TECNICAS UTILIZADAS
3.5.1 Contagem total e diferencial dos leucocitos

Apo6s a morte dos animais (4 h apés a inducdo da
inflamacéo), aliquotas de 15 pL do lavado da cavidade pleural
foram coletadas 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
ndmero total de leucécitos x108/mL.
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Para a contagem diferencial dos leucécitos, 50 uL das aliquotas
do lavado da cavidade pleural foram centrifugados em citocentrifuga
(Cytopro® cytocentrifuge Wescor, modelo: 7620 EUA) e 0s mesmos
foram corados pelo método de MayGriinwald-Giemsa. A contagem
celular diferencial (polimorfonucleares e mononucleares) foi realizada
em microscopio Optico comum, com auxilio de objetiva de imersdo
(aumento de 1.000 vezes), contando-se 100 células por lamina. Os
resultados foram expressos em nimero total de células x108/mL
(SALEH; CALIXTO; MEDEIROS, 1996).

3.5.2 Determinacdo dos parametros hematolégicos

Apo6s 14 dias da avaliacdo toxicoldgica foi realizada a morte
indolor assistida dos animais e aliquotas de 15 pL do sangue total foram
coletadas a fim de determinar os dados hematoldgicos: WBC, linfdcitos,
mononucleares, granulécitos, RBC, Hb, HT, VCM, HCM, CHCM,
RDW e contagem de plaquetas.

Para a analise hematoldgica utilizou-se o contador celular
automatizado veterinario ajustado 0s parametros para camundongos
(MINDRAY, BC-2800 Vet, Nanshan, Shenzhen, China). Os resultados
foram expressos de acordo com cada parametro especifico de analise em
relacdo a camundongos.

3.5.3 Determinacao das proteinas da exsudacao

A exsudacdo foi determinada pela avaliacdo indireta da
concentracdo do corante azul de Evans, no lavado da cavidade pleural
(SALEH; CALIXTO; MEDEIROS, 1996). Assim, em cada grupo
experimental, os animais foram tratados 0,5 h antes da carragenina com
uma solugdo do corante azul de Evans (25 mg/kg), administrados por
via intravenosa (i.v.), a fim de quantificar a exsudacdo na cavidade
pleural.

No dia dos experimentos, uma aliquota (200 uL) do lavado da cavidade
pleural foi coletada e mensurada por meio da densidade Gtica em leitora
de microplacas de enzimaimunoensaio (EIE) (Organon Teknica,
Roseland, New Jersey, EUA), em

620 nm, de acordo com a metodologia descrita por Saleh, Calixto e
Medeiros (1996). Para a quantificacdo da concentracdo de azul de
Evans, curvas padrdo com concentracfes previamente conhecidas do
corante (0,01-50 ug/mL) tiveram suas densidades Oticas determinadas.
A partir destas absorbancias, formulou-se a equacao da reta que permitiu
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a quantificacdo dos valores desconhecidos. Os valores das
concentracdes de azul de Evans foram expressos em pg/mL.

3.5.4 Determinagdo das concentrac6es de mieloperoxidase (MPO)

As amostras do lavado da cavidade pleural foram coletadas
imediatamente apds a eutanasia dos animais, para a quantificacdo das
concentracbes da enzima mieloperoxidase (MPQO), de acordo com a
metodologia descrita por Rao et al, 1993. Aliquotas de 20 pL do lavado
da cavidade pleural ou do padrdo (MPO de neutr6filos humanos (0,7-
140 mU/mL)) foram transferidos para placas de EIE e a reagdo
enzimatica foi iniciada com a adicdo de 180 uL de solugdo (0,167
mg/mL de orto-dianisidina, 2HCI e 0,0005% de H202). Ap6s 15 minutos
de incubagdo, a temperatura ambiente, a reacdo enzimatica foi
interrompida com a adi¢do de 30 uL de azida sddica (1%) (RAO et al.,
1993). Na etapa seguinte, as placas contendo as amostras foram lidas em
leitor de EIE (Organon Teknica, Roseland, New Jersey, EUA), em 450
nm. Curvas-padrdo com concentracdes conhecidas da MPO (0,7-140
mU/mL) também tiveram suas densidades @ticas determinadas,
permitindo a quantificagcdo dos valores desconhecidos em mU/mL, com
0 auxilio da equagdo da reta.

3.5.,5 Determinagdo das concentragdes de adenosina-desaminase
(ADA)

As amostras do lavado da cavidade pleural (20 pL), contendo a
enzima ADA, foram transferidas para cubetas iniciando-se a reacdo
enzimatica com a adi¢do da solucdo de tampéo fosfato [pH 6,5, 250 uL,
composi¢do: NaH.PO4.HO (35 mM), Na;HPO4.12H,O (15 mM) e
adenosina (0,5 mM)]. Apds o periodo de incubacdo de 1 h a 37 °C, a
reacdo foi bloqueada pela adi¢do da solucdo (500 uL) de fenol (1 mM),
nitroprussiato de sodio (0,17 mM) e tampdo alcalino (500 pL: NaOCI:
11 mM e NaOH: 125 mM) (GIUSTI; GALANTI, 1984).

Além disso, foi utilizada uma solucdo padréo de sulfato de aménio com
concentracdo conhecida, e de composi¢do: NaH2PO..H.O (35 mM),
Na;HPO4.12H,0 (15 mM) e (NH4)2SO4 (15 mM). A avaliacdo da
atividade da ADA foi quantificada pela geracdo de amonia liberada pela
guebra da adenosina que foi adicionada ao meio. A aménia gerada reage
com o fenol e o hipoclorito, reacdo dependente de pH alcalino e
catalisada pelo nitroprussiato de sddio, favorecendo a formacdo de um
indofenol de coloracéo azul. A concentragdo de amdnia é proporcional a
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concentragdo de indofenol produzido. As absorbancias das amostras e
dos padrdes foram mensuradas em leitora de EIE (Organon Teknica,
Roseland, New Jersey, EUA) em 620 nm (GIUSTI; GALANTI, 1984).
Os valores da concentragdo de adenosina-desaminase (ADA) foram
expressos em U/L.

3.5.6 Quantificacdo das concentragdes dos metabolitos do éxido
nitrico (NOy)

O ¢&xido nitrico (NO) foi indiretamente quantificado, no lavado
da cavidade pleural, pela formacdo de seus metabdlitos nitrito (NO2) e
nitrato (NO3), utilizando a reacdo de Griess (GREEN et al., 1982). Para
esta andlise, no dia dos experimentos, 300 uL de cada amostra do lavado
da cavidade pleural foi submetida & desproteinizagcdo. Em cada amostra,
foram adicionados 30 uL de solugdo de sulfato de zinco (20%), sob
agitacdo, em vortex e incubadas em banho de gelo por 60 minutos. As
amostras foram centrifugadas (2.500 rpm por 15 minutos) obtendo-se,
desta forma, um sobrenadante limpido. Em seguida, 100 pL do
sobrenadante de cada amostra foi transferido para um poco de
microplaca de EIE e diluidos em solucdo contendo 100 uL de solugdo
saturada de cloreto de vanadio (0,8%) (p/v) e acido cloridrico (HCI)
(3%) (p/v) e, 100 uL de solucdo de Griess (sulfanilamida (1%) (p/v),
acido fosforico (5%) (v/v) e N-(1-naftil) etilenodiamina (0,1%) (p/v)). A
mistura foi incubada por 40 minutos, a 37 °C. Nesta reacdo, o cloreto de
vanadio converte 0 NO3 em NO; e com a adicdo do reagente de Griess
se produz uma coloragdo résea, que foi quantificada por meio da leitura
das densidades 6ticas em leitor de EIE (Organon-Tecknica, Roseland,
New Jersey, EUA) em 540 nm. Curvas-padrdo com concentracdes
previamente conhecidas de NO2 (0-150 uM) também tiveram suas
densidades oOticas determinadas, permitindo-se a quantificacdo dos
valores de nitrito/nitrato no exsudato da cavidade pleural, em uM, com
auxilio da equacdo da reta.

3.5.7 Determinagdo das concentragdes de citocinas TNF-a, IFN-y,
IL-6eIL-12

Para a determinacdo das concentra¢fes de TNFa, IFN-y, IL-6 e
IL-12, imediatamente apds a eutandsia dos animais, aliquotas do lavado
da cavidade pleural foram coletadas e processada para a quantificacdo
das citocinas. Neste protocolo, as concentragGes das citocinas foram



mensuradas utilizando-se kit comercial para citometria de fluxo
CBA (CBA- cytometric beads array) Mouse Inflammation (BD
Biosciences Pharmingen, San Diego, CA, USA), de acordo com
as instrucbes do fabricante. As dosagens foram realizadas em
citdbmetro de fluxo FASCSVerse (BD FACSVerse™, San Jose,
CA, USA) e os dados foram analisados no software FCAP
Array versdo 3.0., fornecido pelo mesmo fabricante. Os valores
foram expressos em pg/mL. Para o kit utilizado, os limites de
deteccdo e o0s coeficientes de variacdo estdo descritos nas
tabelas 1 e 2.
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Tabela 1 - Limites de deteccéo das citocinas TNF-a, IFN-y, IL-6 e I1L-12 por

citometria de fluxo CBA.

Citocina Limite de Deteccdo (pg/mL)
TNF-a 7,3

IFN-y 2,5

IL-12 10,7

IL-6 5,0

Tabela 2 - Coeficientes de varia¢do (CV) intraensaios e interensaios das citocinas

TNF, IFN-y, IL-6 e IL-12 por citometria de fluxo CBA.

Citocina % CV intraensaio % CV interensaio
TNF-a 3-4% 6-11%

IFN-y 3-5% 5-8%

IL-12 4-15% 3-9%

IL-6 4-5% 8-11%

3.5.8 Avaliacdo da fosforilacdo de p65 (p-p65 NF-kB)

Para a avaliacdo da fosforilacdo da proteina p65 (NF-
kB), amostras do tecido pulmonar foram coletadas
imediatamente ap6s a eutandsia dos animais. A concentracdo
total de proteinas das amostras foi ajustada para 60 pug,
utilizando-se a metodologia descrita por Lowry et al., 1951.
Neste protocolo foram utilizados Kkits comerciais com
anticorpos monoclonais especificos para a proteina p65
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fosforilada para camundongos (Instant One Phospho-NF-kB p65
(Ser536) EIE - eBioscience®, San Diego, CA, USA), seguindo as
orientagdes do fabricante. A partir das absorbancias obtidas, foi
realizada uma analise relativa comparando-se os resultados com o grupo
controle negativo (salina), que representa as concentracBes basais de
p65 fosforilada.

3.5.9 Avaliacéo da proteina p38 fosforilada (p38 MAPK)

Para a avaliagcdo da proteina p38 (p38 MAPK), amostras do
tecido pulmonar foram coletadas imediatamente apds a eutandsia dos
animais. A concentragdo total de proteinas das amostras foi ajustada
para 60 pg, utilizando-se a metodologia descrita por Lowry et al., 1951.
Neste protocolo experimental foram utilizados kits comerciais com
anticorpos monoclonais especificos para p38 fosforilada para
camundongos (Instant One® Phospho-p38 MAPK (Tyr180/Tyr182) EIE
- eBioscience®, San Diego, CA, USA), seguindo as orientacdes do
fabricante. A partir das absorbéncias obtidas, foi realizada uma anélise
relativa comparando-se os resultados com o grupo controle negativo
(salina), que representa as concentracdes basais de p38 fosforilada.

ANALISE ESTATISTICA

Para avaliar a normalidade dos dados e a homogeneidade das
variancias, foi utilizado o teste de Shapiro-Wilks. As variaveis de
distribuicdo normal foram sumarizadas como média e desvio padrao da
média, sendo que as variaveis categoricas foram apresentadas em
percentual. Para a andlise estatistica dos resultados (animais tratados
com agente flogistico x animais tratados com a Jungia selowii Less) foi
utilizado o teste paramétrico de variancia (ANOVA) bicaudal, seguida
pelo teste post-hoc de Newman-Keuls. Para todas as anélises valores de
p < 0,05 foram considerados significativos. Os dados foram analisados
pelo Programa estatistico Graph Pad versdo 5.0, CA, USA.

3.6 FARMACOS E REAGENTES

Neste estudo, foram utilizados o0s seguintes reagentes e
farmacos: dexametasona (Prodome Quimica e Farmacéutica Ltda.,
Campinas, SP, Brasil), xilasina e cetamina (Hypnol®, Cristalia, Séo
Paulo, SP, Brasil), carragenina-A (grau 1V), hidrdxido de sédio (NaOH),
mieloperoxidase de  neutr6filos  humanos, o-dianisidina.2HCI
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(3,3 dimetoxibenzidina), azida sodica, cloreto de vanadio (IIT) (VCls),
sulfanilamida (CsHsN20,S), perdxido de hidrogénio (H20. 30 %)
(Biotech, Sao Paulo, SP, Brasil), adenosina (CioH1sNsO4) (Fluka,
Ronkonkoma, Nova York, EUA), heparina (Liquemine®, Roche, Sdo
Paulo, SP, Brasil), fosfato de sodio (NaH.PO.), sulfato de zinco
(ZnS0g4) (Vetec, Duque de Caxias, RJ, Brasil), fenol (CsHsOH), fosfato
de hidrogénio dissodico dodecahidratado (Na:HPQ4.12H,0) (Reagen,
Rio de Janeiro, RJ, Brasil), nitroprussiato (CsFeNsNa.0.2H.0)
(Nuclear, Sdo Paulo, SP, Brasil), sulfato de amonio (NH3SOg)
(Labsynth, Séo Paulo, SP, Brasil), &cido cloridrico (HCI), etanol PA,
acetato de etila PA, hexano PA (Synth, Diadema, SP, Brasil), May-
Griinwald (Newprov, Pinhais, PR, Brasil), Giemsa (Laborclin, Pinhais,
PR, Brasil), Azul de Evans (CzsH22NeO14S4Nas) (Acros-Organics, Geel,
Antwerp, Bélgica); Dihidrocloreto de N-(1-naftil)-etilenodiamina
(C12H16CI2N2)  (Merck, Frankfurter, Darmstadt, Alemanha). Neste
protocolo foram utilizados ainda, Kits de citometria para a quantificagdo
de IL-12, TNF-a, IL-6, IL-10 e IFN-gama. Também foi utilizado: Insta
One Phospho-NF-kB p 65 (Ser536) para camundongos das empresas
IBL Immuno Biological Laboratories Co., Ltd. (Fujioka-city, Gunma,
Japan), BD Biosciences Pharmingen (San Diego, CA, USA) e Insta One
Phospho-p38 e total eBioscience, Inc. (San Diego, CA, USA),
respectivamente. Outros sais e reagentes de grau de pureza analitica
foram obtidos de diferentes fontes comerciais.



74



75

4. RESULTADOS

4.1 Cromatografia liquida de ultra-performace (UPLC-PDA) de J.
sellowii L., fracOes acetato de etila e butanol.

O método UPLC foi empregado a 280 nm e 285 nm
respectivamente, para a identificacdo dos compostos na fragdo butanol e
acetato de etila. A fracdo acetato de etila mostrou no primeiro pico a
CuR com tempo de retencdo de 1,38 min e o segundo pico o Pip com
3,50 - 3,61 de retencdo de tempo. O cromatograma da fragdo butanol
mostrou no pico 1 o composto CuR com tempo de retencéo de 3,13 min
e 0 segundo pico o Pip com tempo de retencdo de 4,52 - 4,62 min
(Figura 9 e 10). Apds analisado o perfil cromatografico, foram reunidos
0s conteudos com caracteristicas semelhantes. As amostras foram
submetidas & analise por Ressonancia Magnética Nuclear (RMN),
visando a identificagdo dos compostos por compara¢do com o tempo de
retencdo de padrdes ja conhecidos (Figuras 11 e 12).

Figura 09 - UPLC da fracdo de acetato de etila de J. sellowii L. em 285 nm.
Numero 1: curcuhidrogquinona O-pB-glicose e nimero 2: a e  piptizol.
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Fonte: Daniela Weingértner Rosa.
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Figura 10 - UPLC da fragdo butanol de J. sellowii L. a 280 nm. NUmero 1:
curcuhidroquinona O-B-glicose e nimero 2: a e B piptizol.
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4.2 Determinacgdo estrutural dos constituintes de Jungia sellowii
Less

Considerando os dados fornecidos pela correlagdo de ligagdes
multiplas heteronucleares (HMBC) para a identificagdo dos compostos,
sendo estas as correlagbes que o0s hidrogénios apresentaram em
correlagdo com os carbonos, propds-se para 0 composto isolado
desconhecido retirado da fragdo acetato de etila a estrutura do o e B
piptizol (Figura 11) (1) (PM 248 g/mol), com a denominacgéo quimica de
(3R,3aR)-5-hidroxi-3,6,8,8-tetrametil-2,3,8,8a-tetrahidro-1H-3a,7-
metanoazuleno-4,9(7H)-diona.

Figura 11 — Estrutura quimica proposta para o composto 1 (PM 248 g/mol).

(1) Piptizol

Fonte: Luise de Azevedo Lima.
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Ja para o composto isolado em maior quantidade da fracdo
butanol foi determinado a estrutura da curcuhidroguinona O-B-glicose
(Figura 12) (2) (PM 396 g/mol), com a denominagdo quimica de 2-(4-
hidroxi-5-metil-2-(6-metilhept-5-en-2-il) fenoxi)-6-
(hidroximetil)tetrahidro-2H-piran-3,4,5-triol a partir de analises de
RMN H (400 MHz, acetona ds) e RMN **C DEPT 135 (100 MHz,
acetona de) e andlise do espectro bidimensional de correlagdo
heteronuclear *H x 3C — RMN 2D HSQC.

Figura 12 — Estrutura quimica proposta para o composto 2 (PM 396 g/mol).

(HO™ 2 s

(2) Curcuhidroquinona O-p-glicose

Fonte: Luise de Azevedo Lima.
4.3 Teste de citotoxicidade

Inicialmente, foi realizada uma avaliacdo dose-resposta dos
possiveis efeitos citotoxicos de J. sellowii L. sobre macrofagos linhagem
J774. As células foram expostas a diferentes concentraces de EB (1,
0,1, 0,01 e 0,001 mg/mL) durante 24 h. Os resultados do ensaio de MTT
foram comparados com células tratadas com o veiculo salina, definido
como 100% e células viaveis. Os resultados para as células expostas ao
EB de J. sellowii L. foram apresentados como sendo o aumento ou a
diminuicdo relativa da viabilidade celular. Com base nos resultados foi
calculada a concentracdo citotoxica (CC) pelo qual foi estipulada a dose
capaz de promover a morte de 50% das células (macrofagos). Para o EB
de J. sellowii L. a concentracdo determinada foi de 580 pg/ml (Figura
13).
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Figura 13 — Curva de citotoxicidade celular do extrato bruto (EB) de J. sellowii
L.
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Percentual de viabilidade celular do extrato bruto EB obtido das raizes de J.
sellowii L., sobre macro6fagos da linhagem J774, no teste de MTT a uma
concentragdo de 1.0x10* cells/ml. Os valores no grafico representam a média de
trés experimentos.

4.4, Teste de toxicidade aguda

Apos 14 dias, a administracdo do EB de J. sellowii L. (i.p.) nas
doses de 500, 1.000 ou 2.000 mg/kg ndo causou a mortalidade de
gualquer camundongo até a dose maxima utilizada no experimento
(Figura 14). Comorbidades foram observadas somente no grupo que
recebeu a dose de 2.000 mg/kg nos dois primeiros dias. Os parametros
observados foram: dificuldade de locomocéo, perda de peso, piloerecdo
e diarreia. Apds o terceiro dia de observacao tais sinais e sintomas foram
extintos, ocorrendo a completa recuperacao.

Ao final de 14 dias constatou-se que ndo ocorreu diferenca
significativa da perda de peso ou alteracfes de peso nos 6rgaos vitais
(rim, bago, figado, pulmdes) dos grupos de animais tratados com EB em
relacdo ao grupo controle (NaCl, 0.9%) (p > 0,05) (resultados néo
mostrados). Em relacdo aos parametros hematoldgicos, nenhuma dose
(500, 1,000 ou 2.000 mg/kg) de EB de J. sellowii L. foi capaz de alterar
significativamente algum dos parametros hematoldgicos estudados apos
14 dias da administragéo (p > 0,05) (resultados ndo mostrados).
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Com isso 0s resultados indicam que o EB obtido das raizes de
J. sellowii L. ndo causou nenhum dano agudo quando administrado por
via (i.p) até a dose de 2.000 mg/kg durante 14 dias de observagdo.
Assim, a administracdo das doses utilizadas nos experimentos in vivo
foram consideradas seguras para a avaliacdo do efeito anti-inflamatério.
Além disso, a dose letal (DL50) do EB pode ser estimada a um valor
superior a 2000 mg/kg.
Figura 14 - Kaplan Meier - Anélise de sobrevida em camundongos.
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Curva de sobrevida de animais tratados com diferentes doses (500, 1000, 2000
mg/kg) do EB obtido das raizes de J. sellowi. Resultados s&o apresentados como
percentual de sobrevida de 5 animais durante 14 dias de observagdo.

45 EFEITO DO EXTRATO BRUTO, FRAGCOES E COMPOSTOS
ISOLADOS DE Jungia sellowii Less. SOBRE A MIGRACAO DE
LEUCOCITOS E PROTEINAS DO ESXUDATO

Na inflamac&o causada pela Cg, 0 EB (50 a 200 mg/kg) diminuiu
significativamente a migracao de leucdcitos, variando de 30,02 + 3,30%
a 56,04 + 1,30% em comparagdo com 0 grupo controle positivo (p <
0,01) (Figura 15A). Nas mesmas doses estudadas este efeito foi
associado com a inibig&o significativa de neutréfilos variando de 45,49
+ 1,93% a 63,46 = 0,90% (p < 0,01) (Figura 15B). Também foi
observado que o EB nas doses de 50 - 200 mg/kg foi capaz de inibir as
proteinas do exsudato variando o percentual de inibicdo de 27,76 +



80

4,95% a 44,91 £ 4,85% (p < 0,01) (Figura 15D). No entanto, 0 mesmo
efeito ndo foi observado em relacdo as células mononucleares (p >
0,05) (Figura 15C).

A fracdo Aq (25 e 50 mg/kg) apresentou também um efeito anti-
inflamat6rio importante ao inibir a migracdo de leucdcitos (% de
inibicdo: 34,24 + 1,93 a 42,11 + 5,17 (p < 0,01) (Figura 16A), e de
neutréfilos, (38,38 + 2,44% a 51,95 + 4,34%) (p < 0,01) (Figura 16B).
Ja nas doses de 10 - 50 mg/kg esta fragdo demonstrou inibir as
proteinas do exsudato, (41,13 + 3,17% a 51,76 * 3,04%) (p < 0,01)
(Figura 16C). No entanto, ndo foi observado nenhuma alteragcdo em
relacdo as células mononucleares (p > 0,05) (Figura 16D).

Ja as fracbes BUOH e AcOEt (10 - 25 mg/kg) apresentaram
resultados semelhantes, inibindo significativamente a migracdo de
leucocitos, (% de inibicdo BUOH: 22,98 + 4,81% a 36,18 + 4,18% (p <
0,01) (Figura 17A) (% de inibicdo AcOEt: 38,96 + 4,53% a 41,56 +
5,39%) (p < 0,01) (Figura 18A), sendo esta inibicdo as custas de
neutréfilos, (% de inibicdo BUOH: 21,58 +4,59% a 31,95 + 4,88% (p <
0,01) (Figura 17B) e (% de inibicdo AcOEt: 42,41 + 4,86% a 44,45 +
6,13% (p < 0,01) (Figura 18B). Nas mesmas doses estudadas estas
fracGes foram capazes de reduzir as proteinas do exsudato (% de
inibicdo BUOH: 31,98 * 5,79% a 33,30 * 6,50% (p < 0,01) (Figura
17C) e (% de inibicdo AcOEt: 34,34 + 6,63% a 39,91 + 5,17%) (p <
0,05) (Figura 18C). No entanto, ndo foi observado nenhuma alteracdo
em relacdo as células mononucleares para as duas fragbes estudadas (p
> 0,05) (Figuras 17D e 18D).

As fracbes Hexano (Hex) e diclorometano (DCM) inibiram
ambas as proteinas do exsudato na dose de (25 mg/kg) (p < 0,05),
porém ndo foram capazes de inibir a migracdo de leucdcitos e por este
motivo ndo foram avaliadas em relagdo a outros parametros
inflamatdrios, como enzimas, citocinas e fatores de transcricdo nuclear
(p > 0,05).

Em relacdo aos compostos isolados CuR e Pip estes foram
obtidos das fracfes BUOH e AcOEt, respectivamente. Sendo assim nas
doses de (5 a 2,5 mg/kg) a CuR inibiu significativamente a migracéo de
leucocitos, (% de inibigdo 24,89 + 4,41% a 26,42 + 1,67%) e nas doses
de (1 a 5 mg/kg) o Pip demonstrou também uma inibicdo deste
parametro (% de inibicdo: 35,89 + 4,60% a 49,01 + 4,50%) (p < 0,01)
(Figura 19A e 20A). Também foi possivel observar que a inibigdo dos
leucocitos ocorreu as custas da inibicdo de neutréfilos, (% de inibicdo
40,23 £ 2,65% a 48,52 + 3,39% para a CuR e de 40,23 + 2,65% a 48,52
+ 3,39% para o Pip) (p < 0,01) (Figuras 19B e 20B). Ainda, o0s
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compostos inibiram as proteinas do exsudato nas doses de 1 — 5 mg/kg,
(% de inibicdo: 38,93 £ 2,97% a 65,06 + 4,42% para a CuR e nas doses
de 0,5 -5 mg/kg 16,53 + 2,67% a 55,42 + 2,21% para o Pip) (p < 0,05)
(Figuras 19D e 20D). Em relagdo aos mononucleares na dose de 2,5
mg/kg a CuR aumentou a migracdo destas células, com um percentual
de aumento de 47,51 + 13,74% (p < 0,01) (Figura 19C). J& o piptizol
ndo demonstrou nenhuma alteragdo em relacdo as células
mononucleares (p > 0,05) (Figura 20C).

Foi utilizado também para o estudo, o farmaco de referéncia
Dexametasona: 0,5 mg/kg que inibiu significativamente os parametros
inflamatorios, leucdcitos totais, neutréfilos e as proteinas do esxudato
(p < 0,01) (Figuras 15 a 20).
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Figura 15 - Efeito do extrato bruto (EB) (25 - 200 mg/kg) obtido das raizes de Jungia sellowii Less., administrado por via
intraperitoneal (i.p.), 0,5 h antes da indugdo da inflamacdo pela carragenina (1%) administrada por via intrapleural (i.pl.) no
modelo da pleurisia em camundongos.
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A: Leucdcitos, B: neutrdfilos, C: mononucleares, D: esxudacgdo. Sal = grupo controle negativo (animais tratados apenas com NaCl
0,9%, i.pl.), Cg = grupo controle positivo (animais tratados apenas com carragenina (1%), i.pl.), Dexa = animais tratados
previamente com dexametasona (0,5 mg/kg, i.p.). As colunas verticais representam a média + e.p.m. e 0s asteriscos as diferengas
estatisticas entre os grupos tratados x Cg. N =5 animais. * p < 0,05; ** p < 0,01. (ANOVA): Newman-Keuls.
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Figura 16 - Efeito da fragdo aquosa (Aqg) (10- 50 mg/kg) obtido das raizes de Jungia sellowii Less., administrado por via
intraperitoneal (i.p.), 0,5 h antes da indugdo da inflamagdo pela carragenina (1%) administrada por via intrapleural (i.pl.) no
modelo da pleurisia em camundongos.
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A: Leucdcitos, B: neutrdfilos, C: mononucleares, D: esxudacdo. Sal = grupo controle negativo (animais tratados apenas com NaCl
0,9%, i.pl.), Cg = grupo controle positivo (animais tratados apenas com carragenina (1%), i.pl.), Dexa = animais tratados
previamente com dexametasona (0,5 mg/kg, i.p.). As colunas verticais representam a média + e.p.m. e os asteriscos as diferengas
estatisticas entre os grupos tratados x Cg. N =5 animais. * p < 0,05; ** p < 0,01. (ANOVA): Newman-Keuls.
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Figura 17 - Efeito da fragdo butanol (BuOH) (5 - 25 mg/kg) obtido das raizes de Jungia sellowii Less., administrado por via
intraperitoneal (i.p.), 0,5 h antes da indugdo da inflamag&o pela carragenina (1%) administrada por via intrapleural (i.pl.) no

modelo da pleurisia em camundongos.
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A: Leucdcitos, B: neutrdfilos, C: mononucleares, D: esxudagdo. Sal = grupo controle negativo (animais tratados apenas com NaCl
0,9%, i.pl.), Cg = grupo controle positivo (animais tratados apenas com carragenina (1%), i.pl.), Dexa = animais tratados
previamente com dexametasona (0,5 mg/kg, i.p.). As colunas verticais representam a média + e.p.m. e 0s asteriscos as diferengas
estatisticas entre os grupos tratados x Cg. N = 5 animais. * p < 0,05; ** p < 0,01. (ANOVA): Newman-Keuls.
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Figura 18 - Efeito da fragdo acetato de etila (AcOEt) (5 - 25 mg/kg) obtido das raizes de Jungia sellowii Less., administrado por
via intraperitoneal (i.p.), 0,5 h antes da inducdo da inflamag&o pela carragenina (1%) administrada por via intrapleural (i.pl.) no

modelo da pleurisia em camundongos.
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A: Leucdcitos, B: neutréfilos, C: mononucleares, D: esxudagdo. Sal = grupo controle negativo (animais tratados apenas com NaCl
0,9%, i.pl.), Cg = grupo controle positivo (animais tratados apenas com carragenina (1%), i.pl.), Dexa = animais tratados
previamente com dexametasona (0,5 mg/kg, i.p.). As colunas verticais representam a média + e.p.m. e os asteriscos as diferengas
estatisticas entre os grupos tratados x Cg. N = 5 animais. * p < 0,05; ** p < 0,01. (ANOVA): Newman-Keuls.
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Figura 19 - Efeito da curcuhidroquinona O-p-glicose (CuR) (1 - 5 mg/kg) obtido das raizes de Jungia sellowii Less.,
administrado por via intraperitoneal (i.p.), 0,5 h antes da indugdo da inflamagdo pela carragenina (1%) administrada por via
intrapleural (i.pl.) no modelo da pleurisia em camundongos.
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A: Leucdcitos, B: neutrdfilos, C: mononucleares, D: esxudacgdo. Sal = grupo controle negativo (animais tratados apenas com NaCl
0,9%, i.pl.), Cg = grupo controle positivo (animais tratados apenas com carragenina (1%), i.pl.), Dexa = animais tratados
previamente com dexametasona (0,5 mg/kg, i.p.). As colunas verticais representam a média + e.p.m. e 0s asteriscos as diferencas
estatisticas entre os grupos tratados x Cg. N = 5 animais. * p < 0,05; ** p < 0,01. (ANOVA): Newman-Keuls.
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Figura 20 - Efeito do piptizol (Pip) (0,5 - 5 mg/kg) obtido das raizes de Jungia sellowii Less., administrado por via intraperitoneal
(i.p.), 0,5 h antes da inducdo da inflamacéo pela carragenina (1%) administrada por via intrapleural (i.pl.) no modelo da pleurisia

em camundongos.
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A: Leucdcitos, B: neutréfilos, C: mononucleares, D: esxudagdo. Sal = grupo controle negativo (animais tratados apenas com NaCl
0,9%, i.pl.), Cg = grupo controle positivo (animais tratados apenas com carragenina (1%), i.pl.), Dexa = animais tratados
previamente com dexametasona (0,5 mg/kg, i.p.). As colunas verticais representam a média + e.p.m. e os asteriscos as diferencas
estatisticas entre os grupos tratados x Cg. N = 5 animais. * p < 0,05; ** p < 0,01. (ANOVA): Newman-Keuls.
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Tabela 3 - Estudo da curva dose resposta e curva tempo resposta no
modelo da pleurisia induzida pela carragenina.

Jungia sellowii Less Doses

Extrato Bruto 50 mg/kg
Fracdo Aquosa 25 mg/kg
Fracdo Acetato de Etila 10 mg/kg
Fracdo Butanol 10 mg/kg

Curcuhidroquinona O-B-glicose 2,5 mg/kg
Piptizol 1 mg/kg

Melhor tempo de pré-tratamento 30 min

4.6 EFEITO DO EXTRATO BRUTO, FRACOES E COMPOSTOS
ISOLADOS DE Jungia sellowii Less. SOBRE AS
CONCENTRACOES DA MIELOPEROXIDASE

O tratamento prévio (0,5 h) dos animais com o EB, fracdes e
compostos isolados de J. sellowii L. reduziram de forma significativa as
concentraces de MPO (% de inibicdo: EB: 36,03 + 2,94%; Aqg: 40,32 +
2,93%, BUOH: 37,75 + 5,21%, AcOEt: 46,09 + 3,20%, CuR: 37,74 +
3,63% e Pip: 39,35 + 2,30%) (p < 0,01) (Figura 21). O tratamento com
Dexa também reduziu significativamente este parametro inflamatério (p
<0,01) (Figura 21).
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Figura 21 - Efeito do extrato bruto (EB: 50 mg/kg), fracdo aquosa (Ag: 10
mg/kg), fracdo butanol (BuOH: 25 mg/kg), fracdo acetato de etila (AcOEt 10
mg/kg), curcuhidroquinona O-B-glicose (CuR: 2,5 mg/kg) e piptizol (Pip: 1
mg/kg) obtidos de Jungia sellowii Less., administrados por via intraperitoneal
(i.p.) 0,5 h antes da inducédo da inflamag&o pela carragenina (1%) administrada
por via intrapleural (i.pl.) sobre as concentragfes da enzima mieloperoxidase
(MPO).
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Jungia selowii Less. (mg/kg, i.p.)
Sal = grupo controle negativo (animais tratados apenas com NaCl 0,9%, i.pl.),
Cg = grupo controle positivo (animais tratados apenas com carragenina (1%),
i.pl.), Dexa = animais tratados previamente com dexametasona (0,5 mg/kg, i.p.).
As colunas verticais representam a média + e.p.m. e 0s asteriscos as diferencas
estatisticas entre os grupos tratados x Cg. N = 5 animais. ** p < 0,01.
(ANOVA): Newman-Keuls.

4.7 EFEITO DO EXTRATO BRUTO, FRACOES E COMPOSTOS
ISOLADOS DE  Jungia  sellowii Less. SOBRE AS
CONCENTRACOES DA ADENOSINA DESAMINASE

O EB, as fragbes e os compostos isolados de J. sellowii L.
também foram capazes de inibir significativamente as concentragcfes da
ADA (% de inibicdo: EB: 52,09 + 5,65%, Aq: 69,91 + 6,87%, BuUOH:
57,52 + 4,39%, AcOEt: 69,59 + 6,73%, CuR: 32,03 + 3,11% e Pip:
39,35 + 2,30%) em comparagdo com 0 grupo controle positivo (p <
0,01) (Figura 22). O farmaco de referéncia, Dexa também reduziu as
concentracdes desta enzima pro-inflamatéria (p < 0,01) (Figura 22).
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Figura 22 - Efeito do extrato bruto (EB: 50 mg/kg), fracdo aquosa (Aq: 25
mg/kg), fragdo butanol (BuOH: 10 mg/kg), fracdo acetato de etila (AcOEt: 10
mg/kg), curcuhidroquinona O-B-glicose (CuR: 2,5 mg/kg) e piptizol (Pip: 1
mg/kg) obtidos de Jungia sellowii Less., administrados por via intraperitoneal
(i.p.) 0,5 h antes da inducédo da inflamacdo pela carragenina (1%) administrada
por via intrapleural (i.pl.) sobre as concentracbes da enzima adenosina
desaminase (ADA).
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Jungia selowii Less. (mg/kg, i.p.)
Sal = grupo controle negativo (animais tratados apenas com NaCl 0,9%, i.pl.),
Cg = grupo controle positivo (animais tratados apenas com carragenina (1%),
i.pl.), Dexa = animais tratados previamente com dexametasona (0,5 mg/kg, i.p.).
As colunas verticais representam a média + e.p.m. e 0s asteriscos as diferengas
estatisticas entre os grupos tratados x Cg. N = 5 animais. ** p < 0,01.
(ANOVA): Newman-Keuls.

4.8 EFEITO DO EXTRATO BRUTO, FRACOES E COMPOSTOS
ISOLADOS DE  Jungia  sellowii Less. SOBRE A
CONCENTRACAO DOS METABOLITOS DO OXIDO NITRICO
(NITRITO/NITRATO)

O EB, fragcdes polares e compostos isolados de J. sellowii L.
diminuiram significativamente as concentraces de nitrito/nitrato com
um percentual de inibicdo de EB (50 mg/kg): 60,93 + 2,11%, Aq (25
mg/kg): 69,91 £ 6,87%, BuOH (10 mg/kg): 57,52 + 4,39%, AcOEt:
62,04 £ 3,28, CuR (2,5 mg/kg): 39,34 + 7,74% e Pip (1 mg/kg): 50,60 +
5,61%, em comparagao com o grupo controle positivo (p < 0,01) (Figura
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23). O farmaco de referéncia também reduziu as concentracBes de
nitrito/nitrato (p < 0,01) (Figura 23).

Figura 23 - Efeito do extrato bruto (EB: 50 mg/kg), fracdo aquosa (Ag: 25
mg/kg), fragdo butanol (BuOH: 10 mg/kg), fracdo acetato de etila (AcOEt: 10
mg/kg), curcuhidroquinona O-B-glicose (CuR: 2,5 mg/kg) e piptizol (Pip: 1
mg/kg) obtidos de Jungia sellowii Less., administrados por via intraperitoneal
(i.p.) 0,5 h antes da indugdo da inflamag&o pela carragenina (1%) administrada
por via intrapleural (i.pl.) sobre as concentragdes de nitrito/nitrato (NOy).
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Sal = grupo controle negativo (animais tratados apenas com NaCl 0,9%, i.pl.),
Cg = grupo controle positivo (animais tratados apenas com carragenina (1%),
i.pl.), Dexa = animais tratados previamente com dexametasona (0,5 mg/kg, i.p.).
As colunas verticais representam a média + e.p.m. e 0s asteriscos as diferencas
estatisticas entre os grupos tratados x Cg. N = 5 animais. ** p < 0,01.
(ANOVA): Newman-Keuls.

4.9 EFEITO DO EXTRATO BRUTO, FRACOES E COMPOSTOS
ISOLADOS DE Jungia sellowii Less. SOBRE AS
CONCENTRACOES DE CITOCINAS TNF-a, IL-6, IFN-y e IL-12.

O EB, fracdes e compostos isolados de J. sellowii L. foram
capazes de inibir significativamente as concentragcdes de citocinas pré-
inflamatdrias no lavado da cavidade pleural, como TNF-a (Figura 24),
IFN-y (Figura 25), IL-6 (Figura 26) e IL-12 (Figura 27) com 0s
seguintes percentuais de inibicdo: TNF-a : EB (50 mg/kg): 27,66 +
2,90%, Aq (25 mg/kg): 65,07 + 4,94%, BuOH (10 mg/kg): 85,33 +
5,33%, AcOEt (10mg/kg): 49,76 + 13,84%, CuR (2,5 mg/kg): 61,92 +
2,97% e Pip (1 mg/kg): 27,58 + 552% (p < 0,01); IL-12: : EB (50
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mg/kg): 90,38 £ 0,85%, Aq (25 mg/kg): 91,33 + 2,33%, BuOH (10
mg/kg): 35,11 + 2,98%, AcOEt (10mg/kg): 75,10 + 3,26% e Pip (1
mg/kg): 73,38 £ 10,17% (p < 0,01); IL 6: EB (50 mg/kg): 86,51 +
5,03%, Ag (25 mg/kg): 82,90 + 8,3%, BuOH (10 mg/kg): 96,13 £
0,34%, AcOEt (10mg/kg): 94,13 + 0,70%, CuR (2,5 mg/kg): 94,85 +
1,60% e Pip (1 mg/kg): 93,63 £ 2,28% (p < 0,01) e IFN-y: EB (50
mg/kg): 86,61 £ 2,87%, Aq (25 mg/kg): 90,21 + 1,15%, BuOH (10
mg/kg): 87,40 + 0,60%, AcOEt (10mg/kg): 74,36 + 1,64%, CuR (2,5
mg/kg): 76,62 + 8,92% e Pip (1 mg/kg) 86,87 + 2,02% (p < 0,01). O
farmaco de referéncia dexametasona também reduziu as concentragdes
das respectivas citocinas pré-inflamatorias estudadas (p < 0,01) (Figuras
24 2 27).

Figura 24 - Efeito do extrato bruto (EB: 50 mg/kg), fracdo aquosa (AQ: 25
mg/kg), fragdo butanol (BuOH: 10 mg/kg), fragdo acetato de etila (AcOEt: 10
mg/kg), curcuhidroquinona O-B-glicose (CuR: 2,5 mg/kg) e piptizol (Pip: 1
mg/kg) obtidos de Jungia sellowii Less., administrados por via intraperitoneal
(i.p.) 0,5 h antes da inducédo da inflamagdo pela carragenina (1%) administrada
por via intrapleural (i.pl.) sobre as concentra¢Ges do fator de necrose tumoral-o
(TNF-a).
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Sal = grupo controle negativo (animais tratados apenas com NaCl 0,9%, i.pl.),
Cg = grupo controle positivo (animais tratados apenas com carragenina (1%),
i.pl.), Dexa = animais tratados previamente com dexametasona (0,5 mg/kg, i.p.).
As colunas verticais representam a média + e.p.m. e 0s asteriscos as diferencas
estatisticas entre os grupos tratados x Cg. N = 5 animais. * p < 0,05; ** p <
0,01. (ANOVA): Newman-Keuls.



93

Figura 25 - Efeito do extrato bruto (EB: 50 mg/kg), fracdo aquosa (Aq: 25
mg/kg), fragdo butanol (BuOH: 10 mg/kg), fracdo acetato de etila (AcOEt: 10
mg/kg), curcuhidroquinona O-B-glicose (CuR: 2,5 mg/kg) e piptizol (Pip: 1
mg/kg) obtidos de Jungia sellowii Less., administrados por via intraperitoneal
(i.p.) 0,5 h antes da inducédo da inflamag&o pela carragenina (1%) administrada
por via intrapleural (i.pl.) sobre as concentragdes de interferon gamma (IFN-y).
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Sal = grupo controle negativo (animais tratados apenas com NaCl 0,9%, i.pl.),
Cg = grupo controle positivo (animais tratados apenas com carragenina (1%),
i.pl.), Dexa = animais tratados previamente com dexametasona (0,5 mg/kg, i.p.).
As colunas verticais representam a média + e.p.m. e os asteriscos as diferencas
estatisticas entre os grupos tratados x Cg. N = 5 animais. ** p < 0,01.
(ANOVA): Newman-Keuls.
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Figura 26 - Efeito do extrato bruto (EB: 50 mg/kg), fracdo aquosa (Aq: 25
mg/kg), fragdo butanol (BuOH: 10 mg/kg), fracdo acetato de etila (AcOEt: 10
mg/kg), curcuhidroquinona O-B-glicose (CuR: 2,5 mg/kg) e piptizol (Pip: 1
mg/kg) obtidos de Jungia sellowii Less., administrados por via intraperitoneal
(i.p.) 0,5 h antes da inducédo da inflamacdo pela carragenina (1%) administrada
por via intrapleural (i.pl.) sobre as concentragdes da interleucina-6 (IL-6).
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Sal = grupo controle negativo (animais tratados apenas com NaCl 0,9%, i.pl.),
Cg = grupo controle positivo (animais tratados apenas com carragenina (1%),
i.pl.), Dexa = animais tratados previamente com dexametasona (0,5 mg/kg, i.p.).
As colunas verticais representam a média + e.p.m. e os asteriscos as diferencas
estatisticas entre os grupos tratados x Cg. N = 5 animais. ** p < 0,01.
(ANOVA): Newman-Keuls.
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Figura 27 - Efeito do extrato bruto (EB: 50 mg/kg), fracdo aquosa (Aq: 25
mg/kg), fragdo butanol (BuOH: 10 mg/kg), fracdo acetato de etila (AcOEt: 10
mg/kg) e piptizol (Pip: 1 mg/kg) obtidos de Jungia sellowii Less., administrados
por via intraperitoneal (i.p.) 0,5 h antes da inducdo da inflamagdo pela
carragenina (1%) administrada por via intrapleural (i.pl.) sobre as concentracbes
da interleucina 12 (IL-12).
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Sal = grupo controle negativo (animais tratados apenas com NaCl 0,9%, i.pl.),
Cg = grupo controle positivo (animais tratados apenas com carragenina (1%),
i.pl.), Dexa = animais tratados previamente com dexametasona (0,5 mg/kg, i.p.).
As colunas verticais representam a média + e.p.m. e os asteriscos as diferencas
estatisticas entre os grupos tratados x Cg. N = 5 animais. ** p < 0,01.
(ANOVA): Newman-Keul

4.10 EFEITO DOS COMPOSTOS ISOLADOS DE Jungia sellowii
Less. SOBRE A FOSFORILACAO DA PROTEINA p65 (p-p65-NF-
kB).

Para analisar se o efeito anti-inflamatério dos compostos isolados
(CuR e Pip) obtidos das raizes de J. sellowii L. estariam envolvidos com
a ativacdo de NF-xB, foi realizado o experimento na avaliagdo da
fosforilacdo da p65 de NF-xB no tecido pulmonar de camundongos.
Esta analise revelou que os compostos CuR e o Pip inibiram
significativamente a fosforilagdo de NF-kB, com um percentual de
inibicdo: CuR: 56,80 + 5,13% e Pip: 56,88 + 4,07% (p < 0,01) (Figura
28). O farmaco de referéncia dexametasona também inibiu de forma
semelhante o pardmetro analisado (Figura 28).
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Figura 28 - Efeito dos compostos curcuhidroquinona O-B-glicose (CuR: 2,5
mg/kg) e piptizol (Pip: 1 mg/kg), isolados da fragdo butanol (BuOH) e acetato
de etila (AcOEt) de Jungia sellowii Less., administrados por via intraperitoneal
(i.p.) 0,5 h antes da indugdo da inflamag&o pela carragenina (1%) administrada
por via intrapleural (i.pl.) sobre a fosforilagdo da proteina p65 (p-p65-NF-xB).
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Sal = grupo controle negativo (animais tratados apenas com NaCl 0,9%, i.pl.),
Cg = grupo controle positivo (animais tratados apenas com carragenina (1%),
i.pl.), Dexa = animais tratados previamente com dexametasona (0,5 mg/kg, i.p.).
As colunas verticais representam a média + e.p.m. e 0s asteriscos as diferencas
estatisticas entre os grupos tratados x Cg. N = 5 animais. * p < 0,05; ** p <
0,01. (ANOVA): Newman-Keuls.

4.11 EFEITO DOS COMPOSTOS ISOLADOS DE Jungia sellowii
Less. SOBRE A FOSFORILACAO DA PROTEINA MPK (p-p-38).

De forma semelhante foi investigado se os compostos isolados poderiam
estar envolvidos na via de sinalizacdo das MAPKSs, especificadamente
em p-p38 MAPK. A inibicdo foi observada em animais préviamente
tratados, onde se constatou um percentual de inibi¢do de CuR: 39,83 £
11,33% e Pip: 57,91 + 2,83% da proteina p38 MAPK fosforilada
(Figura 29). O farmaco de referéncia dexametasona também inibiu de
forma semelhante o pardmetro analisado (Figura 29).
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Figura 29 - Efeito dos compostos curcuhidroquinona O-B-glicose (CuR: 2,5
mg/kg) e piptizol (Pip: 1 mg/kg), isolados da fracdo butanol (BuOH) e acetato
de etila (AcOEt) de Jungia sellowii Less., administrados por via intraperitoneal
(i.p.) 0,5 h antes da inducdo da inflamag&o pela carragenina (1%) administrada
por via intrapleural (i.pl.) sobre a fosforilagdo da proteina p38 (p38 MAPK).
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Sal = grupo controle negativo (animais tratados apenas com NaCl 0,9%, i.pl.),
Cg = grupo controle positivo (animais tratados apenas com carragenina (1%),
i.pl.), Dexa = animais tratados previamente com dexametasona (0,5 mg/kg, i.p.).
As colunas verticais representam a média + e.p.m. e 0s asteriscos as diferencas
estatisticas entre os grupos tratados x Cg. N = 5 animais. ** p < 0,01
(ANOVA): Newman-Keuls.
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5. DISCUSSAO

Varios modelos in vivo e in vitro foram desenvolvidos com valor
experimental e retorno clinico (WEBB, 2014). Estudos associados entre
modelos in vitro com in vivo sdo valiosos se demonstrarem que um
conceito comprovado em um sistema celular é relevante da mesma
forma em um animal. Além disso, modelos animais sdo Uteis se as
caracteristicas do processo ou patologia forem diretamente relevantes
para os seres humanos. Porém devido & via de administracéo (oral, i.p),
a duracdo do tratamento, a dosagem, a toxicidade limitante da dose, o
metabolismo juntamente com a farmacocinética e a interacdo do
farmaco no seu alvo, presumivelmente sempre ocorre limitaches
impostas pelos modelos utilizados (MATUTE-BELLO; FREVERT;
MARTIN, 2008; WEBB, 2014).

Neste estudo, se observou in vitro a capacidade do EB em causar
mudancas significativas em macréfagos através da sua exposicdo no
teste de citotoxicidade de MTT. Tal teste tem a finalidade de avaliar a
metabolizacdo de sais de tetrazolium por mitocondrias de células vidveis
guando expostas ao agente agressor. Quando as células morrem, elas
perdem a capacidade para converter MTT em formazam, favorecendo
gue com que ele seja precipitado (MOSMANN, 1983).

Células respondem rapidamente ao estresse toxico alterando taxas
metabdlicas e o crescimento celular ou mesmo a transcricdo genética do
controle de suas fungGes basicas quando expostas a um agente agressor.
A "Citotoxicidade" serve como um indicador de efeitos tdxicos agudos
importantes para a concepcao de estudos in vitro mais especificos. Além
disso, tais testes fornecem meios rapidos e eficazes de triagem e de
classificacdo  de  produtos quimicos ainda  desconhecidos
(EISENBRAND et al., 2002; UKELIS et al., 2008).

Assim nosso resultado demonstrou através da curva de
citotoxicidade a dose limitante de 580 pg/ml para o EB, definindo-a
como a dose que foi capaz de levar a morte de 50% dos macrofagos
expostos. Tal dose serve para definir a gama de concentracdes para
ensaios in vitro adicionais e mais detalhados. Ao estabelecer a dose
onde 50% das ceélulas sdo afetadas (CC), é possivel comparar
guantitativamente respostas de varios compostos em um sistema
individual sendo que existe razoavelmente uma boa correlagdo entre a
citotoxicidade basal e toxicidade aguda em animais e humanos
(EISENBRAND et al., 2002).

Por sua vez a investigacdo da toxicidade aguda in vivo, constitui
ainda o primeiro passo na analise de compostos a base de plantas. A
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administracdo sisttmica de qualquer substancia téxica reflete
visivelmente na perda do peso corporal dos camundongos além do
aumento do peso de orgdos vitais, reflexo da injdria tecidual,
hiperplasia, hipertrofia, inflamacéo e organomegalia frente a exposicdo
a tais substancias. Sendo assim érgdos como figado, rins, baco e pulméao
sdo os principais 6rgdos afetados por reagfes metabdlicas causadas por
toxificantes (ADENEYE et al., 2010).

Quando a toxicidade aguda do EB foi analisada in vivo observou-
se que até 2000 mg/kg ndo ocorreram Gbitos durante os 14 dias apds a
sua administragdo, o que parece indicar a natureza néo tdxica do extrato
até uma dose méxima. O fato do peso relativo dos 6rgéos vitais como o
figado, pulmdo, baco e rins ndo ter aumentado em relagdo ao controle
salina sugere um grau de toxicidade baixo do extrato até o limite de
2000 mg/kg. Além disso, nenhum parametro hematoldgico avaliado teve
alteracéo significativa no decorrer dos 14 dias e ao final do experimento,
sendo que o intervalo normal desses parametros pode ser alterado pela
ingestdo de plantas toxicas.

Estes resultados in vitro e in vivo indicam a falta de efeitos
toxicos expressivos das raizes de J. sellowii L. e asseguram as doses
utilizadas nos experimentos para avaliar a atividade anti-inflamatéria da
planta em animais.

Em relagdo & avaliagho da atividade anti-inflamatoria é
importante destacar que o EB e as fragfes polares Ag, BUOH e AcOEt,
além dos compostos isolados CuR e Pip de J. sellowii L. demostraram
um importante efeito relacionado com a inibigdo do influxo de
leucocitos do tipo neutrdfilos e a uma reducdo nas concentracdes das
proteinas do exsudato. A modulagdo desta resposta foi confirmada com
a diminuicdo significativa nas concentracbes de enzimas pro-
inflamatérias, como MPO e ADA, além de estar relacionado com a
diminuicdo das concentracbes de nitrito e nitrato e de citocinas pro-
inflamatdrias, como o TNF-o, IFN-y, IL-12 e IL-6.

As fracbes BUOH e AcOEt obtiveram um resultado semelhante,
uma vez que reduziram a migracdo de leucdcitos e a exsudacdo em
doses de 10 mg/kg, sendo um quinto da dose efetiva do EB (50 mg/kg).
Nossos resultados também demonstraram que os compostos isolados de
tais fragdes CuR (2,5 mg/kg) e Pip (1 mg/kg) inibiram em uma dose de
20 a 50 vezes menor que o EB (50 mg/kg), os leucdcitos, neutrofilos e
as proteinas do exsudato e também os outros parametros inflamatérios
estudados. Esses resultados também foram observados em comparacéo
com o farmaco de referéncia, dexametasona.



101

Atualmente a caracterizacdo quimica de compostos naturais se
torna fundamental a fim de se identificar compostos responsaveis por
um efeito farmacodindmico de interesse e em muitos casos potentes
candidatos a prot6tipos, gerando novos farmacos, com menores efeitos
colaterais em relacdo ao extrato padronizado da planta ou seu uso em
forma de infusdo (NEWMAN; CRAGG, 2016).

Corroborando Nossos resultados,
WILCHES e colaboradores (2015) relacionaram o efeito anti-
inflamatorio observado da espécie Jungia rugosa, tipica do Peru, com
uma diminuicdo nas concentracdes da enzima MPO em um modelo
inflamatorio de edema de pata induzido pela carragenina e também em
modelo de edema de orelha induzido por TPA em camundongos,
demontrando um resultado bastante similar ao encontrado com a espécie
J. sellowii L.

A inibi¢do das concentragdes da enzima MPO observado nesse
trabalho esta relacionado a diminuicdo da ativacdo de neutréfilos no
sitio da inflamacdo, a diminuicdo da sua migracdo e consequente
producgdo também de ROS no local, inibindo assim o processo de injuria
tecidual (NAUSEEF, 2014).

Em nosso estudo também se associou um aumento nas
ADA. Este efeito nos leva a entender que com inibi¢do da enzima ADA
leva a uma concentracdo de adenosina em nivel extracelular que
consegue por sua vez se ligar a receptores do tipo Aza ha membrana de
neutrofilos. Nesse caso, ocorre o efeito de inibicdo da molécula ICAM
desses neutrofilos impedindo o seu rolamento e a transmigracdo para o
local inflamado. Por consequéncia indireta a adenosina promove a
diminuicdo da producdo ERO/ERN, mediadores e citocinas que levam a
um dano tecidual severo durane a inflamacdo (ANTONIOLI et al.,
2014; YAGO et al., 2015).

Além de inibir as concentragdes das enzimas MPO e ADA, o EB,
fragbes e compostos de J. sellowii L. demostraram um papel
significativo na fase esxudativa durante o processo inflamatério por
diminuir de forma direta a formacdo de nitrato/nitrito no lavado da
cavidade pleural.

A multiplicidade de modelos animais bem caracterizados que
mimetizam doencas de carater inflamatdrio nas vias aéreas com o uso de
camundongos knockdown NOXx-deficientes permitiu explorar o0s
mecanismos celulares e moleculares dependentes do NOx envolvidos no
desenvolvimento e na progressao de doengas inflamatorias e finalmente
prever novas abordagens terapéuticas relacionadas. Inibidores de NOx
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estdo em desenvolvimento sendo um tratamento promissor para doencas
das vias aéreas que tem como elemento chave, os neutrofilos
(CARNESECCHI; PACHE; BARAZZONE-ARGIROFFO, 2012).

No entanto, até o presente momento, foi comprovado que a
delecdo do gene iINOS ndo melhora significativamente a sobrevida de
camundongos apds trauma ou lesdo (LANGE et al., 2010). Sendo assim
a abordagem para uma diminuigdo nas concentragfes do 6xido nitrico
durante o processo inflamatdrio ainda é um elemento relevante.

Por sua vez, também foi demonstrado neste estudo que a
administragdo sistemica de J. sellowii L. foi capaz de inibir as
concentrac@es de citocinas pré-inflamatorias TNF-a, IFN-y, IL-6 e IL-
12 no lavado da cavidade pleural. As citocinas pré-inflamatérias sdo
liberadas principalmente por neutréfilos ativados e estdo associadas
tanto no desenvolvimento quanto na amplificagdo da resposta
inflamatoria induzida pela carragenina, em camundongos (SALEH,
CALIXTO, MEDEIROS, 1996).

Ha também evidéncias de que as citocinas atuam de forma
sinérgica em vez de aditiva, como exemplo, TNF-o e IFN-y, TNF-a e
IL6 ou IL-12 e IFN-y importantes amplificadores pelo qual medeiam a
resposta inflamatoria. Assim, bloqueando uma Unica citocina
interrompe-se esta sinergia e se reduz a gravidade de diversas doengas
de carater inflamatério, tal como a asma, atrite reumatdide e o LES
(DINARELLO, 2010; TURNER et al., 2014).

O fator de necrose tumoral (TNF) é uma citocina pré-inflamatdria
que exerce suas fungdes através da ativacao de dois receptores distintos,
TNFR 1 e TNFR 2. Ambos os receptores podem ativar a via canfnica
do NF-kB e a via da JNK cinase, enquanto que o TNFR 2 induz a
ativacdo do NF-kB pela via ndo canbnica. Todas essas vias atuantes
promovem indmeras alteraces na expressao génica que impulsionam a
inflamacéo, proliferacdo e sobrevivéncia celular, além de conduzirem
também a morte celular por apoptose ou por necroptose (BLASER et al.,
2016; WALLACH, 2016). Assim sugere-se que a reducdo nas
concentracBes de TNF-a seja muito importante para a diminuicio da
progressao da resposta inflamatdria principalmente aquela que ocorre
nas vias aéreas em modelos murinos de lesdo pulmonar, bem como em
pacientes asmaticos (STRIZ et al., 2014).

Além disso, outra citocina € a IL-12 que tem como papel chave
sustentar uma resposta Th17 pela produgdo de IL-17 (VIGNALI &
KUCHROO, 2012). A IL-17 é uma das principais citocinas capaz de
induzir o aumento do influxo de neutréfilos para o local da inflamagéo,
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e gerar um pior prognéstico em pacientes com asma neutrofilica e/ou
eosinofilica (NOACK & MIOSSEC, 2014).

Ademais com o bloqueio de IL-12 reduz-se a producéo de IFN-y,
gue esta relacionado a uma resposta inflamatoria exacerbada do tipo
Th1, podendo assim a IL 12 ser considerada uma citocina de modulacdo
de respostas Thl e Th17 (SUN et al., 2007; VIGNALI & KUCHROO,
2012).

A IL6 é outra citocina que foi avaliada nesse trabalho. Essa
citocina desempenha papel importante na hematopoiese, defesa
imunoldgica e na oncogénese. O aumento na expressdo da IL-6 tem sido
implicada na patogénese de doengas inflamatdrias como a esclerose
maltipla, LES, doenca inflamatéria intestinal, asma, doencas
pulmonares, entre outras (NEURATH; FINOTTO, 2011).

A terapia dirigida a IL-6 pode ser considerada um alvo
terapéutico validadi, visto seu valor como marcador de progndstico e de
evolucdo em doencas tanto agudas como crénicas (YAO et al., 2014).
Sendo assim o bloqueio da ativacdo do receptor de IL-6 resultaria em
diminuicdo da transcricdo STAT-3 promovendo a diminui¢do da
ativacdo da via JAK ocasionando diminui¢do da inflamacdo local e
sistémica através da reducdo na producdo de proteinas de fase aguda
como haptoglobina, PCR, proteina amiloide sérica (A), entre outros
(SCHELLER et al., 2011; SCHAPER; ROSE-JOHN, 2015).

Neste mesmo quadro inflamatério o alto dano oxidativo e a
retroalimentacdo descontrolada de citocinas promovem a ativacdo de
fatores de transcricdo, tais como NF-kB e o fator de transcricdo AP-1,
importantes agentes os quais desempenham a indugédo de uma resposta
inflamatoria continua a nivel transcricional (KOLACZKOWSKA,;
KUBES, 2013; SANTOS et al., 2014).

Assim a fim de demonstrar o mecanismo de acdo anti-
inflamatéria observado de J. sellowii L. relacionou-se a atividade
observada aos compostos isolados CuR e Pip agindo a nivel
transcricional na modulagdo da inflamagdo. Dessa maneira foi
verificado que CuR e Pip exercem uma funcdo especifica ao inibir a
fosforilagdo de duas proteinas intracelulares, a proteina p65 de NF-«xB e
a proteina p38 MAPK, sendo considerado esse um passo fundamental
para dimuir o processo inflamatorio e a infiltracdo de neutréfilos no
lavado da cavidade pleural (NOURSHARGH et al., 2016; PERES et al.,
2016).

Corroborando nossos dados, pesquisas desenvolvidas em nosso
laboratério relacionadas as folhas de J. sellowii L., demonstraram o
papel de dois compostos obtidos da fragdo aquosa, o cido succinico e
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acido lactico demonstrando uma inibigdo da via do NF-kB (NADER et
al., 2014).

Além disso, ndo menos importante a via da p38 MAPK regula a
guimiotaxia de neutréfilos através de quimiocinas (CXCL8, CXCL2) e
leucotrieno B4 (LTB4). A avaliagdo na expressdo de marcadores de
superficie de neutréfilos (CD11b, CD66b) e receptores como (CXCR1)
sugerem o envolvimento da expressdo da cascata de p38 MAPK na
ativacdo e quimiotaxia de tais células (KIM; HAYNES, 2013).

Inibidores de p38 MAPK ja demonstraram possuir propriedades
anti-inflamat6rias em modelos animais. Estes inibidores mostraram
reduzir o influxo de neutréfilos em resposta a peritonite induzida por
urato ou carragenina (FOUDA et al.,1995) e a artrite induzida por
colageno (GRISWOLD et al.,1988, 1989).

Dentro ainda desse contexto, outro estudo demonstrou que a
inibicdo da via p38 MAPK promoveu a diminuicdo da migracdo de
neutréfilos, a liberagdo de TNF-o ¢ 0 acimulo de neutrdéfilos no local da
resposta inflamatéria quando feito a administracdo de LPS intratecal em
camundongos. Por sua vez a relacdo da inibicdo da p38 MAPK e a
diminuicdo de células mononucleares ndo foi significativamente
observado (NICK et al., 2000).

Tais resultados demonstram uma dependéncia da ativacdo de p38
MAPK e a quimiotaxia de neutrdfilos sugerindo que esta via pode
modular o influxo de neutréfilos para o local da inflamacdo (GUPTA,;
NEBREDA, 2015).

E importante ressaltar que este trabalho relata o estudo in vivo
inédito de dois compostos naturais isolados: a CuR e o Pip. A CuR é um
composto natural e estruturalmente novo onde esta pela primeira vez
sendo descrito, contudo, sua forma aglicona é um sesquiterpeno
bisaboleno isolado pela primeira vez de uma espécie da planta Gorgbnia
caribense Pseudopterogorgia rigida por MCENROE e FENICAL
(1978). Esta é uma das substancias responsaveis pelas propriedades
antibidticas da espécie (MCENROE; FENICAL, 1978; JENSEN et al.,
1996), e sua funcdo em corais marinhos tem como objetivo deter a
predagdo por peixes (HARVELL; FENICAL; GREENEE, 1988).

Recentemente PARK e colaboradores (2014) isolaram dos
rizomas de Curcuma xanthorrihiza uma molécula glicosilada
semelhante, a curcuhidroguinona 2,5-di-O-B-D-glucopiranosideo a qual
atribuiram a capacidade de prevenir o envelhecimento cutaneo mediado
por luz ultravioleta (UVB), demonstrando o papel anti-inflamatorio e
antioxidante na prevencdo do eritema, edema e alteracfes cutaneas
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mediadas pela reducdo da expresséo de RNA mensageiro de
metaloproteinases-1 (MMP-1) em queratindcitos humanos.

Ja o Pip, encontra-se na planta tanto como uma mistura epimérica
de dois isdmeros: 0 o € B piptzol. Sendo que a mistura epimérica do Pip
¢ descrito como um produto de transformacdo da perezona, obtido
através de seu rearranjo térmico (REMFRY, 1913; WALLS et al.,
1966). Para os derivados da perezona ja foram descritas algumas
atividades, como exemplo a capacidade antioxidante de tais moléculas
(LOZADA et al., 2012).

Para o piptizol o primeiro relato de isolamento foi através das
raizes da planta Perezias cuernavacana considerado como um derivado
sesquiterpeno (WALLS et al, 1965; GREEN; PETTUS, 2011). Porém,
apesar dessa molécula ser conhecida ha tanto tempo, ainda ndo existem
dados de alguma atividade biolégica descrito na literatura sobre a
mesma.

Neste contexto os compostos CuR e o derivado trixano isolado
Pip, mostram-se possiveis escolhas como marcador quimico da espécie,
uma vez que tais compostos estdo sendo estes descritos pela primeira
vez, isolados das raizes de uma planta.

Neste estudo, também se comparou o efeito anti-inflamatério dos
compostos isolados de J. sellowii L. com o farmaco de referéncia
dexametasona, um potente glicocorticoide envolvido com mdltiplias
vias de inibicdo do processo inflamatério. De acordo com os resultados,
os dois compostos demonstram efeito anti-inflamatério similar a
dexametasona em relagdo a todos os parametros inflamatérios
estudados.



106



107

6. CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou pela primeira vez o perfil
toxicoldgico de J. sellowii L., in vitro e in vivo, assegurando todas as
doses utilizadas nos experimentos. Além disso, foi demonstrado o efeito
anti-inflamatorio das raizes de J. sellowii L. em um modelo agudo de
inflamagdo pulmonar in vivo. Os compostos isolados CuR e Pip séo
substancias primeiramente descritas exercendo um papel em inibir
cascatas inflamatorias intracelular, como do NF-xB e da p38 MAPK,
vias essencias que desencadeiam o processo inflamatério (Figura 30).

Figura 30 — Resumo gréfico dos efeitos de Jungia sellowii Less sobre os
mediadores inflamat6rios estudados.
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ATF-2: Proteina transcricional dependente de monofosfato de adenosina; Cg:
carragenina; CREB: proteina de ligagdo ao elemento de resposta ao
monofosfato ciclico de adenosina; NEMO: proteina inibitoria kappa B quinase;
IKKa: Proteina inibitoria kappa B quinase alpha; IKKP: Proteina inibitdria
kappa B quinase beta; IKBa: subnidade inibitéria do NF-KB; p65 e p50:
subnidades (RelA e RelB de NF-KB); MKK3 e MKKG6: proteina quinase dupla
induzida por mitégeno; p38: proteina quinase ativada por mitdgeno; MPO:
mieloperoxidase; ADA: adenosina desaminase; NO: 6xido nitrico; TNF-a: fator
de necrose tumoral alfa;.IFN-y: interferon gamma; IL-12: interleucina 12 e IL-
6: interleucina 6. Fonte: Marcus Vinicius P.S. Nascimento, José Ednilson
Junior.
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ANEXO 1
Resultado de Solicitacdo de Protocolo
Protocolo
PP00757
Titulo

Metodologias utilizadas no laboratério de pesquisa em Imunologia para
ensaios in vivo

Data de Entrada

24/04/2012

Resultado:
Aprovado
Data/Prazo
01/06/2012

Consideracdes

Oficio n® 44/CEUA/PRPE/2011

Do: Presidente da Comisso de Etica no Uso de Animais-CEUA
Ao(a): Prof(a) Dr(a) Tania Silvia Frode, Departamento de Analises
Clinicas - CCS

Prezado(a) Professor(a),

Em relacdo ao protocolo de pesquisa sob sua responsabilidade a CEUA
deliberou o seguinte:

A CEUA solicita a alteragdo do método de puncdo retro-orbitral. Esta
via ndo € adequada para inje¢do intravenosa de substancias, mesmo sob
anestesia. A aprovacao do protocolo esta condicionada a implementacédo
de outra via para administracdo intravenosa, de baixo dano tecidual.
Verificar na pagina da CEUA um método adequado e comunique qual
sera implementado.

Os procedimentos elencados no parecer final estdo credenciados para
uso no seu laboratério pelo periodo de quatro anos. Qualquer alteragéo
destes, ou inclusdo de novos, deverdo ser apreciados pela CEUA-UFSC
novamente.

Este credenciamento € valido para a utilizacdo das espécies animais:
cinco mil seiscentos e dezesseis camundongos (Mus musculus).
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Procedéncia do animal: Biotério Central da UFSC.

Por ocasio do término deste periodo de credenciamento, DEVERA
SER APRESENTADO RELATORIO detalhado relacionando o uso de
animais com estes procedimentos aos resultados obtidos, conforme
formulario ON LINE CEUA.

Atenciosamente,

Relatdrio Final previsto para (90 dias ap6s término da vigéncia do
protocolo ou no momento da apresentagdo de um novo protocolo)
Data 05/09/2016
Data 05/06/2012

<)
(Y Qs
Prof. Assoc. Carlos Rogério Tonussi, D.Sc.

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS - PRPE - UFSC
PRESIDENTE
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