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RESUMO

Inflamagdo ¢ um processo complexo que envolve diversos mecanismos, nos quais diferentes
células recrutadas por quimiotaxia sdo as principais responsaveis por produzir mediadores que
atuam na microcirculag@o do local afetado. Quando o processo inflamatdrio persiste, multiplas
vias induzem a inflamac¢ao aguda para o tipo cronico. Os produtos naturais t€ém sido estudados
com objetivo de encontrar novos agentes com potencial anti-inflamatorio de forma mais efetiva
e menos toxica. O objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade anti-inflamatoria topica in vivo
do extrato hexanico e do triterpeno 6xido de baccharis isolado das raizes da espécie Baccharis
dracunculifolia D. C. (Asteraceae), bem como a caracterizagao quimica do extrato testado. Para
1ss0, apos a coleta das raizes, as mesmas foram secas, moidas e submetidas a maceracao em
hexano, produzindo o extrato bruto. O extrato foi submetido a técnicas cromatograficas, onde
foi obtido 0,2 g de uma substincia isolada, que através do RMN de *C e 'H foi identificado
como o triterpeno 0xido de baccharis. A caracterizacao quimica do extrato hexanico por meio
da analise em CG-EM evidenciou além do 6xido de baccharis a presenga de outros compostos,
como o espatulenol, a friedelina e o friedelanol. Os ensaios anti-inflamatérios in vivo foram
realizados em camundongos Swiss utilizando o modelo de edema de orelha induzido por 6leo
de croton, fenol, capsaicina, histamina. Além desses ensaios foram realizadas avaliagdes das
atividades das enzimas MPO e NAG, dosagem de NO e avaliacao histopatologica das orelhas
inflamadas. Os resultados obtidos sugerem que OBac possui atividade na via inflamatoria
envolvida com a ativagdo da PKC e FLA;, enquanto o EHBd possui maior a¢do pela via
inflamatoria que envolve a oxidacdo. Tanto o extrato hexanico das raizes de B. dracunculifolia
quanto o 6xido de baccharis demonstraram atividade inibitoria também na atividade de MPO e
NAG, bem como no doseamento de NO. Assim, este trabalho demonstrou pela primeira vez
para o extrato proveniente das raizes e o composto isolado seus potenciais anti-inflamatorios

topicos.

Palavras-chave: Baccharis dracunculifolia, 6xido de baccharis, inflamagdo, anti-inflamatorio,
produtos naturais, triterpeno



ABSTRACT

Inflammation is a complex process involving different mechanisms, which different cells are
recruited by chemotaxis and are responsible for producing mediators that act on the
microcirculation of the affected site. When the inflammatory process persists, different
mechanisms induce the chronic inflammation. Natural products have been studied in order to
find new potential anti-inflammatory agents with more effectiveness and less toxicity. The aim
of this work was to evaluate the in vivo anti-inflammatory activity of the hexane extract and
baccharis oxide triterpene isolated from roots of the specie Baccharis dracunculifolia DC
(Asteraceae), as well as the chemical characterization of the extract tested. For this, after
collection of the roots, they were dried, ground and subjected to maceration in hexane,
producing the crude extract. The extract was subjected to chromatographic techniques, where
0.2 g of triterpene was obtained, which was identified as baccharis oxide through NMR of 1*C
and 'H. The chemical characterization of hexane extract by GC-MS analysis showed the
presence of baccharis oxide in addition to other compounds such as spatulenol, friedelin and
friedelanol. /n vivo anti-inflammatory assays were performed on Swiss mice using the model of
ear crotch, phenol, capsaicin, histamine-induced ear edema. Besides these assays were
performed evaluations of the activities of the enzymes MPO and NAG, in addiction the NO
dosage and histopathological evaluation of the inflamed ears. The results showed that OBac has
affinity for the inflammatory pathway involved with the activation of PKC and FLA,, whereas
EHBd has higher affinity for the inflammatory pathway involving oxidation. Both B.
dracunculifolia hexane root extract and baccharis oxide showed inhibitory activity on MPO and
NAG activity, as well as NO dosing. Therefore, this work showed for the first time that extract

from the roots and the isolated compound its potential topical anti-inflammatory.

Key words: Baccharis dracunculifolia, baccharis oxide, inflammation, anti-inflammatory,

natural products, triterpene
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1. INTRODUCAO

1.1. ESTRUTURA FISIOLOGICA E FUNCAO DA PELE

A pele ¢ considerada o maior 6rgao do corpo humano e constitui aproximadamente um
sexto do peso corporal total (Kanitaks, 2002). Além disso, ¢ um 6rgao sofisticado e dinamico
que comunica o interior do corpo ao ambiente externo a sua volta, possuindo inimeras fungdes
que vao muito além desse papel (Monteiro-Riviere, 1997), incluindo as fungdes de barreira
fisica, imunologica e prote¢ao contra lesdes por radiagdo ultravioleta, sintese de vitamina D,
regulacdo térmica, entre outras (Kolarsick et al., 2011; Kanitaks, 2002; Haake et al., 2000;
Monteiro-Riviere 1997).

Este orgdo ¢ comumente subdividido em trés camadas: epiderme, derme e hipoderme
(Figura 1). A camada mais superficial (epiderme), embora amplamente variavel, mede entre 50
mm e 100 mm de espessura (Rees, 2004), contendo principalmente queratinocitos, com

populacdes menores de células de Langerhans e melanocitos (Kolarsick et al., 2011).
Figura 1: Ilustragdo representando a estrutura da pele.

Teminagho de
MervD Sensitive

-Céluba de Langerhans

Eplidame —
Misculo srstor do pelo
Derme— Glanduta sebacea

Ghindula écrina

Cm:ada_

subcutdnea
Foliculo plloso
Corplsculo de Meissner

Fonte: Adaptado de Farage e colaboradores (2007).
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Epiderme ¢ um sistema cuja atividade metabolica ¢ amplamente regulada pela integridade
da barreira de permeabilidade (Wickett and Visscher, 2006; Jackson et al., 1993), sendo
responsavel por manter o equilibrio entre pele clinicamente normal e seca (McCallion e Li Wan
Po, 1993). Esta fung¢ao reside na camada mais externa da epiderme, o estrato cérneo, um tecido
dindmico e metabolicamente interativo (Elias, 1996). Sua integridade depende de sua
composicao lipidica, principalmente de colesterol, ceramidas e 4acidos graxos livres (Wickett
and Visscher, 2006; Jackson et al., 1996). A pele ¢ considerada clinicamente seca quando o
conteudo de umidade cai abaixo de 10 %, o estrato corneo se torna menos flexivel e comeca a
rachar ou fissurar (McCallion e Li Wan Po, 1993). Essa desidratagdo pode resultar, por
exemplo, em capacidade reduzida de inibir a entrada de microrganismos patogénicos (Jackson
etal., 1993).

As principais células que constituem a epiderme sao queratindcitos, melanocitos, células
de Langherans e células de Merckel (James et al., 2011; Koster e Roop, 2004; Freinkeil e
Woodley, 2001). Os chamados queratinécitos (80-85 % da epiderme), sdo os responsaveis pela
integridade da estrutura epidérmica, e também estdo envolvidos na resposta imunologica do
tecido cutaneo, uma vez que expressam diferentes citocinas, quimiocinas e também moléculas
do complexo de histocompatibilidade de classe II (MHC-II). No processo de diferenciagao
celular os queratindcitos passam a produzir a queratina, uma proteina resistente e impermeével
que preenche as células mais superficiais da epiderme (cornedcitos) e que promove forga
mecanica, mantém a estrutura do queratinocito e contribui na adesao celular. As propriedades
estruturais e funcionais dos queratindcitos presentes na epiderme de humanos e pequenos
mamiferos sdo semelhantes (Farage et al., 2007; Chan, 2004).

J& os melanocitos que representam cerca de 10 a 13 % das células na camada basal
(Brenner e Hearing, 2008), sdo responsaveis por produzir a melanina, uma substancia
polimérica que absorve na faixa de cor ultravioleta (UV) (Farage et al., 2007). As células de
Langerhans (4 % da epiderme) estdo localizadas nas camadas suprabasais da epiderme da pele
e das mucosas, onde desempenham importante papel na reposta imune cutanea (Chan, 2004).
Este tipo celular se movimenta na epiderme e possui receptores de membrana ligados ao
processo imunologico (por exemplo, MHC-II, IgG e fator do complemento C3). Essas células
fazem o reconhecimento, captacdo, processamento e apresentacdo de antigenos e haptenos a
linfocitos tipo T. Em processos como a dermatite de contato e processos alérgicos verifica-se
que esse tipo celular se torna mais evidente (Norris, 2004; Haake et al., 2000). Ja as células de
Merkel (que representam 1 % da epiderme) estdo localizadas no estrato basal (Ross et al., 1993)

e atuam como mecanorreceptores, além de contribuir no desenvolvimento do plexo nervoso na
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porcao superior da derme (Pasparakis et al., 2014; Wickett and Visscher, 2006; Haake et al.,
2000).

A derme ¢ uma camada composta predominantemente por tecido conjuntivo € vasos
sanguineos (Brincat et al., 2005) (Figura 1), contudo, também contém fibras nervosas,
receptores sensoriais, acido hialurdnico (responséavel pelo turgor normal da derme devido a
extraordinaria capacidade de retencdo de agua) e glicosaminoglicanos (GAGs) de suporte
(Brincat et al., 2005). A presenga dos vasos sanguineos na derme favorece a infiltracao de
c¢lulas migratdrias importantes do sistema de defesa do corpo, como os macréfagos, linfocitos,
eosinofilos, neutrofilos, etc (Darlenski et al., 2011; Ryan, 2004).

Os diferentes tipos celulares coordenam uma interagdo muito bem sucedida nas camadas
da pele, permitindo por exemplo, com que este 6rgao responda de maneira rapida e efetiva, a
estimulos nocivos, como extremos de temperatura, agdo de toxinas, radiagdo ultravioleta e
organismos patogénicos, para proporcionar e garantir a manuten¢do da homeostasia cutnea
(Burbach et al., 2000). Considerando todo esse aspecto de defesa, a pele vai muito além do que
simplesmente uma barreira fisica entre o interior do corpo e o meio externo, sendo também uma
extensao do sistema imunoldgico (Kupper e Fuhlbrigge, 2006; Williams e Kupper, 1996).

J& na hipoderme, a camada mais profunda da pele, encontram-se porgdes secretoras das
glandulas, pelos, vasos e nervos e, as principais células que a constituem, os adipdcitos (Koster
e Roop, 2004; Kupper e Fuhlbrigge, 2004). Essa por¢do da pele ¢ formada pelas camadas
areolar e a lamelar (Guirro e Guirro, 2002). Sua fungdo ¢ de deposito nutritivo de reserva,
isolamento térmico e protecdo mecanica do organismo as pressdes € traumatismos externos,

além de facilitar a mobilidade da pele (Sampaio e Rivitti, 2001).

1.2. INFLAMACAO

1.2.1. Aspectos gerais da inflamacio

Funcionalmente, a inflamagdo ¢ definida como um conjunto de respostas tissulares do
organismo a estimulacdo por patdgenos invasores ou sinais endogenos, como células
danificadas, com o objetivo de eliminar a causa inicial da lesdo, depurar células necréticas e
reparar o tecido lesado (Serhan et al., 2007; Bhagwat et al., 1999). Classicamente, a inflamagao
pode ser caracterizada por 5 sinais, os quais s3o chamados de sinais cardinais da inflamacao:

dor, calor, tumor (inchago), rubor (vermelhidao) e perda de fungao (Gautam et al., 2009). Todo
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e qualquer estimulo capaz de iniciar um processo inflamatorio desencadeia a ativagdo de uma
gama de mediadores quimicos, 0s quais terdo suas atividades centradas principalmente sobre
eventos vasculares e celulares (Tasaka, 2006). Estes mediadores sao geralmente as quimiocinas,
citocinas e substancias derivadas do acido araquidonico (Serhan et al., 2005), as quais tem
maior relevancia de acordo com o grau e tipo de inflamagao, sdo os responsaveis pelo processo
inflamatorio agindo em células pro-inflamatdrias por meio de receptores especificos (Luster et
al., 2005).

As caracteristicas gerais do processo inflamatorio agudo e cronico estao resumidas no
Quadro 1. A inflamacao imediatamente apos o estimulo se torna uma inflamag¢ao aguda, onde
a persisténcia do estimulo pode levar ao processo cronico com aparecimento de doengas como

artrite reumatoide e asma (Levy et al., 2014; Silverthorn, 2003).

Quadro 1: Caracteristicas do processo inflamatdrio agudo e cronico.

Inflamacao
Aguda Cronica

Asent Patogenos organicos, radiagdo ionizante, Persisténcia do estimulo

gente agentes quimicos, trauma mecanico inflamatoério inicial, autoimune
Célul Neutrofilos, mondcitos, macrofagos, Macrofagos, linfocitos,

culas mastocitos fibroblastos
Mediad Aminas vasoativas, eicosanoides, IFN-y, citocinas, fatores de

cdracores quimosinas, EROs crescimento, enzimas hidroliticas
Inicio Imediato Tardio
Duracio Poucos dias Meses ou anos
Evolucao Cicatrizagdo com restituigdo, formagdo Destruigao tecidual e fibrose

de abscesso ou cronificagao

Fonte: Adaptado de Cruvinel (2010).

As inflamagdes do tipo aguda evoluem a partir de uma fase vascular que se inicia
imediatamente apds o dano e envolve basicamente a microcirculagao. Em condigdes normais,
apenas uma fragdo dos capilares que compdem a rede tecidual ficam livres para passagem de
substancias (Cray et al., 2009). No entanto, quando ocorre uma agressao, surge também uma
vasodilatacdo local e recrutamento da maioria dos capilares da rede, seguida de aumento da
permeabilidade capilar. Inicialmente, saem do leito capilar eletrdlitos e pequenas moléculas,
constituindo o transudato e, posteriormente, saem moléculas maiores como albumina e
fibrinogénio, constituindo o exsudato (Cruvinel et al., 2010). Com a saida de proteinas para o

espago extravascular também ha a saida de agua, que leva a marginalizagao dos leucocitos, os
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quais passam a circular junto ao endotélio. O endotélio local entdo se torna ativado e os
endotelidcitos passam a expressar moléculas de adesdo em sua superficie, que colaboram para
a maior aderéncia dos leucocitos e eventual migracao destes para os tecidos (Ashley et al.,
2012). Também sdo ativados componentes do sistema complemento, do sistema gerador de
cininas e do sistema da coagulagdo. Células do sistema imune (macréfago) residentes no tecido
lesado também liberam citocinas inflamatorias como IL-1, TNF-o e quimiocinas, estimulando
a inflamacao (Cruvinel et al., 2010).

Na inflamagao cronica da pele, a permanéncia do agente lesivo pode levar a persisténcia
do processo inflamatorio, o que pode levar a cronificagdo da inflamacao, sendo observada nessa
etapa a destrui¢do tecidual, e consequentemente o aparecimento do sinal cardinal da perda de
funcdo (Cruvinel et al., 2010). Essa ¢ uma fase caracterizada pelo longo periodo de duragdo que
varia de acordo com os mediadores celulares e humorais envolvidos, levando, assim, ao
aparecimento de enfermidades cutaneas (Tasaka, 2006). Essas doengas (dermatites, eczemas e
psoriase) conferem um aspecto desagradavel a pele, necessitando de tratamento prolongado.
Comumente, os pacientes abandonam o tratamento, o que pode ocasionar o ressurgimento ou
agravamento das lesdes. Os mecanismos patogénicos das doengas inflamatorias cutaneas sao
distintos, a inflamacao pode surgir a partir de um agente irritativo, uma lesdo mecanica ou por
meio de um processo alérgico, desse modo, ndo envolvem necessariamente o mesmo perfil e,

como consequéncia, ndo possuem o mesmo tipo de tratamento (Firestein et al., 2004).

1.2.2. Manifestacoes celulares na inflamacao

As principais células sanguineas envolvidas na resposta inflamatoria sao originarias do
sistema imune e, de forma geral, sdo classificadas como: neutrofilos, linfécitos, mondcitos,
eosinodfilos e basofilos (Freire e Van Dyke, 2013; Junqueira et al., 2004), e estao representadas
na Figura 2.

O tipo de célula que predomina no local da inflamag¢ao varia de acordo com o estagio da
lesdo e do tipo de estimulo. Em geral, as primeiras células que chegam ao parénquima apos a
lesdo sdo as polimorfonucleares (neutrédfilos, basofilos e eosindfilos), predominando os
neutro6filos, os primeiros a chegar e, subsequentemente, os macrofagos teciduais (Buckley et

al., 2013).
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Figura 2: Representagdo de linhagens celulares provenientes da célula-tronco hematopoiética
que atuam na inflamacao.

Ensindils : Basdfilo
Eritrécitos : *
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nematopoidtica l
— N Q
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Cébula-tranco PIOBENTONA. o trgfila
multipotencial rnieldide
Célula progenitora
< linfhide Plaguetas
g - __*4
LinfécitoT = ,
% & Célula dendritica

Linfécito B

Célula NK

Fonte: Adaptado de Revista Scientific American edi¢do especial Ciéncia e Saude n° 3, 2006.
Disponivel em <https://afh.bio.br/sistemas/cardiovascular/5.php>.

Ao mesmo tempo em que as células envolvidas no processo inflamatério sao diferentes
quanto a morfologia, ao estimulo para ativagao celular, ao tempo para liberacao do mediador e
ao conteudo liberado, elas possuem caracteristicas em comum quanto a presenga de receptores,
estocagem de enzimas hidroliticas, capacidade de fagocitar, secretar e de gerar de metabolitos
lipidicos do acido araquidonico (Serhan et al., 2008; Alencar, 2007).

Por ser um processo fisiopatoldgico complexo, a inflamacgao ¢ regulada por multiplas vias
de sinalizagdo e requer a interacdo de diferentes tipos celulares que regem um amplo espectro
de respostas, incluindo maturagao e funcao das células imunes, bem como homeostase tecidual
(Medzhitov, 2008). Em alguns casos, a resposta inflamatdria pode ser exacerbada ou de forma
inadequada nos tecidos do proprio organismo, podendo entdo produzir danos ao local em
questdo. Dentro deste contexto deve-se considerar estratégias para impedir que a inflamagao se

agrave e se torne um problema ainda maior. Assim, a utilizacdo de substincias anti-
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inflamatorias ¢ de vital importancia para o controle do equilibrio homeostasico do tecido

afetado pela inflamacao (Freire e Van Dyke, 2013; Gilroy et a, 2004).

1.2.3. Farmacos e substincias naturais na inflamacao

Desde o inicio dos tempos a humanidade utiliza as plantas como uma fonte para curar
afec¢des, doengas, dores, etc (Singh, 2015; Pan et al., 2014; Junior, Bolzani e Barreiro, 2006;
Veiga Junior, Pinto e Maciel, 2005). Um dos processos mais comuns no corpo humano, porém
incomodo em determinadas condigdes, e que afeta qualquer individuo, ¢ a inflamagdo.
Antigamente, sem se saber quais 0s mecanismos eram responsaveis para a melhoria do quadro
inflamatorio, os curandeiros usavam unguentos, emplastos ou infusdes feitas com as folhas de
Myrtus communis (murto) em doentes com dores, febre ou inchago, porque sabiam que a planta
tinha propriedades que diminuiam a febre e a dor (Luengo, 2005). Nos Jogos Olimpicos da
Antiguidade na Grécia os atletas que sofriam lesdes musculares eram tratados com extratos
vegetais, a fim de aliviar a dor e os inchagos (Leung et al., 2015). Com isso, em meio ao limitado
conhecimento de sua época, Hipdcrates (460 — 377 a.C.) observou que a casca de uma
determinada arvore poderia ter fins medicamentosos anti-inflamatorios. Esta arvore, conhecida
como salgueiro branco (Salix alba), foi caracterizada mais tarde por ser a fonte da primeira
substancia anti-inflamatdria relatada (acido salicilico) (Vane, 1971; Smith e Willis, 1971). Ap6s
muitos séculos, em 1828, Johann A. Buchner descobriu o principio ativo responsavel por tal
atividade anti-inflamatdria ¢ a nomeou de “salicina” e, em 1838, o quimico italiano Raffaele
Piria conseguiu obter o acido salicilico da salicina. Em 1874, a partir do acido salicilico, o acido
acetilsalicilico foi sintetizado por Herman Kolbe na Alemanha, e em 1971, Vane e seus
colaboradores identificaram o mecanismo de acdo do acido acetilsalicilico pelo bloqueio das
enzimas cicloxigenase (COX), mesmo que ainda ndo se falasse das duas isoformas dessa
enzima (Vane, 1971).

Na segunda metade do século XX, varios outros anti-inflamatérios foram desenvolvidos,
como a antipirina, a fenacetina, a fenilbutazona, os fenamatos (acido mefenamico, acido
meclofenamico), a indometacina, o naproxeno ¢ os oxicans (Raz e Needleman, 1988). Além
disso, foram descobertos farmacos com mecanismos diferentes da inibicao da COX, como os
corticoides, 0s quais se caracterizam por ter uma estrutura esteroidal, semelhante a hormonios
enddgenos, que agem em nivel nuclear (Rhen e Cidlowski, 2005). Em 1952, a exploragao do
uso topico desses esteroides iniciou-se, e para esta finalidade Sulzberger e Witten

desenvolveram um prototipo de corticosteroide, denominado composto “F”, posteriormente
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chamado de Hidrocortisona (Sulzberger e Witten, 1953). Entdo, em 1953, diversos projetos
visando novos processos e estratégias de modificacdo molecular foram sendo desenvolvidas,
gerando assim diversos outros farmacos corticosteroides, dentre eles a prednisolona,
fluorohidrocortisona (1955), fluorometalona (1959), acetato de triancinolona (1960),
fluorandrenolona (1961), dexametasona (1962) (Petrillo et al., 2017; Vandewalle, 2017) e, em
1969, foi publicada a sintese de um corticoide 1000 vezes mais potente que a cortisona, o
clobetasol (Chatzidionysiou et al., 2017).

Devido sua diversidade de vias de atuagdo, os anti-inflamatdrios podem atuar em muitas
etapas dos processos inflamatorios. Podemos citar substancias que bloqueiam a biossintese de
mediadores pro-inflamatdrios por interagdo direta com uma enzima chave (por exemplo,
inibicdo da COX-2) (Suleyman et a., 2007), a diminuicdo da expressdo enzimatica (por
exemplo, compostos anti-inflamatorios esteroidais) (Barnes, 2006) e a reducao dos niveis de
substrato (por exemplo, diminui¢do da liberacdo de acido araquidonico) (Ong et al., 2015).
Além disso, um composto pode atuar inibindo a liberagao de mediadores (por exemplo, inibi¢ao
da liberagdo de histamina) (Criado et al., 2010), bloqueando a interagao do receptor com
mediador de células alvo (por exemplo, antagonistas do receptor de leucotrieno) (Lima et al.,
2002), ou por imunossupressao, que resulta em uma resposta inflamatéria menos agressiva a
um agente alérgico por exemplo (Attur et al., 2000).

Farmacos frequentemente utilizados hoje (paracetamol, nimesulida, naproxeno e
diclofenaco) possuem algumas limitagdes, devido aos efeitos adversos causados pelo uso
continuo e indiscriminado dessas substancias que, em sua maioria, possuem elevada toxicidade
hepatica (Bittencourt, 2011). Neste contexto, os produtos naturais anti-inflamatorios tém sido
estudados com intuito de reduzir os efeitos adversos causados pelos farmacos convencionais
atualmente utilizados, bem como para melhorar o espectro de agdo dos mesmos, ja que a
inflamac¢ao pode ser desencadeada por diferentes vias (Koeberle e Werz, 2014). O potencial
dos produtos naturais da "medicina popular", com mecanismos de acdo muitas vezes
desconhecidos, mas com eficacia e seguranca (pré) clinicas comprovadas, tem sido amplamente
negligenciado (Harvey, 2008.). Vantagens e desvantagens sao discutidas em relacdo aos
recentes avancos na farmacologia molecular de produtos naturais anti-inflamatérios. Algumas
das substancias naturais com ac¢do anti-inflamatdria estdo representadas abaixo na Figura 3

(Koeberle e Werz, 2014).
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Figura 3: Exemplos de substancias naturais com atividade anti-inflamatoéria.
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Fonte: Adaptado de Koeberle ¢ Werz, 2014.

Dentre os produtos naturais que desempenham alguma atividade biologica estao presentes
os terpenos, dos quais muitas estruturas pertencentes a esse grupo ja foram estudadas e
registradas com atividades anticancer, antimicrobiana, antifiungica, antiviral, anti-
hiperglicémica, analgésica, anti-inflamatoria e antiparasitaria (Guimaraes et al., 2014). Dentro
desse conjunto de terpenos esta a sua principal classe, os triterpenos, compostos muitas vezes
relatados como bons agentes anti-inflamatdrios (Sun et al., 2018 Jeong et al., 2014; Safayhi e

Sailer, 1997; Rios, 2000; Del Carmen Recio et al., 1995; Harborne e Baxter, 1993).

1.3. TRITERPENOS

Triterpenos compreendem um grande grupo de metabolitos secundarios naturais com
estruturas ciclicas relativamente complexas. S3o moléculas constituidas por trinta atomos de
carbono (seis unidades de isopreno) e esqueleto carbonico em geral pode ser tetraciclico
(comuns em animais) ou pentaciclico (comum em vegetais) com algumas excegdes (Rios,
2000). Esses anéis podem variar em sua estrutura entre 5 e 6 carbonos levando assim a
classificagdo para cada tipo, como por exemplo, os pentaciclicos, ursanos, oleanos e lupanos

(Patrocka, 2003) (Figura 4).
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Em muitos casos, os triterpenos extraidos das plantas sdo os principios ativos
responsaveis por efeitos anti-inflamatorios, além de efeitos antitumorais, antiproliferativos e

anti-HIV (Sun et al., 2018).

Figura 4: Tipos de esqueletos triterpénicos.

aciclicos

esqualeno

tetraciclicos

lanostano damarano

pentaciclicos
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Fonte: Gross, 1985.

Com relagdo as atividades anti-inflamatérias, muitos triterpenos se mostraram como
moléculas ativas em diferentes modelos experimentais in vivo, tais como o edema da pata
traseira e de orelha induzidos por diferentes agentes flogisticos (Han e Bakovic, 2015; Del
Carmem Recio et al., 1995). Existem também alguns triterpenos ativos frente as enzimas
inflamatorias, como lipoxigenase (5-LOX), elastase e fosfolipase Az (FLA>), ou ainda, atuando
como inibidores da liberagdo de histamina, colagenase e interleucina, peroxidagdo lipidica e
processos mediados por espécies reativas de oxigénio (EROs), metabolismo de corticoides
endogenos e atividades de complemento e proteina-quinase (Jeong et al., 2014; Safayhi e Sailer,

1997; Harborne e Baxter, 1993).
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Em certos casos, o mecanismo de acdo anti-inflamatdrio depende do tipo de esqueleto
e/ou substituintes dos triterpenos. Por exemplo, f-boswellidcidos (triterpenos derivados do
nucleo ursano) inibem marcadamente a atividade da 5-LOX, enquanto o mecanismo principal
do acido 18-f-glicirretinico (triterpenos derivados do nucleo oleanano) ¢ a inibigdo do
metabolismo enddgeno de corticoides. Alguns triterpenos lanostanos sdo ativos contra a FLA»
(por exemplo, acidos ganoderico e desidrotumulodsico) e os compostos com anéis altamente
insaturados podem atuar como anti-peroxidativos (como, por exemplo, o celastrol) (Rios,
2000).

Del Carmen Recio e colaboradores, em 1995 relacionaram, em trés modelos,
(carragenina, EPP e TPA) algumas estruturas moleculares de triterpenos com suas atividades
anti-inflamatorias (Figuras 5 e 6), evidenciando que todos os triterpenoides avaliados tiveram
atividade pronunciada dependendo do método testado, sendo o modelo de inflamag¢ao induzido
por 12-O-Tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA), um éster de forbol, o mais sensivel as
amostras testadas, sugerindo como os principais alvos da agdo, o metabolismo do acido
araquidonico, a cascata do complemento e a interacao com o receptor de glicocorticoide. Deste
modo, pode-se inferir que o modelo de indugao inflamatoria feito por ésteres de forbol (6leo de
créton e derivados) pode ser um 6timo modelo de avaliagdo e direcionamento para amostras

com potencial anti-inflamatorio.
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Figura 5: Triterpenos avaliados em trés modelos de atividade anti-
inflamatoéria (Carragenina, EPP e TPA).
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Figura 6: Representacdo da estrutura dos triterpenos avaliados nos estudos.
CH,
HSC/////,'
Ri7
P HyC g
HC R, HoC' CHy
Esqueleto oleano (A) Esqueleto lupano (B)
R, R4 R Ry Ris R Rao
A |H CH; H CH; H CH; H o-amirina (f)
A |H CH3 H CH,OH H CH3 H Uvaol
A |H CH3 H COOH H CH; H acido usrsolico
A | OH CHs H COOH H CH; OH acido tormentico
A |H CH;3 H CH;3 H H CH; B-amirina
A |H CHs H CH,OH H H CH; Eritrodiol
A |H CHs H COOH H H CH; acido oleandlico
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A |- CH; =0 CH; OH H COOH  4cido 8a-hidroxiglicirretinico
B |- - - CH; - - - Lupeol
B |- - - CH,OH - - - Betulina
B |- - - COOH - - - acido betulinico

Fonte: Adaptado de Del Carmen Recio e colaboradores, 1995.
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A vpartir de varios estudos in vivo, in vitro ¢ em humanos, Han e Bakovic (2015),

demonstraram que muitos compostos triterpenoides presentes em frutas e vegetais podem

proteger contra inflamag¢dao e outras doengas, conforme resumido no Quadro 2. Varios

mecanismos podem explicar as propriedades biologicas antioxidantes e anti-inflamatorias dos

triterpenoides (Han e Bakovic, 2015).

Quadro 2: Alguns efeitos de triterpenos derivados de trés nucleos diferentes.

Oleano

Antioxidante

Antiproliferativo

Redugio da atividade do fator promotor de necrose tumoral alfa (TNF-a)
Reduz niveis de colesterol no sangue

Redugdo do risco de aterosclerose

Efeitos benéficos sobre o estresse oxidativo e inflamagao

Prevenc@o de isquemia miocardica

Ursano

Reduz niveis de TNF-a no plasma

Diminui a producao de superoxido

Reducdo de LDL e apolipoproteina B-100

Indugdo do aumento das concentragdes de HDL e apolipoproteina A-I

Inibi¢do da enzima COX-2 em 10 %

Inibigdo de respostas Thl

Supressdo de miocardite e conferindo efeitos protetores as cardiomiopatias

Redugdo do estresse oxidativo, fluxo de HBP e apoptose em células cardiacas

Liberagdo de NO

Inibi¢do da glicogénese excessiva

Redugdo do nivel de ROS intracelular e prevencao de lesdo oxidativa induzida por H>O,
Normalizag@o da expressao / ativagdo de caspases

Aumento da relagdo Bcl-2 / Bax para modular a apoptose

Redugdo da contorcao induzida pelo &cido acético e alivio da dor induzida por formaldeido

Lupano

Antioxidante

Cardiotonico

Anti-hiperlipidémico

Anti-inflamatoria

Alteragao do sistema redox de tecidos

Diminui os niveis de EROs

Indugdo de atividades de CAT ¢ SOD

Mediacao da sintase do NO através do direcionamento (PI3K) / Akt e TPA
Reduz o colesterol total triglicerideos e niveis de fosfolipidios

Fonte: Adaptado de Han e Bakovic, 2015.

Sabendo que os triterpenoides possuem potencial agdo no controle da inflamagao, se faz

necessario explorar estas potencialidades, com o intuito de encontrar moléculas capazes de

superar as limitagdes que os tratamentos atuais apresentam (Sun et al., 2018; Zhang et al., 2017,
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Satoshi et al., 2016; Batlouni, Zhang et al., 2015; 2010; Mohammad, 2009; Rios, 2000; Safayhi
e Sailer, 1997; Del Carmen Recio et al., 1995; Harborne e Baxter, 1993).

Tendo em vista os problemas gerados por inflamacdes cutaneas agudas que podem se
agravar, ou at¢ mesmo doengas inflamatérias de pele de caracteristica cronica, precisamos de
alternativas as ja existentes, dessa forma, levando em consideragao a atividade anti-inflamatéria
de triterpenos, entre as espécies vegetais de interesse medicinal que sdo capazes de sintetiza-

los, esta a Baccharis dracunculifolia.

1.4.  Baccharis dracunculifolia D. C. (Asteraceae)

Baccharis dracunculifolia pertence ao género Baccharis, o qual ¢ considerado o maior
género da familia Asteraceae, apresentando cerca de 500 espécies distribuidas pelo continente
americano (Da Silva Filho et al., 2009; Missima et al., 2007; Park et al., 2004; Giuliano, 2000).
Muitas espécies deste género sao utilizadas pela populacao, na forma de chas e infusos, para o
tratamento de varios tipos de enfermidades. Dentre estas, destacam-se os usos para os males do
estomago, do figado e inflamagdo, bem como antioxidantes e desintoxicantes do organismo
(Abad e Bermejo, 2007). Quimicamente, o género Baccharis € caracterizado por possuir
principalmente terpenos, flavonoides e fenilpropanoides (Da Silva Filho et al., 2004).

Conhecida popularmente como alecrim-do-campo ou vassourinha, a espécie B.
dracunculifolia é nativa do Brasil e ocorre frequentemente nas regides Centro-Oeste, Sul e
Sudeste, em sua maioria nas areas de cerrado, areas em processo de sucessdo e em pastagens
abandonadas (Park et al., 2004). Esta espécie ¢ um arbusto, podendo chegar a 4 metros de altura,
em suas folhas estdo presentes tricomas tectores e glandulares, os quais além de atuarem como
barreira contra o ataque de predadores, auxiliam na interacao dessa espécie com as abelhas para
a coleta do material resinoso e producao da propolis verde (Spring, 2000; Teixeira et al., 2005).

Segundo Sawaya e colaboradores (2004), B. dracunculifolia é a principal fonte botanica
de material coletado pelas abelhas (Figura 7) para a produgao da propolis verde produzida nos

estados de Minas Gerais e Sao Paulo.
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Figura 7: Abelha coletando resina na Baccharis dracunculifolia.

Fonte: Autor, 2017.

1.4.1. Composicido quimica e atividades biologicas de extratos das raizes de B.
dracunculifolia

Estudos com a B. dracunculifolia se baseiam em sua maioria nas partes aéreas da planta,

mostrando variadas atividades bioldgicas como mostra o quadro 3.

Quadro 3: Atividades relatadas da B. dracunculifolia.

Tipo de extrato Atividade Ref.

Oleo essencial das folhas Anti-ulcerosénica Queiroga (1990), Klopel
& (2007) e Massignani (2009)

Oleo essencial das folhas Antifungica (C. albicans) Gelinski et al., 2007

Anti-ulcerogénica Lemos et al., 2007.
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Extrato hidroalcodlico das partes
aéreas

Leishmanicida
Antiplasmodica

Da Silva Filho et al., 2009.

Extrato etandlico das partes
aéreas

Oleo essencial das folhas

Anti-poliovirus tipo 1

Bufalo et al., 2009.

Oleo essencial das folhas

Antiproliferativa de linfocitos

Massignani et al., 2009

Extrato hidroalcodlico das partes
aéreas

Oleo essencial das folhas

Baixa citotoxicidade

Bufalo et al., 2010.

Oleo essencial das folhas

Leishmanicida
Esquistossomicida

Parreira et al., 2010.

Extrato hidroalcodlico das folhas

Anti-inflamatoéria
Anti-hipernociceptiva

dos Santos et al., 2010.

Oleo essencial das folhas

Fitotdxica (alelopatia)

Ibafies e Zoppolo, 2011.

Extrato em acetato de etila das
partes aéreas

Anti-inflamatéria

Cestari, 2011.

Extrato metandlico das partes
aéreas

Antibacteriana (P.
auruginosa, B. cereus e C.
neoformans)

Fabri et al., 2011

Oleo essencial das folhas

Antibacteriana (S. aureus, P.
aeruginosa e E. coli)

Ferronatto et al., 2007;
Pereira et al., 2011

Extrato glicolico das partes

. Antioxidante Guimaraes et al., 2012
adreas
E}trato hexanico das partes Antl‘pa'lcter'lana (P. Johann et al., 2012.
aéreas brasiliensis)
Extrato etan6lico das partes Antioxidante Figueiredo-Rinhel, 2013

aéreas

Extrato hidroalcodlico das folhas

Anti-inflamatodria

Bchiega et al., 2013

Extrato hidroalcodlico das partes
aéreas

Hepatoprotetora

Rezende et al., 2014

Extrato etilacetato das partes
aéreas

DNA-protetora

Munari et al., 2014
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Oleo essencial das partes aéreas Carrapaticida (R. microplus) de Assis Lage, 2015

Oleo essencial das folhas Antibacteriana (S. mutans) Pereira et al., 2016

Extrato metandlico das partes Modulacdo de insulina,

. A Hocayen, 2016
acreas protetora do pancreas

Extrato hidroalcoolico das partes  Anti-inflamatoria

. Lo Ramos Campos et al., 2016.
acreas Antinociceptiva

Extrato hidroalcoodlico das partes

. Antioxidante Figueiredo-Rinhel, 2017
adreas

Oleo essencial das folhas Inseticida (C. macellaria) Chaaban et al., 2017

Inseticida (S. frugiperda e A.

Extrato etanodlico das folhas .
agypti)

Da Silva et al., 2017

Sinergismo com

Oleo essencial das folhas . .
antibacterianos

Salazara, 2018

Fonte: Autor, com base em dados da literatura, 2019.

Bohlmann (1981), fez o primeiro estudo envolvendo as raizes de B. dracunculifolia,
identificando o friedelanol (g), 6xido de Baccharis (h), viscidona (i), 11-hidroxi-10,11-
diidroeuparina (j), 6-hidroxitremetona (k) e esqualeno (I) (Figura 8).

Da Silva Filho e colaboradores (2004), em seus estudos fitoquimicos e biolégicos com B.
dracunculifolia, isolaram e identificaram no extrato hidroalcodlico das raizes os metabolitos,
acido ferulico (f), friedelanol (g) e 6xido de baccharis (h). Estudos posteriores com o mesmo
tipo de extrato identificaram outros compostos nas raizes de B. dracunculifolia como, viscidona
(i), 11-hidroxi-10,11-diidroeuparina (j) e 6-hidroxitremetona (k) (Missima et al., 2007).

Em estudos dos compostos isolados, Da Silva Filho e colaboradores (2004), chegaram a
conclusdo de que o 6xido de baccharis (c¢) possui atividade tripanocida frente as formas
tripomastigotas de Tripanossoma cruzi, enquanto o acido fertlico (f) e a viscidona (i) tiveram

atividade frente as cepas de Plasmodium falciparum (Da Silva Filho et al., 2004).
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Figura 8: Estruturas quimicas de algumas substancias encontradas nas raizes de Baccharis
dracunculifolia.

@)
-0 N"NoH '
HOY
HO
acido fertlico (f) Friedelanol (g) oxido de Baccharis (h)
HO OH o) HO
(RN} OH [NRN <
A o
o] HO o o)
Viscidona (i) 11-hidroxi-10,11-diidroeuparina (j) 6-hidroxitremetona (K)

esqualeno (1)

Fonte: Adaptado Sforcin e colaboradores, 2012, Missima e colaboradores, 2007 ¢ Da Silva Filho e
colaboradores, 2004.

Como exposto da espécie B. dracunculifolia, poucos estudos quimicos ou farmacolédgicos
foram realizados com as substancias ou os extratos obtidos de suas raizes. Entre as substancias
encontradas nas raizes desta planta que possuem grande potencial bioldgico, estd o triterpeno

oxido de baccharis, avaliado nesse estudo.

1.4.2. Oxido de Baccharis

Oxido de Baccharis (Figura 9) é um triterpeno tetraciclico com uma ponte oxidica nas
posicdes 3 e 10 no anel A de seu esqueleto triterpénico. Sua formula molecular ¢ C30Hs0O com

massa atomica de aproximadamente 426,76 g/mol e seu ponto de fusdo ¢ aproximadamente

148°C (Frode, 1973).
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Figura 9: Estrutura do 6xido de Baccharis.

Fonte: Autor, 2019.

Os triterpenos desse tipo se originam da via do acido mevalonico passando pelo
esqualeno, o qual sofre uma oxidagao formando o 2,3-oxidosqualeno (Harrison, 1990). O 6xido
de baccharis surge a partir de mudangas conformacionais feitas pela enzima 6xido de baccharis

sintetase (OBS) como demonstrado resumidamente na figura 10 (Shibuya, 2008).

Figura 10: Biossintese simplificada do 6xido de baccharis a partir do 6xido de esqualeno

cation baccharenil (5) cation damarenil (4)

mudanca conformacional

OH
= H
— H ¢ o - ©)
o) ., %
>
7P H
H H H

) cadeira barco
,\\\\/ﬁ/ O
H
H
6xido de baccharis (8) barco

Fonte: Adaptado de Phillips e colaboradores, 2006; Shibuya e colaboradores, 2008.
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O cation tetraciclico baccarenil (5) ¢ formado a partir do cation damarenil (4) pela
expansao do anel D (Figura 10). Sucessivos rearranjos favorecidos pela enzima OBS levam a
6 ¢ 7 sem a formacdao de um quinto anel (via de formagao da B-amirina). O ponto-chave da
biossintese estd ligado a formacdo do carbocation terciario em C-10 (7). Um ataque
intramolecular do grupo 3-hidroxil no carbono desprotonado C-10 com mudanga
conformacional de cadeira para barco nos anéis A e B de 7 produz o 6xido de bacchairs (8), a
revisdo da biossintese completa foi descrita por Shibuya e colaboradores (2008).

Dentre mais de 100 tipos de esqueletos triterpénicos naturais, o 6xido de baccharis € o
unico composto com o esqueleto tetraciclico com 4 anéis de 6 membros (6-6-6-6) € uma ponte
oxidica (ponte 3,10-oxidica no anel A). Além desse composto existe apenas o dendropanoxido,
um triterpeno pentaciclico (6-6-6-6-6) relatado em espécies do genéro Dendropanax e
Rhododendron, com ponte 3,10-oxidica (Shibuya, 2008).

O oxido de baccharis foi reportado pela primeira vez por Anthonsen e colaboradores em
1970, em estudos com a espécie Baccharis hamifolia. Este triterpeno ¢ encontrado com maior
frequéncia em raizes de espécies do género Baccharis, sendo relatado nas espécies B. hamifolia
(Anthonsen et al., 1970), B. salicifolia (Dominguez et al., 1972), B. eleagnoides (Rehder et al.,
1990), B. dracunculifolia (Da Silva Filho et al., 2004) e também em Rhododendron
campanulatum (Painuli et al., 2015).

O primeiro estudo sobre as atividades biologicas do 6xido de baccharis foi reportado por
Da Silva Filho e colaboradores em 2004. Neste estudo foi investigada a agao tripanocida deste
triterpeno, numa concentragdo de 500 upM, frente ao parasito Tripanossoma cruzi.
Posteriormente, Herrera-Martinez e colaboradores (2012), mostraram que o 6xido de baccharis
inibiu o crescimento de Staphylococcus epidermidis, Candida albicans, Escherichia coli e
Klebsiella pneumoniae.

Contudo, considerando o potencial anti-inflamatério de triterpenos, nenhum estudo sobre
a avaliagdo da atividade anti-inflamatéria do 6xido de baccharis foi relatado na literatura. Além
disso, apesar da importancia medicinal da espécie B. dracunculifolia, extratos de suas raizes
ainda ndo foram avaliados quanto as suas propriedades anti-inflamatorias topicas.

Neste sentido, este trabalho descreve a obtencao ¢ a caracterizacao do extrato hexanico e
do 6xido de baccharis, com um método alternativo ao ja descrito, a partir das raizes de B.
dracunculifolia e, de forma inédita, a avaliacdo das suas propriedades anti-inflamatdrias

topicas.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

/ . . ~ ;s . ~ . . .. r . y .
** Realizar a caracterizagao quimica e a avaliagdo da atividade anti-inflamatoria topica do
extrato hexanico e do 6xido de baccharis obtidos das raizes de Baccharis dracunculifolia,

visando obter uma alternativa em potencial para o tratamento de inflamagdes cutaneas.

2.2.  OBJETIVOS ESPECIFICOS

+¢+ Caracterizar quimicamente o extrato hexanico das raizes de B. dracunculifolia por meio

da analise em CG-EM;

+ Isolar o 6xido de baccharis a partir do extrato hexanico das raizes de B. dracunculifolia;

% Realizar a identificacdio do dxido de baccharis por meio de anilise em RMN de 'H e 1°C;

% Avaliar a atividade anti-inflamatoria in vivo do extrato hexanico de Baccharis
dracunculifolia e do 6xido de baccharis utilizando o modelo de edema de orelha induzido

por 6leo de créton, fenol, capsaicina e histamina.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. OBTENCAO DO EXTRATO HEXANICO DAS RAIZES DE Baccharis dracunculifolia
(EHBA)

Exemplares da espécie B. dracunculifolia foram coletados no Campus da Universidade
Federal de Juiz de Fora, entre as Faculdades de Farmacia ¢ Economia. A exsicata encontra-se
depositada no Herbario Leopoldo Krieger (CESJ) do Instituto de Ciéncias Biologicas da
Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF), sob nimero 47.482. As plantas coletadas foram
devidamente lavadas com agua corrente e divididas em partes aéreas e raizes. As raizes foram
cortadas finamente e secas em estufa sob temperatura controlada (40 °C) e, em seguida, moidas
em moinho de facas.

ApoOs obtencdo do pod, o mesmo foi submetido a maceracdo em frasco de vidro
transparente, utilizando hexano como liquido extrator (Figura 11). A cada 72h até esgotamento,
o solvente foi filtrado e rotaevaporado, sendo o residuo transferido progressivamente para um
frasco devidamente pesado e identificado como extrato hexanico das raizes de B.

dracunculifolia (EHBA).

Figura 11: Foto ilustrativa do processo de maceracao das raizes de B. dracunculifolia com
hexano.

Fonte: Autor, 2017.
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3.2. ANALISE DO EHBd POR CROMATOGRAFIA DE FASE GASOSA ACOPLADA A
ESPECTROMETRIA DE MASSAS (CG-EM)

3.2.1. Preparo da amostra

Considerando a necessidade de analise e caracterizagdo de sua composi¢ao quimica, o
EHBd foi analisado por CG-EM, utilizando equipamento da marca SHIMADZU, modelo
GCMS-QP2010 Plus, equipado com injetor AOC-20i (Figura 12) e uma coluna Restek Rtx-
SMS capilar de silica fundida (5 % de difenilsiloxano e 95 % de dimetilpolisiloxano; 30 m x
0,25 mm d.i. x 0,25 um de filme).

Figura 12: Foto ilustrativa do CG-EM utilizado para as analises.

Fonte: Autor, 2018.

A eluigdo foi programada da seguinte maneira: comegando por 5 minutos a 120°C indo
até 320°C em uma taxa de aquecimento de 4°C/min, depois mais 5 minutos a 320°C (Figura
13), temperatura de injecdo de 150°C no modo Split com taxa 1:10, gas hélio como gés de
arraste, pressao de 80,8 kPa, fluxo da coluna de 1 mL/min com injecdo de 8 pL. de amostra. O
Espectrometro de Massas operou em modo de ionizagdo eletronica (70 eV), e o detector foi
programado para registrar taxas de massas entre 40 e 500 Da. O processamento dos dados foi
feito através do software GCMS Solution, versao 2.5. Usou-se o padrao de n-alcanos (C7 a Cso),
da marca Supelco, diluindo 100 pL da amostra em 100 pL de hexano (grau HPLC), obtendo
uma solucdo de 200 pL na concentracdo de 500 ng/mL.
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Figura 13: Representacao grafica da programagao da eluigdo utilizada na analise por CG-EM.
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Fonte: Autor, 2019.

Os resultados das anélises espectrométricas obtidas foram avaliados tendo-se como base
os padrdes de fragmentacao gerados, além do indice de similaridade calculado pelo software.
Além disso, para identificacdo dos provaveis compostos presentes, foi feito também o calculo
dos indices relativos de Kovats dos compostos, os quais foram calculados e confrontados aos
dados da literatura, da biblioteca do aparelho e do banco de dados online (Adams, 2012;
<http://www.pherobase.com/database/kovats/kovats-index.php>; <www.pubchem.ncbi.nlm.

nih.gov>).

3.3. FRACIONAMENTO CROMATOGRAFICO DO EHBd E ISOLAMENTO DO OXIDO
DE BACCHARIS

3.3.1. Cromatografia Liquida a Vacuo (CLYV)

Com o intuito de isolar o 6xido de baccharis (OBac), o extrato EHBd foi submetido a
fracionamento cromatografico por cromatografia de baixa pressao conhecida usualmente como
CLV. Inicialmente, parte do EHBd foi misturado a Celite, resultando em uma pastilha seca. Em
seguida, a coluna de CLV (10 cm de diametro) foi empacotada com uma mistura de silicas (3
partes de silica 40-63 mesh e 1 parte de silica 70-230 mesh), resultado em altura de 10 cm
(Figura 14). A eluigao da CLV foi realizada em gradiente de concentragdo, comegando com

hexano 100 % e finalizando com acetato de etila 100 %, conforme resumido na Tabela 1.
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Tabela 1: Fragdes obtidas na Cromatografia Liquida a Vécuo.

Fragao Peso (g) Fases Moveis Propor¢ao %

1 0,4021 Hexano 100
2 1,8750 Hexano : Acetato de Etila 98:2
3 1,0796 Hexano : Acetato de Etila 95:5

3.1 0,0591 Hexano : Acetato de Etila 95:5

3.2 0,4568 Hexano : Acetato de Etila 95:5
4 1,4938 Hexano : Acetato de Etila 90:10
5 2,4860 Hexano : Acetato de Etila 70:30
6 1,4511 Hexano : Acetato de Etila 50:50
7 3,4392 Acetato de Etila 100

Fonte: Autor, 2019.

Figura 14: Foto ilustrativa do preparo do extrato e da coluna Cromatografica Liquida a
Vacuo.

Fonte: Autor, 2017.

As fragdes obtidas foram analisadas por cromatografia em camada delgada (CCD) e/ou
por CG-EM para verificar a presenga do 6xido de baccharis. Para isso, a CCD foi utilizada
como fase movel a mistura de hexano e acetato de Etila (9:1 v/v) acidificada com acido acético
glacial e, como revelador, anisaldeido sulfurico seguido de aquecimento de aproximadamente

90°C até aparecimento das manchas.
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3.3.2. Cromatografia em Coluna Classica (CC)

Apos arealizacdo da CLV e, considerando a presenca da substancia de interesse na fragao
2 (1,875 g), esta fragdo foi submetida a coluna cromatografica clédssica (3 cm de didmetro),
sendo esta empacotada com silica (40-63 mesh; altura de 20 cm). A eluicao foi executada de
forma isocratica com acetonitrila 100 %. As subfragdes obtidas foram avaliadas por CCD e as
que apresentaram o mesmo perfil cromatografico foram agrupadas conforme o fluxograma na

figura 15, e sdo representadas na tabela abaixo (Tabela 2).

Tabela 2: Fragdes obtidas da coluna cromatografica classica com acetonitrila 100%.

Subfragdo Peso (g) Fases Moveis Propor¢ao %
1-2 0,8592 Acetonitrila 100
3-13 0,2005 Acetonitrila 100
14-15 0,3258 Acetonitrila 100

Fonte: Autor, 2019.

Ap0s o agrupamento das subfracdes e avaliagao por CCD foi observado que na subfragdo
SFR3-13 (200 mg) havia a presenca de Unica mancha. A amostra agrupada foi submetida

posteriormente a analises de RMN de '*C e 'H para a identificacdo.

3.4. IDENTIFICACAO DO OBac

A identificacdo do composto isolado foi realizada por RMN de '*C e 'H. A amostra obtida
foi analisada utilizando CDClz e TMS como referéncia interna, em espectrometro de RMN
BRUKER AVANCE III 500 MHz, localizado no Departamento de Quimica do Instituto de
Ciéncias Exatas (ICE) da UFJF e operado a 500 MHz (RMN de 'H) e 125 MHz (RMN de '*C).
Os dados obtidos foram tratados no programa MestReNova e comparados com dados obtidos
na literatura. O processo de extracdo e isolamento do o0xido de baccharis estd resumido na

Figura 15.
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Figura 15: Fluxograma da obten¢ao do extrato hexanico das raizes de Baccharis
dracunculifolia e isolamento do 6xido de baccharis.
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Fonte: Autor, 2019.

3.5. AVALIACAO DAS ATIVIDADES ANTI-INFLAMATORIAS TOPICAS DO EHBA E
OBac

A atividade anti-inflamatoéria topica foi investigada em camundongos Swiss através do
modelo de edema de orelha, sendo utilizados diferentes agentes flogisticos como agentes
indutores da inflamagdo. A aplicagdo topica desses agentes ¢ utilizada para mimetizar doengas

inflamatoérias cutaneas semelhantes aquelas que acometem os humanos.

3.5.1. Animais

Foram utilizados camundongos (25-30 g) Swiss, machos, com 30-35 dias de idade,
provenientes do Biotério Central da UFJF. Os ensaios foram feitos no Laboratdrio de Quimica
Biomedicinal e Farmacologia Aplicada na Universidade Federal de Juiz de Fora. Os animais
foram mantidos em gaiolas plasticas (47 x 34 x 18 cm) com tampa gradeada em ago inox e

comedouro embutido em “V”, contendo aproximadamente 3 cm de cama de maravalha, ragdo
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comercial tipo Nuvilab®, agua ad libitum, manutencdo da temperatura ambiente em 22 + 4 °C
e ciclo de luz de 12/12h. Os animais foram ambientados na sala de experimento durante 24 h
antes da realizacdo dos ensaios. Em cada gaiola, foram acondicionados 8 animais. Os protocolos
utilizados foram aprovados pela CEEA da Universidade Federal de Juiz de Fora (protocolo n°

022/2018) e estao anexados no final do trabalho (ANEXO A).

3.5.2. Edema de orelha induzido pela aplicagdo topica de dleo de croton

O edema de orelha induzido por 6leo de croton em camundongos foi realizado de acordo
com o método descrito por Schiantarelli e colaboradores (1982) com algumas modifica¢des. O
edema de orelha foi induzido em grupos com 8 camundongos cada (n = 8) usando 20 pL de
6leo de croton 2,5 % (v/v, diluido em acetona), o qual foi aplicado na superficie interna da
orelha direita, e na orelha esquerda foi aplicado 20 pL de acetona (veiculo). Apds 15 minutos,
o tratamento foi realizado na orelha direita com o EHBd, a substancia isolada OBac nas doses
0,1; 0,5 e 1,0 mg/orelha e dexametasona (0,1 mg/orelha, controle positivo) como controle
positivo, enquanto o controle negativo recebeu 20 puL de solugdo salina como tratamento. Um
grupo que nao sofreu indu¢ao nem foi tratado (basal) foi adicionado ao estudo. A espessura das
orelhas (mm) foi medida apods 6 e 24 horas para acompanhar a evolu¢do do edema, enquanto
que o peso (massa em mg) foi quantificado apos 24 horas (discos de 6mm) em 24 horas. Para
eutanasia foram utilizadas cetamina (300 mg/kg) e xilazina (30 mg/kg). Os fragmentos das
orelhas foram removidos por punch metalico (Richter 0,6 mm) e pesados em balanga analitica
(AY220, Shimadzu). A diferenga entre a espessura e peso das orelhas direita e esquerda de cada
camundongo de cada grupo determinou a medida do edema. Dois fragmentos de orelha obtidos
foram conservados em formaldeido 10 % (v/v) para andlise histopatologica e restante foi
utilizada para determinar proteinas totais e os marcadores inflamatérios (mieloperoxidase e N-

acetil-f#-D-glucosaminidase).

3.5.3. Edema de orelha induzido pela aplica¢ao topica de fenol

O edema de orelha induzido por fenol foi realizado com base no que foi descrito por Lim
e colaboradores (2004) com algumas modificagcdes. Os camundongos foram separados em
grupos com 8 camundongos cada (n = 8) assim como no modelo anterior. Para a inducdo foi

usado 20 pL de fenol 10 % (v/v, diluido em acetona) aplicados na superficie interna da orelha
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direita do animal, e na orelha esquerda foi aplicado 20 pL de acetona (veiculo). Apos 15
minutos, o tratamento foi realizado na orelha direita com o EHBd, a substancia isolada OBac
nas doses 0,1; 0,5 e 1,0 mg/orelha e dexametasona (0,1 mg/orelha, controle positivo) como
controle positivo, enquanto o controle negativo recebeu 20 puL de solucao salina. Um grupo
basal também foi adicionado. A espessura da e o peso da orelha (mm) foram medidos apds 2

horas da mesma maneira descrita no modelo anterior.

3.5.4. Edema de orelha induzido pela aplicagao topica de capsaicina

O edema de orelha induzido por capsaicina foi realizado com base no que foi descrito por
Silva e colaboradores (2018) com algumas modificagdes. Os camundongos foram separados
em grupos com § camundongos cada (n = 8) assim como nos outros modelos deste trabalho,
posteriormente foram tratados na orelha direita com o EHBd, a substancia isolada (OBac) nas
doses 0,1; 0,5 e 1,0 mg/orelha e dexametasona (0,1 mg/orelha, controle positivo) como controle
positivo, 20 puL. de solugdo salina como controle negativo, enquanto o grupo basal ndo foi
tratado. Apds 1 hora do tratamento foi realizada a indu¢do da inflamacdo com a aplicacdo de
20 pL de capsaicina 0,01 mg/uL na superficie interna da orelha direita do animal, na orelha
esquerda foi aplicado apenas 20 pL de acetona (veiculo). Os animais foram eutanasiados com
sobredosagem anestésica (cetamina 300 mg/kg e xilazina 30 mg/kg) apds 30 min da aplicagao
da capsaicina. A diferenca da espessura (medidas em micrometro digital) e peso dos fragmentos
(6 mm) obtidos das orelhas direita e esquerda dos animais, foi o parametro para determinacao

do edema.

3.5.5. Edema de orelha induzido pela aplicacao intradérmica de histamina

Para a avaliagao do edema de orelha induzido por histamina foi utilizado como base o
método de Brand e colaboradores (2002) com algumas modifica¢des. Os camundongos foram
separados em grupos com 8 camundongos cada (n = 8) e, posteriormente foram tratados na
orelha direita com o EHBd e a substancia isolada OBac nas doses 0,1; 0,5 e 1,0 mg/orelha,
dexametasona (0,1 mg/orelha, controle positivo) e dexclorfeniramina (0,1 mg / orelha) como
controles positivos, e por fim 20 puL de solugdo salina como controle negativo, um grupo nao
sofreu indugdo nem foi tratado (basal). Apds 30 min, os animais foram anestesiados (cetamina

100 mg/kg e xilazina 10 mg/kg) e 10 uL de histamina previamente preparada em solugdo salina
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(100 mg/mL) foi aplicada por via intradérmica nas orelhas direitas dos camundongos, enquanto
que nas orelhas esquerdas foi aplicado apenas a solugao salina. As medidas da espessura e peso

das orelhas foram feitas ap6s 1h da indugdo da mesma maneira descrita nos modelos anteriores.

3.5.6. Determinacdo de atividade de mieloperoxidase (MPO) e N-acetil-3-D-
glucosaminidase (NAG)

Para medir a atividade da MPO e NAG, apds a pesagem, foram congelados 3 fragmentos
das orelhas anteriormente obtidas de cada grupo, as quais foram trituradas em almofariz com 1
mL de HTBA 0,5 % em tampao fosfato de s6dio 80 mM (pH 5,4). Apds a trituragdo completa
das orelhas foi adicionado 1 mL de tampao fosfato de sodio 80 mM (pH 5,4). Os homogenatos
foram transferidos para tubos de ensaio, centrifugados a 7000 RPM por 10 min a 4°C e o
sobrenadante de cada tubo transferido para tubos Eppendorf devidamente identificados.

A atividade de MPO foi medida de acordo com Bradley e Priebat (1982) com algumas
modifica¢des. Quadruplicatas de 35 pL. de TMB 1,6 mM em DMSO, 105 pL H202 0,0003 %
em tampao fosfato de sédio (pH 5,4) e 70 uL de sobrenadante previamente obtido foram
colocadas em placas de 96 pocos, e em seguida, incubou-se durante 5 min a 37 °C. Apos
incubacdo foi adicionada 140 pl de HoSOg4 para interromper a reagao. O experimento foi feito
em quadruplicata. A atividade foi determinada colorimétricamente usando leitor de placas
(THERMOPLATE®, TP-READER) com comprimento de onda de 450 nm sendo expressa em
densidade optica por bidpsia (mDO/bidpsia).

O sobrenadante também foi utilizado para avaliar a atividade de NAG. De acordo com o
método descrito por Sanchez e Moreno (1999), também com algumas modificacdes,
quadruplicatas de 200 pL de p-nitrofenil-acetamida-u-D-glicopiranosideo (2,24 mM) em
tampao citrato 0,1 M (pH 4,5) e 100 pnL de sobrenadante foram aplicadas em placas de 96 pogos
e incubados a 37 °C durante 10 min, ap6s a incubagao foi adicionado 100 pL de tampao glicina
0,2 M pH 10,6 para parar a reagdo. A atividade foi determinada colorimétricamente usando
leitor de placas (THERMOPLATE®, TP-READER) com comprimento de onda de 405 nm

sendo expressa em densidade Optica por biopsia (mDO/bidpsia).
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3.5.7. Dosagem de Oxido Nitrico (NO)

Para a dosagem do 6xido nitrico, foi seguido o método de Green e colaboradores (1982)
com algumas modificagdes. Trés fragmentos de orelhas de cada grupo foram congelados e
triturados em almofariz com 3 mL de PBS (pH 7,4). Os homogenatos obtido foram transferidos
para tubos de ensaio e centrifugados a 7000 RPM durante 15 min a 4°C, e os sobrenadantes
foram transferidos para tubos Eppendorf devidamente identificados. 150 ul de sulfonamida a 1
% e a-naftiletilenodiamina a 0,1 %, ambos em acido fosfoérico a 5 % foram unidos para formar
o reagente de Griess e foram aplicados em placas de 96 pogos juntamente com 150 pL de
sobrenadante. A dosagem de NO foi determinada colorimétricamente usando
espectrofotdometro (SHIMADZU®, UV-1800 UV-Vis Spectrophotometer) com comprimento
de onda de 540 nm, apds 30 min de reagdo. Para isso, também foi feita uma curva de
quantificagdo com nitrito de s6dio (NaNO) a 200, 100, 50, 25, 12,5, 6,25 ¢ 3,125 uM em PBS

(pH 7,4). O experimento foi realizado em triplicata.

3.5.8. Analise histopatologica

ApoOs eutanasia e medidas de espessura e peso, dois fragmentos de orelha de todos os
grupos obtidos do experimento feito com a indugdo por 6leo de croton foram preservados em
formalina 10 % até o que fosse submetido ao processo histoloégico. As bidpsias foram
desidratadas e blocadas em parafina, as quais foram submetidas a cortes transversais de 4 pym
em um micrétomo, coradas com hematoxilina e eosina. A avalia¢do da a intensidade do edema
(espessura do corte), presencga de vasodilatacdo e infiltracao de leucocitos foram avaliadas em
areas representativas com aumentos de 100x e 200x de forma visual subjetiva, onde foram feitas
fotomicrografias utilizando um microscopio (Olympus BX4) acoplado a uma camera

fotografica digital e software Imagepro-Plus 4.5 (Media Cybernetics).

3.5.9. Analise estatistica

Todos os dados sdo apresentados como média + erro padrao da média (EPM). A diferenga
entre os grupos foi avaliada por analises de variancia (one-way anova) seguidas pelo teste de

Newman-Kleus. O n (nimero de animais) ¢ indicado nas legendas. As diferengas estatisticas
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foram consideradas significativas em valores de P menores que 0,001 (P<0,001). Os célculos

foram realizados utilizando o software estatistico GraphPad Prism versao 7.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. OBTENCAO DO EXTRATO HEXANICO DAS RAIZES E FRACIONAMENTO

Foram obtidos 2,38 kg de pé como resultado da colheita apds secagem e moagem do
material botanico, o qual foi submetido a extracdo por maceracdo em um frasco de vidro
transparente com hexano. O liquido resultante da extragdo foi filtrado e concentrado com
auxilio de um rotaevaporador (50 + 5° C). O produto resultante desse processo feito a cada 72
h até esgotamento do material foi transferido para um frasco devidamente identificado,

fornecendo 18,533 g de extrato bruto (EHBA) (Figura 16).

Figura 16: Aspecto do extrato hexanico obtido das raizes de Baccharis dracunculifolia
(EHBA).

Fonte: Autor, 2017.

EHBd foi extraido por meio de maceragao em frasco de vidro, onde foram obtidas grandes
quantidades de extrato bruto, o qual tem aspecto ceroso devido a sua alta carga de compostos
lipofilicos. Antes do fracionamento, o extrato foi submetido a analises cromatograficas de CCD

e CG-EM para a pesquisa de substancias. Assim, foi observado o perfil cromatografico do
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extrato de acordo com os parametros descritos na metodologia, e, juntamente com os relatos da
literatura da presenca do composto de interesse, no género e na propria espécie (Missima et al.,
2004; Frode, 1973), foi sugerida a presenca do OBac no extrato.

Para o fracionamento foi necessario elaborar uma elui¢ao gradiente de polaridade
compostas de hexano e acetato de etila, come¢ando com hexano 100 % e indo até acetato de
etila 100 %. Assim, obteve-se 7 fragdes, que foram avaliadas novamente por CCD e CG-EM
para observacao do perfil cromatografico e indicio da presenca do OBac em uma dessas fragoes.
Dessa maneira, destacou-se a fracao 2 (FR2) como a que apresentava mais evidencias de conter
maiores quantidades da substancia de interesse (OBac). A FR2, quando submetida a CCD, foi
caracterizada pelo aparecimento de duas manchas no sistema de eluigdo hexano acetato de etila
9:1, bem como nas analises feitas por CG-EM, dessa forma, foi preparado um sistema de eluigao
em coluna cléassica para que se pudesse separar essas duas manchas de forma efetiva. Sabendo-
se que Sawai e colaboradores (2011) utilizaram acetonitrila 85 % na fase mével para andlises
de triterpenos monoxigenados em CLAE (coluna TSK-GEL ODS-80TM - Tosoh, Tokyo,
Japdo), foi feita entdo uma coluna cromatografica cléssica isocratica com acetonitrila 100 %
para tentativa do isolamento do OBac. Foram recolhidas 15 subfra¢des (SFR) e, aquelas que
foram visualizadas com o mesmo perfil cromatografico em CCD foram agrupadas, sendo as

SFR’s de 3 a 13 reunidas e posteriormente submetidas a analises de RMM para identificagao.

4.2. ANALISE CROMATOGRAFICA DO EHBd POR CG-EM

No cromatograma do EHBd (Figura 18) sdo assinalados os compostos que foram
encontrados nas raizes dessa espécie. A alta complexidade da amostra em estado bruto pode ter
atrapalhado ou sobreposto algumas substancias. A presenca das mesmas foi avaliada por meio
da comparagdo do perfil de fragmentacdo da molécula no espectro de massas, com os das
moléculas da biblioteca do aparelho (NIST11s.lib) sendo a similaridade (SI) calculada pelo
software. Padrdes de fragmentagao relacionados as fungdes quimicas e os principais fragmentos
formados também foram considerados. O calculo do indice de Kovats e posterior comparagao
com a literatura foi feito de acordo com a expressdo matematica a seguir (Figura 17), onde X
se refere aos tempos de retencdo, z o namero de carbonos do n-alcano eluido antes e (z + 1) o

numero de carbonos do n-alcano eluido apds o pico de interesse.
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Figura 17: Representacao matematica do calculo do indice de Kovats.

log Xi —log Xz
I =100 5 5

+
log X(;4+1) — log Xz g

Fonte: Adaptado de Zellner et al., 2008.

A tabela 3 estd representada com as substincias encontradas no cromatograma, e a

estrutura das moléculas indicadas na tabela esta na figura 20.
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Cromatograma do EHBd.

Figura 18
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Fonte: Autor, com base nos dados obtidos no software GCMS Solution, 2019.
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Tabela 3: Constituintes quimicos do EHBd identificados pelo CG-EM.

Substancias TRextrato Area (%) SI IRexp TRiit
1 metil (z)-dec-2-en-4,6-di-onato 13,337 1,24 80 1517 1527
2 espatulenol 15,350 0,19 85 1586 1577
3 zierona 21,092 2,79 82 1693 1694
4 acido pentadecanoico 22,875 0,33 75 1863 1869
5 nonadecano 23,592 0,41 # 1890 1900
6 palmitato de metila 24,317 0,30 93 1920 1926
7 acido palmitico 25,433 11,32 94 1966 1968
8 palmitato de etila 25,958 3,30 95 1987 1978
9 linoleato de etila 29,818 1,87 93 2155 2162
10  palmitato de butila 30,317 0,67 95 2178 2188
11 estearato de etila 30,500 0,58 91 2186 2197
12 pentacosanal 42,833 0,89 # 2723 2738
13 tricosano 32,658 0,19 # 2286 2300
14 oxido de baccharis 49.608 26,35 81 *k 2737
15 friedelina 53,767 1,85 88 *ok 2858
16  friedelanol 54,133 1,52 88 *ok 2875

Legenda: TR, Tempo de retengdo; SI, Similaridade; IRexp, Indice de retengdo calculado do
composto; IRy, Indice de Kovats encontrado; #, compostos ndo apresentados nos dados do
software; ** IR ndo foi possivel calcular. Fonte: Autor, baseado em dados de NIST11.s; Adams,
2009; puchem.com, 2019.

Os fragmentos do composto de interesse (14) gerados de acordo com o espectro de massas
foram comparados a dados obtidos em analises feitas por Shibuya (2008), indicando a presenca
da substancia no extrato (Figura 19). Nao foi possivel fazer o calculo do indice de kovats da

molécula referida, pois o padrio n-alcanos C7.30 utilizado ndo possibilita o calculo do indice de

compostos com 30 ou mais carbonos em sua composicao.

Figura 19: Espectro de massas do OBac gerado em espectro de massas sob energia de
ionizagao de 70 eV.
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Legenda: A, Espectro encontrado na literatura. B, Espectro obtido nas andlises. Fonte: Autor,
com base em dados de Shibuya e colaboradores, 2008.
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Figura 20: Compostos encontrados no EHBd por meio de CG-EM.
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Fonte: Autor, elaborado de acordo com dados fornecidos pelo CG-EM, 2019.

4.3. ISOLAMENTO DO OXIDO DE BACCHARIS

Inicialmente, o EHBd (14,7 g) foi submetido a fracionamento cromatografico por CLV,
sendo recolhidas 7 fracdes de acordo com cada fase mével utilizada (Figura 21). Os perfis
cromatograficos em CCD das fragdes obtidas estd representado na Figura 22. A presenga do
oxido de baccharis na fragdo 2 foi indicada por analises de CCD e CG-EM sendo ela a fragado

escolhida para prosseguir com isolamento da substancia.
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Figura 21: Fragdes obtidas do EHBd por fracionamento cromatografico em CLV.

1 2 3 3.1 3.2 4 5 6 7

Fonte: Autor, 2019.

Dada a segunda fracdo como a mais promissora para o isolamento, foi feita com a mesma
uma coluna cromatografica classica, e por fim, obtiveram-se 15 SFRs representados na CCD
da Figura 21B. As subfra¢des com o mesmo perfil cromatografico foram reunidas em um tnico
frasco, e subsequentemente foi feita a analise de RMN de °C e 'H e para a identificacio da
substancia. O aspecto cristalino das fragdes reunidas que sugeriram ser o composto de interesse

estad representado na figura 23.

Figura 22: CCD das fragdes (A) e das subfracdes obtidas da fracdo 2 (B).

hexano:acetato de etila 9:1 (revelador anisaldeido sulfarico)

Legenda: CCD das fragdes obtidas em CLV (A); CCD das subfrag¢des da fragdo 2 obtidas em
CC (acetonitrila 100%) (B); destacadas em vermelho as manchas correspondentes ao 6xido de
baccharis. Fonte: autor, 2019.
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Figura 23: Aspecto cristalino do composto isolado.

Fonte: Autor, 2019.

4.3. IDENTIFICACAO DO OBac

Para a identificagdo do composto foram feitas analises de RMN de '*C (125 MHz) e 'H
(500 MHz), onde foram identificados os carbonos e hidrogénios caracteristicos da molécula, de
acordo com sua estrutura e com embasamento em dados da literatura. Nas analises de RMN de
13C s3o0 identificados dois sinais com deslocamentos quimicos nas regides de 120 a 135 ppm,
regido caracteristica de carbono de olefina (carbonos 21 e 22 na figura 24) mostrando uma
ligagdo dupla entre dois carbonos, também sdo observados 2 sinais de deslocamento quimico
entre 80 e 95 ppm, onde sdo comuns carbonos carbonilicos, os quais representam os carbonos
3 e 10 na figura 24, representando os carbonos pertencentes a ponte oxidica da molécula. Por
sua vez, as analises de RMN de 'H confirmaram mais alguns detalhes da estrutura, onde sio
observados o H-21, hidrogénio ligado a um carbono fazendo uma dupla ligagdo com outro
carbono, H-3 evidenciando um hidrogénio ligado a um carbono fazendo ligagdo com um
oxigénio, e por fim, 8 simpletos ja observados na literatura na regiao de 0,6 a 1,5 ppm
caracteristicos de hidrogénio de metilas (Figura 25), comprovando assim a estrutura do
composto isolado como sendo o 6xido de baccharis (Shibuya et al., 2008; Nurnberg et al.,

1998). Todos os dados podem ser observados na tabela 4.
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Tabela 4: Sinais obtidos no RMN de '*C e 'H de 6xido de baccharis isolado de Baccharis
dracunculifolia e dados da literatura.

oxido de baccharis (isolado) oxido de baccharis (literatura)

BC (®) 'H@®) BC (®) 'H (3)
1 32,0 - 32,0 -
2 24.9 - 24,8 -
3* 84,4 3,75 (d, J=5,6) 84,3 3,75(d, J=15,6)
4 43,5 - 433 -
5 53,3 - 53,1 -
6 19,8 - 19,6 -
7 20,3 - 20,1 -
8 39,3 - 39,1 -
9 36,7 - 37,3 -
10% 94,0 - 93,8 -
11 29,8 2,23 (td, J=13.7,4.8) 29,8 2,23 (td, J=14,0¢ 5,3)
12 32,2 - 323 -
13 34,7 - 36,5 -
14 37,5 - 39,1 -
15 29,6 - 29,4 -
16 33,0 - 34,6 -
17 30,0 - 31,8 -
18 444 - 442 -
19 43,2 - 43,0 -
20 23,2 - 23,0 -
21* 125,4 5,09, J=17.3) 125,3 5,09 J=17,3)
22* 130,9 - 130,8 -
23 23,0 0,88 () 22,8 0,88 (s)
24 24,4 1,00 (s) 242 1,00 (s)
25 22,2 1,23 (s) 22,0 1,23 (s)
26 15,5 1,02 (s) 15,4 1,02 (s)
27 20,1 1,05 (s) 20,0 1,04 (s)
28 32,4 0,89 (s) 32,8 0,89 (s)
29 17,7 1,60 (s) 17,5 1,59 (s)
30 25,8 1,68 (s) 25,7 1,67 (s)

Legenda: *C (8), deslocamento quimico do carbono em ppm; 'H (8), deslocamento quimico do
hidrogénio em ppm; (d), dupleto; (¢d), triplo-dupleto; (¢) tripleto; (s) simpleto; (ss), sobreposicdo de
sinal e (J), constante de acoplamento. Fonte: Autor, 2019, com base nos dados de Shibuya et al.
(2008) e Nurnberg et al. (1998).



Figura 24: Espectro de RMN de °C (CDCls, 125 MHz) do OBac.
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Espectro de RMN de 'H (CDCls, 500 MHz) do OBac.
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4.4. ATIVIDADES ANTI-INFLAMATORIAS TOPICAS DO EHBd E OBac

4.4.1. Efeitos do EHBd e OBac no modelo de edema de orelha induzido por dleo de croton

Como o esperado, a aplicagdo topica do 6leo de créton 2,5 % na orelha dos camundongos
promoveu aumento da espessura das orelhas (Figura 26A), enquanto o glicocorticoide
dexametasona (0,1 mg/mL), utilizado como controle positivo, reduziu a espessura das orelhas
inflamadas em 76,84 % =+ 3 ap6s 6 h de realiza¢do do ensaio, quando comparada ao controle
negativo. JA EHBd, nas doses de 0,1; 0,5 e 1,0 mg/orelha, foi capaz de reduzir em 22,03 % £ 5;
43,50 % = 4 e 43,50 % =+ 3, respectivamente (P <0,001), a espessura das orelhas inflamadas,
enquanto o triterpeno OBac promoveu a redugao foi de 54,80 % =+ 4; 68,36 % +2 ¢ 79,10 % =
3 nas doses de 0,1; 0,5 e 1,0 mg/orelha, respectivamente, a espessura apds 6h de realizacao do
ensaio.

Ap6s 24 h, a dexametasona (0,1 mg/mL) reduziu a espessura em 55,13 % + 5 %, enquanto
EHBdA foi observada redugao significativa apenas na dose de 1,0 mg/orelha (23,08 % =+ 3). Por
outro lado, ap6s 24h, o triterpeno OBac foi capaz de reduzir em 26,92 % + 8; 56,41 % = 6 ¢
64,10 % = 3 (P <0,001) a espessura quando administrado nas doses de 0,1; 0,5 e 1,0 mg/orelha,
respectivamente (Figura 26B). Com relacdo ao peso da orelha apds 24 h, a dexametasona foi
capaz de reduzir em 63,64 % + 4, enquanto o EHBd e o triterpeno OBac provocaram redugdes
proximas a 50 % na dose 0,1 mg/orelha, 60 % e 70 % nas doses de 0,5 e 1,0 mg/orelha. Vale
ressaltar ainda que, de acordo com os dados obtidos, OBac nao demonstrou diferenca
significativa nos resultados comparados a dexametasona (0,1 mg/mL) nas avaliagdes de
espessura de 6 h nas doses de 0,5 e 1,0 mg/orelha, de 24 h nas doses de 0,1; 0,5 e 1,0 mg/orelha
e no peso apos 24 h nas doses de 0,1; 0,5 ¢ 1,0 mg/orelha, nesta ultima EHBd também
demonstrou nao ter diferenca estatistica significativa de resultados comparados a dexametasona
0,1 mg/orelha (Figura 26C). Além disso, o veiculo utilizado (acetona 100 %) ndo foi capaz de

promover a formacao de edema.
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Figura 26: Avaliacdo da atividade anti-inflamatdria tépica do EHBd e OBac frente a inducao
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(C) Oleo de Créton (24h)
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Legenda: A Edema de orelha: média da diferenca entre as medidas de peso e espessura das orelhas
direita e esquerda dos camundongos; BA: Basal; VE: Veiculo; C: Controle negativo; DEX:
Dexametasona; OBac: Oxido de Baccharis EHBd: Extrato Hexanico das Raizes de B. dracunculifolia;
A: Medidas das espessuras apds 6 h da inducao; B: Medidas das espessuras apés 24 h; C: Medidas dos
pesos dos fragmentos das orelhas ap6s 24 h; *** p <0,001; representa o nivel de significancia em relagao
ao controle negativo; * p < 0,001 com relagio a DEX e = representa que ndo houve diferenga
significativa com relagdo a DEX, segundo analises estatisticas ANOVA de uma via seguida do teste de
Newman-Keuls feitas no programa GraphPad Prism 7. Cada barra representa a média £ erro padrdo
(n=8). Fonte: Autor, 2019.

Um dos modelos de inflamagdo topica mais utilizados € feito pela indugdo com 6leo de
créton, o qual possui em sua composi¢do varios ésteres derivados do forbol (Diamond et al.,
1980), sendo o 12-O-tetracanoilforbol-13-acetato (TPA) o principal constituinte. Estes ésteres
de forbol sao compostos irritantes da pele que promovem sinais inflamatérios cutaneos
semelhantes a doenga de pele psoriase quando administrados de forma multipla (indugdo por
aplicagdo multipla) (Stanley et al., 1991). Em inducdo simples a aplicacao topica de 6leo de
créton induz uma resposta inflamatoria cutanea caracterizada por vasodilatagdo e formagao de
eritema j& nas primeiras duas horas, seguido do aumento da espessura da orelha atingindo um
0 pico maximo 6 h ap6s inducao e depois tende a diminuir. Apesar da aderéncia dos leucdécitos
polimorfonucleares na parede dos vasos e a degranula¢do de mastdcitos ser observada entre a
4* ¢ 6* h, a infiltracio maxima de dessas células no tecido ¢ atingida somente 24 h apos a
aplicagdo topica do 6leo de croton (Young et al., 1983).

O mecanismo pelo qual o 6leo de croton promove a inflamagdo, estd ligado ao seu
principal componente, o TPA, que promove a ativacdo da PKC, e consequentemente a via da
MAP quinase (MAPK), FLA», indugdo da expressdo da COX-2 e ativagdo da LOX, que por sua

vez libera diversos mediadores pro-inflamatorios responsaveis pela formacdo de edema,
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migragdo de leucocitos para a derme e hiperproliferacdo celular quando aplicado multiplas
vezes (Murakawa et al., 2006; De Bernardis et al., 1994). A ativacdo da via da MAPK pela
PKC, promove a ativagdo de alguns fatores de transcri¢ao nuclear, como o NF-kB e a AP-1, os
quais desenvolvem um papel central na regulagao e produgdo de diversas proteinas pro-
inflamatorias, como citocinas (IL-1, IL-2, IL-6, IL-8, TNF-a), enzimas pro-inflamatorias
(COX-2, iINOS) e moléculas de adesdo (Pascual e Glass, 2006; Glass e Ogawa, 2006; Sanchez
& Moreno, 1999). A fosforilagdo da FLA> pela PKC resulta na liberagdo do AA seguida da
producao de prostaglandinas (PG) e leucotrienos (LT) via COX e LOX, respectivamente (Wang
et al., 2000; Young et al., 1984). O aumento dos niveis teciduais dos metabolitos do AA,
principalmente a PGE2 e o LTB4 parece ser o ponto chave para que o processo inflamatdrio se
inicie apods aplicacao do oleo de croéton (Murakawa et al., 2006).

Nakamura et al. (2003) sugerem que os metabolitos do AA, produzidos via 5-LOX, sdo
moléculas fundamentais para a formag¢do do edema e infiltragdo leucocitaria nesse modelo,
considerando que a PGE2 contribui no aumento do fluxo sanguineo por meio de sua acao
vasodilatadora, enquanto os produtos via LOX (LT) sdao necessarios para o extravasamento
plasmatico e consequente formacdo do edema e infiltragdo leucocitaria (Young et al., 1984).
Assim sendo, ¢ certo que os metabolitos do 4acido araquidonico (AA) sdo os principais
mediadores envolvidos na resposta inflamatoria induzida pelo 6leo de créton e, por isso,
compostos capazes de inibir a cascata do AA se mostram ativos no modelo de edema de orelha
induzido pelo 6leo de croton, como efetivamente demonstrado pelos corticoides, inibidores da
FLA: e inibidores da COX e/ou LOX (Gébor, 2000). Da mesma forma que esses agentes anti-
inflamatorios, a aplicacdo toépica do EHBd, bem como do composto isolado (OBac) proveniente
desse extrato também preveniram de forma significativa a formagao do edema apds a indugdo
do processo inflamatério com 6leo de croton. Além disso, a acdo antiedematogénica do OBac
apresentou eficacia comparavel ao corticéide dexametasona na dose de 1,0 mg/orelha neste

modelo.

4.4.2. Efeitos do EHBd e OBac no modelo de edema induzido por fenol

Considerando a possibilidade de acdo das amostras via mediadores mais especificos,
outros experimentos foram realizados utilizando modelos similares com diferentes agentes

flogisticos, sendo um desses agentes o fenol, o qual ¢ muito utilizado em experimentos que
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mimetizam a dermatite de contato, produzindo irritagdo imediata e gerando edema macigo em
cerca de 2 h (Lim et al 2004).

Nesse sentido, avaliou-se a formagao de edema nas orelhas dos camundongos apo6s 2 h da
indugdo. O controle positivo (dexametasona 0,1 mg/orelha) apresentou regressao da inflamagao
em 61,23 % + 2, sendo capaz de inibir o aumento do edema. EHBd nas doses de 0,1; 0,5 ¢ 1,0
mg/orelha, apresentou reducdes de espessura de 34,80 % =2, 41,41 % +2 e 55,07 % £4,¢e0
triterpeno isolado (OBac) 20,26 = 5 e 42,73 + 4 nas doses de 0,5 e 1,0 mg / orelha (Figura 27A).
Ja em relagdo as medidas de peso neste ensaio, a dexametasona foi capaz de reduzir a formagao
do edema em 44,00 % + 4, enquanto o EHBd apresentou redu¢do de 24,00 % + 4, 42,00 % + 4
e 48,00 % + 3, e o triterpeno OBac 12,00 % + 5, 46,00 % + 4 e 56,00 % =+ 5 nas trés doses
testadas respectivamente (Figura 27B). Deve-se destacar nesse ensaio que o EHBd e OBac nas
doses de 0,5 e 1,0 mg/orelha, apresentaram resultados estatisticamente semelhantes a

dexametasona 0,1 mg/orelha utilizada como controle positivo em relagdo ao peso das orelhas.

Figura 27: Avaliagao da atividade anti-inflamatoria topica do EHBd e OBac frente a indugao

por fenol.
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(B) Fenol
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Legenda: A Edema de orelha: média da diferenca entre as medidas de peso e espessura das orelhas
direita e esquerda dos camundongos; BA: Basal; VE: Veiculo; C: Controle negativo; DEX:
Dexametasona; OBac: Oxido de Baccharis EHBd: Extrato Hexanico das Raizes de B. dracunculifolia;
A: Medidas das espessuras apos 2 h; B: Medidas dos pesos dos fragmentos das orelhas apds 2 h; *** p
< 0,001; representa o nivel de significancia em relacdo ao controle negativo e ~— representa que nao
houve diferenga significativa com relagdo a DEX, segundo analises estatisticas ANOVA de uma via
seguida do teste de Newman-Keuls feitas no programa GraphPad Prism 7. Cada barra representa a média
+ erro padrdo (n=8). Fonte: Autor, 2019.

Os compostos fenolicos estdo ligados a efeitos toxicos cutdneos de dermatites
desencadeadas pelo contato da pele com materiais como tintas, resinas, cosméticos €
medicamentos (Murray et al., 2007). Os mecanismos pelos quais isso ocorre nao estdo
totalmente elucidados. No entanto, o principal mediador da manuten¢do da resposta
inflamatoria nesse caso parece ser o estresse oxidativo estabelecido pela oxida¢do dos
compostos fenolicos, por meio da agao de diversas enzimas teciduais (peroxidases, tirosinases
e prostaglandina H sintases), as quais atuam sobre a molécula irritativa (fenol), promovendo
sua oxidacdo em um radical fenoxil, que apesar de ser menos reativo que outros radicais, ¢
instavel, o que faz com que reaja com componentes do tecido cutaneo a toxicidade. Esse efeito
¢ agravado pela agdo dos tiois (componentes do mecanismo de defesa antioxidante) presentes
na pele, que reduzem os radicais fenoxil recuperando os compostos fenolicos, os quais ficam
expostos a acao das enzimas teciduais novamente, formando um ciclo que sustenta a continua
formagao de radicais livres (Murray et al., 2007; Wilmer et al., 1994).

Esse modelo ¢ de grande importancia, uma vez que o fenol mimetiza processos
inflamatérios cutaneos que ocorrem com a exposi¢ao a agentes irritantes no dia a dia. Desta

maneira, os mecanismos pelos quais 0 EHBd e OBac exercem suas atividades anti-inflamatorias
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parecem ser amplos, uma vez que a aplicagdo topica das duas amostras foi bastante eficaz em
reduzir a resposta inflamatoria desencadeada por ambos agentes flogisticos principalmente nas

doses de 1,0 mg/orelha.

4.4.3. Efeito do EHBd e OBac no modelo de edema induzido por capsaicina

Além dos modelos citados anteriormente, foi realizado um experimento utilizando o
agente flogistico capsaicina (8-metil-N-vanilil-6-nonenamida) como indutor de edema. A
analise dos dados obtidos sobre o composto isolado (OBac) evidencia redugdo da espessura de
29,10 % £+ 6, 24,87 = 6 € 29,10 £ 5 nas doses de 0,1; 0,5 e 1,0 mg / orelha respectivamente, O
EHBd nao apresentou atividade significativa em relagdo ao controle negativo (Figura 28A). Ja
na avalia¢ao do peso das orelhas EHBd apresentou reducdo da massa em relacdo ao controle
negativoem 17,39 % £ 8, 23,91 %+ 6 ¢ 8,70 % £ 4 nas trés doses testadas, e 0 OBac demonstrou
uma reducao de 39,13 % =+ 6, 39,13 % £ 5 e 34,78 % * 5 respectivamente (Figura 28B). A
dexametasona (0,1 mg/orelha) apresentou reducao na espessura de 54,50 % = 4 e peso de 45,65

% =+ 4 com relacdo ao controle negativo.

Figura 28: Avaliacdo da atividade anti-inflamatdria tépica do EHBd e OBac frente a inducao
por capsaicina.
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Legenda: A Edema de orelha: média da diferenga entre as medidas de peso e espessura das orelhas
direita e esquerda dos camundongos; BA: Basal; VE: Veiculo; C: Controle negativo; DEX:
Dexametasona; OBac: Oxido de Baccharis EHBd: Extrato Hexanico das Raizes de B. dracunculifolia,
A: Medidas das espessuras apos 1 h; B: Medidas dos pesos dos fragmentos das orelhas apds 1 h; *** p
< 0,001 representa o nivel de significincia em relagdo ao controle negativo, segundo analises estatisticas
ANOVA de uma via seguida do teste de Newman-Keuls feitas no programa GraphPad Prism 7. Cada
barra representa a média + erro padrao (n=8). Fonte: Autor, 2019.

Desde a década de 40, a capsaicina tem sido descrita por muitos pesquisadores, como um
agente capaz de induzir resposta inflamatéria em modelos animais (Gabor, 2000). Quando
aplicada topicamente, observa-se uma resposta inflamatéria neurogénica imediata que se
caracteriza por extravasamento plasmatico e consequente formagdo de edema. A capsaicina
exerce seus efeitos sobre um alvo especifico, os receptores TRPV1, localizados em fibras
aferentes primarias do tipo C e parte das fibras do tipo Ad (nociceptores) entre outros locais,
produzindo uma resposta inflamatoria rapida por meio da liberagao de neuropeptidios (peptideo
relacionado ao gene da calcitonina - CGRP, substancia P - SP, taquicininas e as monoaminas)
ocasionando a dor neurogénica (Bouclier et al., 1990; Gabor e Razga, 1992). De acordo com a
literatura (Erjavec et al., 1981 e Fewtrell, 1982), a SP induz a resposta inflamatéria pelo
aumento da permeabilidade vascular diretamente pela liberagdo de aminas vasoativas de
mastocitos, bem como pela ativagdo de receptores NKI. J4 a serotonina produz o
extravasamento plasmatico pela acao direta na microvasculatura, induzindo a vasodilatacao via
receptor 5-HT1 sobre os vasos sanguineos (Jazayeri et al., 1989). Em nosso estudo, o EHBd
demonstrou ser efetivo nesse modelo de inflamacgao, enquanto o OBac nao foi capaz de inibir

o edema induzido pela capsaicina, sugerindo que o extrato possa ter uma possivel acdo de
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analgesia em caso de inflamag¢des neurogénicas. Por outro lado, o composto isolado OBac
parece ndo ter acdo sobre receptores especificos da via inflamatoria desencadeada pela

administracao topica de capsaicina.

4.4.4. Efeito do EHBd e OBac no modelo de edema induzido por histamina

Com intuito de avaliar outras possibilidades de mecanismo de acdo anti-inflamatoria,
tanto o extrato bruto (EHBd) quanto o OBac foram testados no modelo de indu¢do por
histamina, sendo as medidas realizadas apds 1 h e 30 min da indugdo, utilizando neste modelo
como controles positivos dois agentes anti-inflamatorios, o glicocorticoide dexametasona (0, 1
mg/orelha) e o anti-histaminico de referéncia dexclorfeniramina (DCF) (0,1 mg/orelha).

A analise dos dados obtidos mostra que, por meio da avaliagdo da espessura das orelhas,
a dexametasona foi capaz de reduzir em 55,50 % =+ 4 a formacao do edema, enquanto a DCF
reduziu em 69,38 % =+ 2 (Figura 29A). Por outro lado, o tratamento tdpico com o extrato EHBd,
nas doses de 0,1; 0,5 e 1,0 mg/orelha, promoveu a reducao significativa da formagao do edema
induzido por histamina em 20,57 % =+ 2, 29,19 % + 2 e 36,36 % + 3, respectivamente. J4 o
triterpeno Obac foi capaz de reduzir significativamente a espessura das orelhas em 7,66 % + 2,
21,53 % + 3 e 45,45 % + 3 nas doses de 0,1; 0,5 e 1,0 mg/orelha, respectivamente.

Com relagao as medidas de peso para avaliagao da reducao do edema, a dexametasona e
a DCF apresentaram reducdo de 47,50 % + 4 ¢ 62,50 % =+ 3, respectivamente, enquanto o extrato
EHBd apresentou redugdo de 32,50 % =+ 5, 45,00 % + 4 e 47,50% =+ 5 nas trés doses
administradas e o triterpeno OBac redu¢do de 20,00% = 2 e 27,50 % =+ 4 somente nas duas

maiores doses avaliadas (Figura 29B).
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Figura 29: Avaliacdo da atividade anti-inflamatdria tépica do EHBd e OBac frente a inducao
por histamina.
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Legenda: A Edema de orelha: média da diferenga entre as medidas de peso e espessura das orelhas
direita e esquerda dos camundongos; BA: Basal; VE: Veiculo; C: Controle negativo; DEX:
Dexametasona; OBac: Oxido de Baccharis EHBd: Extrato Hexanico das Raizes de B. dracunculifolia;
A: Medidas das espessuras apds 1 h e 30 min; B: Medidas dos pesos dos fragmentos das orelhas apos 1
h e 30 min; *** p < 0,001; representa o nivel de significAncia em relacdo ao controle negativo e =
representa que ndo houve diferenca significativa com relagdo a DEX, segundo andlises estatisticas
ANOVA de uma via seguida do teste de Newman-Keuls feitas no programa GraphPad Prism 7. Cada
barra representa a média =+ erro padrao (n=8). Fonte: Autor, 2019.
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Reagdes imediatas do tipo alérgica em resposta a diversos alérgenos sdo desencadeadas
por mastdcitos, os quais, por meio da interacdo dos seus receptores de superficie com a IgE,
conduzem a degranulagao e liberagdo de diversos mediadores vasoativos pro-inflamatérios e
nociceptivos, como a histamina, citocinas (IL-6, IL-8, IL-13), prostaglandinas (PGD2),
leucotrienos (LTC2), TNF-a e o fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF) (Theoharis
et al., 2007). A histamina estimula fibras nervosas sensitivas por meio de mecanismos H1-
dependentes que resulta em prurido. Uma das principais fungdes fisiopatoldgicas da histamina
¢ a sua agdo como mediador das reagdes de hipersensibilidade como a urticaria. A liberagao
desse mediador causa vasodilatacdo e um aumento na permeabilidade vascular, promovendo,
assim, uma resposta edematogénica (Rang et al., 2007; Brand et al., 2002). Comparativamente,
o EHBd apresenta um efeito antiedematogénico melhor em relacio ao OBac na resposta
inflamatéria cutanea induzida da histamina. Dessa maneira, este extrato poderia ser 1til no
alivio de alguns sintomas da hipersensibilidade imediata, como o prurido presente em algumas
situagdes como picadas de insetos e contato com alérgenos oriundos de plantas por exemplo.
No entanto, para tal indicacao ainda ¢ necessario a realizacao de experimentos adicionais que
confirmem sua atividade antipruriginosa. Os resultados sugerem ainda que tanto o EHBd
quanto o OBac possuem relagdo de dose-dependéncia quando observado as medidas de

espessura, sugerindo que podem interferir no processo inflamatorio por essa via.

4.4.5. Influéncia do EHBd e OBac na atividade de MPO

A mieloperoxidase (MPO) ¢ uma enzima encontrada nos granulos intracelulares de
neutrofilos e sua atividade ¢ considerada um marcador enzimatico da infiltragao de células
polimorfonucleadas (especialmente neutrofilos) no tecido submetido a inflamagao (Lloret e
Moreno, 1995). Uma vez no local inflamado, os neutrofilos liberam uma variedade de
substancias, tais como EROs, mediadores pré-inflamatoérios e enzimas proteoliticas, como a
MPO, contribuindo de forma significativa na manutengao do processo inflamatério (Bradley et
al., 1982).

Considerando a importancia desta atividade na avaliacdo da inibicdo de processos
inflamatorios, as medidas da atividade de MPO foram realizadas a partir do material obtido nas
biopsias de orelhas dos animais submetidos a inflamagao induzida por 6leo de créton. Como
mostrado na figura 30, o tratamento topico com dexametasona (0,1 mg/orelha) foi capaz de

diminuir a atividade da MPO em 57,64 % + 1. Ja o triterpeno OBac foi capaz de diminuir a
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atividade da MPO em 34,30 % + 4; 23,55 % = 5 € 22,31 % =+ 3 nas doses de 0,1; 0,5 ¢ 1,0
mg/orelha, respectivamente, enquanto o EHBd reduziu em 51,24 % + 4 (0,1 mg/orelha); 56 %
+ 4 (0,5 mg/orelha) e 43,60 % + 3 (1 mg/orelha) a atividade da MPO.

Figura 30: Avaliacdo de atividade enziméatica de MPO no tratamento topico com EHBd e
OBac nas orelhas inflamada dos camundongos induzidas por 6leo de croton.
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Legenda: BA: Basal; VE: veiculo; C: controle negative; DEX: dexametasona, OBac: 6xido de
baccharis ¢ EHBd: extrato hexanico de B. dracunculifolia; *** p < 0,001; representa o nivel de

significancia em relacdo ao controle negativo e = representa que nao houve diferenca significativa com
relacdo a DEX, segundo andlises estatisticas ANOVA de uma via seguida do teste de Newman-Keuls
feitas no programa GraphPad Prism 7. Cada barra representa a média+erro padrdo (n=8). Fonte: Autor,
2019.

Os neutréfilos sdo os primeiros tipos celulares a migrar para a regido exposta ao estimulo
nocivo. Esse processo envolve uma interacdo complexa dos leucocitos com o endotélio através
da expressao de moléculas de adesdo de superficie (selectinas, ICAM e integrinas), sendo
também facilitado pela acdo de agentes quimiotaticos, como a IL-8, C5a ¢ LTB4 (Rang et al.,
2007; Sherwood e Toliver-Kinsky, 2004; Arnhold, 2003). Esse tipo celular ¢ importante no
controle da invasdo de patdogenos, no entanto, sua ativagdo inadequada pode causar lesdes
teciduais e contribuir para o processo inflamatorio exagerado (Hurtado-Nedelec et al., 2014).
A MPO, encontrada principalmente nos granulos azuro6filos dos neutréfilos, ¢ uma enzima de
grande importancia na defesa do hospedeiro contra infec¢cdes microbianas. Esta enzima
transforma o peroxido de hidrogénio (H20O2), que é formado durante o metabolismo oxidativo,

em acido hipocloroso (HOCI), quando em contato com ions Cloro (CI7). O HOCI ¢ um oxidante
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altamente toxico, que uma vez produzido no interior dos fagossomos, tornam-se uma arma
potente contra patdogenos (Aratani et al., 1999; Guilpain et al., 2008). A aplica¢do do 6leo de
croton aumenta de forma gradual os niveis da enzima MPO e a inibicao de sua atividade,
promovida pela administracdo de um determinado composto, pode ser decorrente da redugdo
do recrutamento de neutrofilos no tecido inflamado, da inibigdo direta desta enzima ou ainda
da reducdo da disponibilidade de seu substrato (H202) (Arnhold, 2003). A MPO também
catalisa a formagao de hipotiocianato e promove a oxidagao de grupamentos fenol e anilina. As
células endoteliais também sofrem efeito da MPO, pois se a enzima internalizar na célula,
produzird oxidantes intracelulares, podendo contribuir para o aumento do dano tecidual nos
processos inflamatérios. Esses sdo alguns dos motivos pelos quais vem sendo associada 8 MPO
a diversas situagdes patoldgicas, principalmente nas que existe um processo inflamatdrio
mediado por neutrofilos (Aratani et al., 1999; Guilpain et al., 2008).

Assim, se a migracao dos neutréfilos para a area inflamada for diminuida ou a enzima for
inibida haverd diminuicdo dos danos causados nos tecidos por enzimas hidroliticas e por
espécies reativas (Garrido et al., 2004). O OBac e principalmente o EHBd apresentaram
atividade de inibicdo do aumento da atividade da enzima MPO no modelo de inflamagao
cutanea aguda induzida pela aplicacdo topica de 6leo de créton, inferindo que ambos sao
capazes de diminuir sua atividade no pico maximo de infiltrados de leucécitos (24 h), sugerindo,
assim, que possa ter ocorrido um mecanismo inibitério que chegam proximos dos niveis basais

(EHBd 0,1 e 0,5 mg/orelha).

4.4.6. Influéncia dos EHBd e OBac na atividade de NAG

A infiltragdo de leucdcitos mononucleares € geralmente avaliada em modelos de inducao
feitos por aplicagdes multiplas de um determinado agente flogistico, principalmente do 6leo de
croton. A NAG ¢ uma enzima lisossomal produzida por macrofagos ativados, cuja medida de
atividade ¢ considerada um indicador indireto da presenca de células mononucleares no local
afetado pela inflamacdo (Barcelos et al., 2004, Bailey, 1988). Apesar dessas células poderem
ser encontradas na inflamag¢do aguda, a elevagdo da NAG ¢ uma caracteristica da inflamacao
cronica (Igbal et al., 2008).

Neste sentido, para fins de avaliacdao sobre a infiltragao desse tipo celular, a atividade
NAG também foi avaliada (24 h ap6s a indugdo e tratamento). Como podemos observar na

figura 31, a dexametasona (0,1 mg/orelha) apresentou 53,84 % de inibicdo da atividade de
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NAG, enquanto o extrato EHBd apresentou um percentual de inibi¢do da atividade de NAG ao
redor de 60 (60,76) % para todas as doses administradas. J4 o triterpeno OBac mostrou inibi¢ao
de 52,90 % +2,46,57 % = 1 e 43,62 % da atividade de NAG nas doses 0,1; 0,5 e 1,0 mg/orelha,

respectivamente (Figura 31).

Figura 31: Avaliacao de atividade enzimatica de NAG no tratamento topico com EHBd e
OBac nas orelhas inflamadas dos camundongos induzidas por d6leo de croton.
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Legenda: B: Basal; VE: veiculo; C: controle negative; DEX: dexametasona; OBac: ¢xido de baccharis
e EHBd: extrato hexanico de B. dracunculifolia; ; *** p <0,001; representa o nivel de significincia em
relagdo ao controle negativo; #* p < 0,001 com relagdo a DEX; = representa que ndo houve diferenga
significativa com relagdo a DEX e & representa que ndo houve diferenga significativa com relagdo ao
basal, segundo analises estatisticas ANOVA de uma via seguida do teste de Newman-Keuls feitas no
programa GraphPad Prism 7. Cada barra representa a médiat+erro padrao (n=8). Fonte: Autor, 2019.

Além do acumulo de neutrofilos, o acimulo de leucocitos mononucleares € também uma
caracteristica comum do modelo de edema de orelha induzido por 6leo de croton, sendo ambos
consequéncia do aumento dos niveis de eicosanoides e da expressao da COX-2 (Sanchez e
Moreno, 1999; Gabor, 2000). A NAG ¢ uma enzima lisossomal produzida por mondcitos
ativados, principalmente macréfagos. Em um processo cronico o principal tipo celular
observado sdo as células mononucleares (Bailey, 1988) que, uma vez ativados, sofrem
degranulacdo, promovendo a liberacdo de inumeros mediadores inflamatorios, incluindo
aminas bioativas (histamina, serotonina), citocinas € quimiocinas, assim como mediadores
lipidicos. Esses mediadores promoverao o recrutamento e a ativacdo de outras células

inflamatorias, o que leva a sustentagdo do processo (Lawrence e Gilroy, 2007). A inibicdo de
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forma significativa a atividade da NAG, parece ser mais uma a¢ao anti-inflamatdria importante
do extrato EHBd e do composto isolado OBac. O extrato (EHBd) demonstrou ainda uma
diminui¢do da atividade de NAG menor que a do controle positivo nas 3 doses, e OBac na dose
de 0,1 mg/orelha demonstrou um resultado estatisticamente igual a dexametasona 0,1
mg/orelha, sugerindo que, tanto o EHBd quanto o triterpeno OBac possuem uma &tima
atividade frente a esta enzima no ensaio avaliado ap6s 24 horas de indu¢do por 6leo de croton,
evidenciando a possibilidade destas duas amostras terem potencial para tratar inflamacgdes

cronicas, que envolvem alta atividade de macréfagos, principais possuidores dessa enzima.

4.4.7. Influéncia dos EHBd e OBac no doseamento de NO

O oxido nitrico (NO) ¢ sintetizado a partir de varios tipos celulares envolvidos na resposta
imune ¢ inflamatoria, sendo uma isoforma da enzima 6xido nitrico sintetase (NOX-2 ou iNOS)
a principal envolvida nessa produgdo. O NO ¢ uma substancia humoral 1abil, responsavel pela
atividade do fator relaxante derivado do endotélio (EDRF) e causa vasodilatagao relaxando o
musculo liso vascular via estimulagdo da guanilato ciclase soluvel. Pode ser formado em
macrofagos ativados por lipopolissacarideo (LPS) ou citocinas e, além disso, agentes flogisticos
(6leo de créton, carragenina) e mediadores inflamatérios (leucotrieno B4) induzem ou
aumentam a formacgao e liberagao de NO a partir de células PMNs. Dessa forma, no local de
uma reacao inflamatoria aguda, todas as condigdes sdo atendidas para a geragao de NO e para
um papel desse composto como mediador inflamatorio (Ialenti, 1992). Em inflamagdes cronicas
(como artrite, gastrite ou doenga inflamatoria intestinal, por exemplo) a inibi¢ao da producao
de NO resulta em beneficios (Weinberg, 2000). Como observado na figura 32, a dexametasona
(0,1 mg/orelha) apresentou redugdo de 39,73 % na producao de NO, enquanto o extrato EHBd
inibiu em 38,21%, 48,71 % e 44,66 + 1 % nas doses de 0,1; 0,5 ¢ 1,0 mg/orelha,
respectivamente. Ja o triterpeno isolado Obac apresentou redugao de 53,27 %, 30,42 % £ 1 e

38,21 % nas doses de 0,1; 0,5 e 1,0 mg/orelha, respectivamente.
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Figura 32: Doseamento de NO no tratamento topico com EHBd e OBac nas orelhas
inflamada dos camundongos induzidas por 6leo de croton.
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Legenda: BA: Basal; VE: veiculo; C: controle negative; DEX: dexametasona; OBac: 6xido de
baccharis ¢ EHBd: extrato hexanico de B. dracunculifolia; *** p < 0,001; representa o nivel de
significAncia em relagdo ao controle negativo; ** p < 0,001 com relagdo a DEX; = representa que ndo
houve diferenga significativa com relagdo a DEX e ® representa que ndo houve diferenga significativa
com relacdo ao basal, segundo analises estatisticas ANOVA de uma via seguida do teste de Newman-
Keuls feitas no programa GraphPad Prism 7. Cada barra representa a média + erro padrdo (n=8). Fonte:
Autor, 2019.

O NO ¢ uma pequena molécula sintetizada por diferentes tipos de células em varios
tecidos. Exerce multiplas fungdes fisioldgicas dentre as quais estd a participagdo na resposta
contra patdgenos, controle da pressdo arterial, da circula¢do sanguinea, da fungao das plaquetas
e ainda, da neurotransmissao no SNC e nervos periféricos (Bogdan et al., 2000).

MacMiking e colaboradores (1997), descreveram a participagao do NO na fun¢ao dos
macrofagos, em especial, como um produto citostatico ou citotdxico contra virus, bactérias,
fungos, protozoarios, helmintos e células tumorais. Isso ocorre porque o NO e suas formas
(NO+ e NO-) sao facilmente penetraveis na membrana plasmatica e causam a peroxidacao
lipidica. Para Cuzzocrea (2004), os radicais livres, sobretudo espécies reativas do oxigénio
(EROs) e NO, podem funcionar como mediadores da inflamacao e/ou destruicao de tecidos em
doencas inflamatorias. Tais reagentes sdo capazes de induzir a morte celular por necrose e, por
1sso, em alguns casos, a diminui¢ao nos niveis de NO pode ser desejavel, por minimizar o dano
tecidual.

Este mediador ainda é capaz de inibir a expressdo de diferentes genes relacionados a

doengas inflamatoérias, como os relacionados as quimiocinas, citocinas, ciclo-oxigenase-2
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(COX-2) e moléculas de adesdo (Colasanti e Persichini, 2000). Além disso, sabe-se que em
ambos os processos inflamatérios, agudo ou cronico, o NO exerce grande influéncia
fisiopatoldgica, alterando a expressao de moléculas de adesdo como a molécula de adesao
intercelular (ICAM) (cuja expressao, em parte, ¢ relacionada a ativagao da via NF-kB) e P-
selectinas. Com isso, a interagdo entre leucdcitos e endotélio e a infiltragao de leucocitos no
tecido inflamado pode ser potencializada na presenca de NO (Laroux et al., 2001). Deste modo,
0 NO esta envolvido com varios processos ligados a doengas inflamatdrias como psoriase, lupus
sist€émico e choque séptico (El Hilaly et al., 2018).

Embora o NO seja importante na defesa contra organismos infecciosos e regulador de
outras atividades funcionais, o mesmo ¢ capaz de causar a morte de muitos tipos de células
imunes e inflamatorias. Sua acao também ¢ Util para aumentar a resposta inflamatdria em varias
doengas, incluindo patologias autoimunes (Coleman, 2001). Assim, a redu¢do da concentragao
de NO tem uma implicacdo direta na reducao da inflamacao e de seu dano. Considerando que
o tecido inflamado induzido por 6leo de croton também estimula a produgdo de NO, podemos
observar que, tanto o EHBd quanto o OBac mostraram uma diminuic¢ao dos niveis de NO apds
24 h da indugdo na comparacao com controle negativo, sendo atingidos os niveis basais nas
doses 0,1; 0,5 e 1,0 mg / orelha para o EHBd. Ja nas doses 0,1 mg/orelha para o OBac ¢
dexametasona (estatisticamente iguais) foram atingidos valores menores que os basais. Assim,
pode-se sugerir que estas amostras tem potencial no combate de processos inflamatdrios que

envolvem esse marcador.

4.4.8. Analise histopatologica dos efeitos do EHBd e OBac

Para a confirmacao do efeito anti-inflamatério do extrato bruto e composto isolado, foi
feita a analise histologica subjetiva em dois aumentos Opticos (Figura 33 e 34). Considerando
os parametros do processo inflamatério de uma forma geral, a andlise histopatologica e a
comparagao do tecido auricular obtido das biopsias no modelo de edema de orelha induzido por
0leo de croton apos 24 horas, o controle negativo apresentou aumento da espessura bem
evidenciado, como pode ser visto na figura 32, demonstrando ainda aumento da vasodilatagao
e infiltrados de células inflamatérias. Por outro lado, o controle positivo (dexametasona 0,1
mg/orelha) demonstra uma diminui¢do expressiva do edema, da vasodilatagao e de infiltrados
leucocitarios (Figura 34D). No grupo que nao houve aplicagao do 6leo de croton, os parametros

inflamatorios nao foram alterados (Figura 34A e B).
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J& a analise histologica das orelhas tratadas com o EHBd permite evidenciar uma
diminui¢do nos parametros, edema e da vasodilatacdo. Contudo, uma diminui¢do de menor
intensidade em relacao ao controle positivo nas trés doses testadas, sobretudo na vasodilatagao
(Figura 34E, F e G).

Da mesma maneira, na analise histologica subjetiva das orelhas foi observado que o OBac
reduziu a vasodilatagdo e teve um desempenho melhor sob o pardmetro de espessura e
infiltrados de leucodcitos se comparado ao desempenho do EHBd, mas ndao melhor que a

dexametasona nas trés doses testadas (figura 34H, I e J).
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Figura 33: Fotomicrografia de cortes transversais das orelhas inflamadas (modelo de inducao
com 0leo de créton) apos 24 h do tratamento (coloragdo hematoxilina e eosina a 100x).

100 pm

Legenda: A: Basal, B: Veiculo (Acetona); C: Controle negativo (Solucdo fisiologica); D:
Dexametasona 0,1 mg/orelha; E: EHBd 0,1 mg/orelha; F: EHBd 0,5 mg/orelha; G: EHBd 1,0
mg/orelha; H: OBac 0,1 mg/orelha; I: OBac 0,5 mg/orelha; J: 1,0 mg/orelha. Fonte: Autor, 2019.



Figura 34: Fotomicrografia de campos de cortes transversais das orelhas inflamadas (modelo
de indu¢ao com o6leo de croton) apds 24 h do tratamento (coloragdo hematoxilina e eosina a
200x).

Legenda: A: Basal, B: Veiculo (Acetona); C: Controle negativo (Solucdo fisiologica); D:
Dexametasona 0,1 mg/orelha; E: EHBd 0,1 mg/orelha; F: EHBd 0,5 mg/orelha; G: EHBd 1,0
mg/orelha; H: OBac 0,1 mg/orelha; I: OBac 0,5 mg/orelha; J: OBac 1,0 mg/orelha. As chaves indicam
edema, as setas apontadas para a direita indicam leucdcitos na derme e as setas apontadas para a esquerda
indicam vasos sanguineos dilatados. Fonte: Autor, 2019.



78

Além disso, analises histopatologicas dos cortes transversais do tecido de orelha, obtidos
de modelo induzido por 6leo de croton, parecem demonstrar diminui¢ao do edema por EHBd e
OBac, pois percebe-se uma pequena redugao de espessura da orelha (edema) e diminuigao da
vasodilatacdo. Nas amostras oriundas do tratamento com o OBac, através da visualizacao das
laminas, pode-se perceber também uma ligeira diminuicdo da presenga de infiltrados
leucocitarios. Contudo, nos ensaios de atividade enzimatica frente a MPO e NAG, o extrato
EHBd mostrou melhor resultado em relacdo ao OBac. Uma possivel explicacao para tal fato
poderia ser que, o mecanismo do EHBd possivelmente estaria envolvido na inibi¢ao destas
enzimas € ndo no recrutamento das células inflamatdrias (que possuem estas enzimas) para o
local inflamado.

Considerando todos os ensaios realizados e a melhor visualizacdo da sintese dos seus
resultados, bem como o desempenho do EHBd ¢ OBac nos mesmos, a partir das médias de
valores que evidenciaram a atividade inibitoria das duas amostras, em suas menores doses (0,1
mg/orelha), a figura 35 foi elaborada. Foram considerados dados no pico maximo de inflamagao

de cada modelo.

Figura 35: Inibi¢ao na formag¢ao de edema feita pela Dexametasona, EHBd e OBac avaliadas
através das medidas de espessura, e inibi¢cdo das atividades enzimaticas (MPO e NAG) e
dosagem de NO na dose 0,1 mg/orelha.
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Legenda: OC: edema induzido por 6leo de croton; F: edema induzido por fenol; C: edema induzido por
capsaicina; H: edema induzido por histamina; MPO: atividade de mieloperoxidase; NAG: atividade de
N-acetil-#-D-glucosaminidase e NO: dosagem de 6xido nitrico. Fonte: Autor, 2019.
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Com relagdo aos quatro modelos de inflamagdo in vivo avaliados, na via relacionada ao
6leo de croton, a atividade do OBac (0,1 mg/orelha) na redu¢do do edema foi mais que o dobro
em relacdo ao EHBd nessa dose, sugerindo que este triterpeno possa ser um potencial inibidor
da via inflamatéria desencadeada pela acdo da FLA». Apesar do bom resultado obtido, estudos
complementares como o modelo de indugdo inflamatéria por aplicacdo multipla de 6leo de
croton podem dar uma nog¢ao maior sobre o verdadeiro potencial das amostras para tratamento
de doengas como a psoriase.

Sobre a avaliacao feita no modelo induzido por fenol a hipotese de o extrato EHBd conter
outras substancias anti-inflamatérias de diferentes mecanismos de agdo ¢ reforcada pelo fato do
EHBd ter apresentado resultados bem positivos no ensaio, sugerindo que o extrato EHBd possa
agir frente a peroxidases, tirosinases e¢ prostaglandina H sintases, as quais atuam sobre a
molécula do fenol. Contudo, mesmo com uma atividade ndo pronunciada na dose de 0,1
mg/orelha no modelo induzido pelo fenol, de todo modo, o OBac também obteve um resultado
consideravel nas outras doses, sugerindo que tanto o extrato quanto esta substancia possam ter
um potencial a ser explorado em inflamagdes causadas por agentes irritativos que envolvem a
peroxidacao lipidica (dermatite de contato).

Em contrapartida no ensaio feito por indugdo com capsaicina, diferentemente do EHBd,
0 OBac demonstrou uma inibi¢do significativa na formagao do edema e inflamag¢do induzidos
por capsaicina, a qual ¢ uma via inflamatoria que envolve a liberagdo de neuropeptidios em
fibras aferentes (como o CGRP, substancia P, taquicininas e as monoaminas, como a histamina
e a serotonina) (Bouclier et al., 1990; Gabor & Razga, 1992), EHBd nao apresentou resultados
significativos em nenhuma dose neste ensaio. Estes resultados sugerem que o OBac tem
potencial para atuar nesta via inflamatéria que envolve a liberagdo de neuropeptidios e causa
dor.

Com relagdo ao ensaio anti-inflamatorio realizado por inducao de histamina, o EHBd teve
um resultado melhor que OBac nessa dose (0,1 mg/orelha), porém nas outras doses
apresentaram resultados semelhantes. Os resultados sugerem que EHBd e 0 OBac possam atuar
em fungdes fisiopatoldgicas envolvendo a histamina, a qual executa o papel principal em
reacoes de hipersensibilidade do tipo I, como a urticaria (Rang et al., 2007; Brand et al., 2002).

Considerando o modelo de inducdo feito com 6leo de créton, a atividade de MPO ¢ o
processo inflamatdrio na pele, em doencas inflamatorias cutdneas a presenca de um intenso
infiltrado leucocitario ¢ bastante marcante como a primeira linha de defesa do organismo contra
patogenos (Nemeth e Mocsai, 2012). Os PMNs, também conhecidos como neutrofilos tem agao

primordial na resposta inflamatéria aguda, possuindo, para tanto, uma maquinaria especializada
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capaz de degradar proteinas reconhecidas como estranhas (Nemeth e Mocsai, 2012). A MPO,
encontrada principalmente nos neutréfilos, ¢ responsavel por produzir espécies oxidantes
altamente toxicas, que se tornam uma potente arma contra patogenos (Aratani et al., 1999;
Guilpain et al., 2008). Dessa maneira, se a enzima internalizar na célula epitelial ela produzira
oxidantes intracelulares no meio intracelular, podendo contribuir para o aumento do dano
tecidual nos processos inflamatdrios. Assim, de acordo os resultados obtidos no modelo de
MPO, o EHBA foi capaz de diminuir a atividade de MPO de maneira mais efetiva que o OBac.
Neste sentido e, considerando que nas analises histologicas o extrato EHBd nao foi efetivo em
reduzir a infiltracdo de células inflamatorias, sugere-se que o EHBd possa atuar inibindo a
enzima MPO ao invés de atuar no recrutamento de células. Por outro lado, apesar do OBac ndo
ter sido tdo eficaz em inibir a atividade da MPO quanto a EHBd, as analises subjetivas das
laminas histoldgicas sugerem que o OBac ¢ mais efetivo em reduzir o infiltrado inflamatorio,
sugerindo que este triterpeno possa atuar melhor em mecanismos de sinalizacdo do que de
inibi¢do enzimatica da inflamagao.

O acumulo de neutréfilos, bem como o de leucdcitos mononucleares, sdo caracteristicas
comuns do modelo de edema de orelha induzido por 6leo de croton, devido ao aumento dos
niveis de eicosanoides e da expressdo da COX-2 (Sanchez e Moreno, 1999; Gabor, 2000). A
NAG ¢ produzida principalmente por macrofagos, que quando ativados, sofrem degranulacao
promovendo a liberagdo de intimeros mediadores inflamatorios. Esses mediadores sdo
responsaveis pelo recrutamento e a ativagdo de outras células inflamatérias, o que leva a
sustentagdo e cronicidade do processo (Lawrence e Gilroy, 2007). Sendo assim, a medida da
atividade da NAG ¢ considerada um indicador indireto da presenca de células mononucleares
no foco inflamatorio (Bailey, 1988). Deste modo, mais uma acao anti-inflamatéria importante
do EHBd e do composto OBac pode ser relatada, uma vez que os resultados obtidos sugerem
que a houve inibi¢do da atividade da NAG, principalmente pelo OBac, porém testes precisam
ser feitos para demonstrar mais detalhadamente seu papel em inflamagdes cronicas e
persistentes.

Com relagao ao NO, que atua como um produto citostatico ou citotoxico contra infecgoes
e células tumorais, que pode também funcionar como mediador da inflamagao e/ou destruicao
de tecidos em doencas inflamatorias, sendo capazes de induzir a morte celular por necrose
(MacMiking et al., 1997). Além disso, o NO pode exercer grande influéncia fisiopatolégica,
alterando a expressao de moléculas de adesao nos processos inflamatorios agudos ou cronicos,
tendo grande importancia no processo inflamatodrio. Este conjunto de agdes faz com que seja

necessario o controle de sua a¢do para minimizar o dano tecidual e/ou diminuir a taxa de células
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inflamatorias que migram para o tecido através da diapedese consequente a adesdo das mesmas
nas paredes dos vasos sanguineos adjacentes ao local lesado (MacMiking et al., 1997). Neste
sentido, mais uma vez, tanto o EHBd quanto o OBac demonstraram ser efetivos em reduzir a
producao do NO nos tecidos das orelhas inflamadas, sugerindo que ambas as amostras possam
ter atividade também na via do 6xido nitrico, principalmente o triterpeno OBac.

Portanto, tomados em conjunto, os resultados obtidos neste trabalho mostram que o EHBd
e 0 Obac sdo capazes de reduzir o edema em diversos modelos, comprovando a hipdtese de que
tanto o extrato hexanico das raizes de B. dracunculifolia € o composto OBac isolado possuem

propriedades anti-inflamatdrias topicas.
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5. CONCLUSAO

A caracterizagdo quimica do extrato hexanico de B. dracunculifolia (EHBd) por CG-EM
evidencia como principal constituinte o 6xido de baccharis (OBac), o qual neste trabalho, foi
isolado e purificado de forma distinta das previamente reportadas na literatura sendo,
porteriormente identificado por técnicas espectroscopicas.

Este ¢ o primeiro relato da atividade anti-inflamatoria in vivo do extrato hexanico EHBd
e do OBac em diversos modelos de inflamagdo cutdnea, sendo o efeito anti-inflamatorio
relacionado, sobretudo, a inibigdo da formagdo de edema e migracao leucocitaria. Em alguns
modelos, este efeito anti-inflamatodrio alcanga niveis proximos aos basais e, estatisticamente,
similares ao controle positivo utilizado.

Considerando as possibilidades de mecanismos de a¢do, o OBac apresenta maior
possibilidade de agdo nas vias envolvidas com a ativacdo da PKC e FLA», e também age de
forma consideravel na via da inflamagao neurogénica. O OBac ¢ o EHBd também apresentam
atividade inibitoria frente a ativagao de queratindcitos e espécies reativas de oxigénio sem
ativacao da PKC (modelo de inducao por fenol). E além disso, ambas as amostras demonstraram
ser ativas na via inflamatoria da histamina.

Os resultados obtidos evidenciam que as raizes de B. dracunculifolia apresentam
potencial para serem exploradas futuramente como matéria-prima para a producao de produtos
intermediarios e fitoterapico para o tratamento de doencgas inflamatorias de pele, considerando
também, que podem ser utilizadas para a obtencdo de triterpeno com grande potencial anti-

inflamatorio.
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ANEXO A

Protocolo CEUA

SERVICO PUBLICO FEDERAL
UNIVERSIDADE FEDERAL DE JUIZ DE FORA
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS - CEUA

CERTIFICADO

A COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) da PRO-REITORIA DE
PESQUISA/UFJF, em reunido realizada em 21/08/2018, analisou o protocolo ne.
022/2018 intitulado “Potencial Farmacolégico de Produtos Naturais Extraidos das
Espécies Centaurea benedicta L., Baccharis dracuncufolia DC e Solidago chilensis
Meyen Usando Modelos in vivo de Inflamagao”, projeto de pesquisa sob a
responsabilidade de Orlando Vieira de Souza e colaboragao de Guilherme Cabral
Gongalves e Ademar Alves da Silva Filho, a ser realizado no periodo de 01/11/2018
a 31/10/2021. Por estar de acordo com os Principios Eticos na Experimentagéo
Animal, adotados pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagao Animal
(CONCEA), foi aprovado pela CEUA. Serao utilizados 720 machos de Camundongo
heterogénico Swiss 30 a 40 dias de idade, projeto a ser realizado no Biotério do
Laboratério de Farmacia no Campus da Universidade Federal de Juiz de Fora. O
prazo de validade desse certificado € equivalente a vigéncia do projeto prorrogavel
por mais um ano, desde que seja enviada justificativa a CEUA durante a vigéncia do
projeto de acordo com orientacéo técnica do CONCEA.

CERTIFICATE

We certify that the protocol n. 022/2018- CEUA about “Potencial Farmacologico de
Produtos Naturais Extraidos das Espécies Centaurea benediclta L., Baccharis
dracuncufolia DC e Solidago chilensis Meyen Usando Modelos in vivo de
Inflamagao”, under responsability of Orlando Vieira de Souza and collaboration of
Guilherme Cabral Gongalves and Ademar Alves da Silva Filho, is in agreement with
the Ethical Principles in Animal Research adopted by Brazilian Council for Control of
Animal Experimentation (Concea) and was approved by the PRO-REITORIA DE
PESQUISA/UFJF — ETHICAL COMMITTEE FOR ANIMAL HANDLING (CEUA) in
21/08/2018. For the development of this research 720 males of lineage heterogenic
Swiss mice, will be delivered as requested in the period of 01/11/2018 to 31/10/2021.
The Project will be performed at Pharmacy Department located at Federal University
of Juiz de Fora. The term of validity of this certificate might be extended for one more
year by means of justification during the period of vality.

Juiz de Fora, 18 de outubro de 2018.

Coordenadora Vice- Coordenadora
CEUA CEUA



