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RESUMO

As plantas medicinais sdo uma grande fonte para o desenvolvimento de novos
medicamentos. Neste contexto, o objetivo do presente estudo foi avaliar a atividade
anti-inflamatéria e antitumoral de extratos de Solidago chilensis (G10, G11, G12),
Aristolochia cymbifera (G13) e Piper umbellatum (G14). Estas espécies vegetais foram
selecionadas com base em seu extenso uso na medicina popular para o tratamento
de queimaduras, doengas reumaticas e inflamatérias, como sedativas, antipiréticas,
entre outros. Como metodologia, primeiramente os extratos foram testados para sua
citotoxicidade em células RAW264.7 (método de MTT). Em seguida, a atividade anti-
inflamatdria dos extratos foi determinada através da produgao de 6xido nitrico (método
de GRIESS) e das citocinas TNF-a e MCP-1 (método de ELISA). Uma vez
determinado o extrato mais promissor, sua acao foi avaliada sobre a producdo de
outras citocinas pro-inflamatérias (IL-18, IL-6 e IL-12), bem como sobre a expresséo
de moleculas co-estimuladoras, proliferagédo celular e produgéo de IFN-vy. A influéncia
do extrato no processo inflamatério também foi determinada in vivo, utilizando o
modelo de edema de orelha. A atividade antitumoral foi determinada em linhagens
murinas de cancer de mama (4T1) e de melanoma (B16) pelo método de MTT.

Como resultados, nas concentragdes nao toxicas, o extrato G14 foi o unico capaz de
reduzir a producao de NO, TNF-a e MCP-1, sendo assim selecionado para os testes
posteriores. Este extrato também inibiu a producao de IL-1B, IL-6 e IL-12, a expressao
dos coestimuladores CD40 e CD80, além de reduzir a proliferacdo de esplendcitos e
a produgéao de IFN-y. No ensaio in vivo, o extrato G14 foi efetivo em reduzir o edema,
o infiltrado inflamatdrio, a produgéo de IL-13, IL-6 e MCP-1 assim como da enzima
mieloperoxidase. Resultados semelhantes foram encontrados nos testes in vitro
realizados como o 4-nerolidilcatecol, composto majoritario presente no extrato G14.
Em relagdo a atividade antitumoral, o extrato G12 foi o que mais se destacou,
reduzindo a sobrevivéncia das duas linhagens estudadas em até 50%. Os resultados
apresentados nos permitem concluir que tanto o extrato G14 quanto o composto 4-
NC foram efetivos na reducado do processo inflamatorio enquanto o extrato G12 se

destacou por reduzir a sobrevivéncia de células tumorais.

Palavras-chave: Solidago chilensis, Aristolochia cymbifera, Piper umbellatum,

inflamacéo, tumor.



ABSTRACT

Medicinal plants are a great source for the development of new medicines. In this
context, the objective of the present study was to evaluate the anti-inflammatory and
antitumor activity of Solidago chilensis (G10, G11, G12), Aristolochia cymbifera (G13)
and Piper umbellatum (G14) extracts. These plant species were selected based on
their extensive use in folk medicine for the treatment of burns, rheumatic and
inflammatory diseases, such as sedatives, antipyretics, among others. As a
methodology, the extracts were first tested for their cytotoxicity in RAW264.7 cells
(MTT method). The anti-inflammatory activity of the extracts was determined by the
production of nitric oxide (GRIESS method) and the cytokines TNF-a and MCP-1
(ELISA method). Once the most promising extract was determined, its action was
evaluated on the production of other proinflammatory cytokines (IL-13, IL-6 and IL-12),
as well as on the expression of costimulatory molecules, cell proliferation and
production of IFN-y. The influence of the extract on the inflammatory process was also
determined in vivo using the ear edema model. Antitumor activity was determined in
murine (4T1) and melanoma (B16) murine cell lines by the MTT method.

As a result, in the non-toxic concentrations, the G14 extract was the only one able to
reduce the production of NO, TNF-a and MCP-1, being thus selected for the
subsequent tests. This extract also inhibited the production of IL-1[3, IL-6 and IL-12,
the expression of CD40 and CD80 costimulators, as well as reducing splenocyte
proliferation and IFN-y production. In the in vivo assay, G14 extract was effective in
reducing edema, inflammatory infiltrate, IL-1p3, IL-6 and MCP-1 production as well as
the myeloperoxidase enzyme. Similar results were found in the in vitro tests performed
as 4-nerolidylcaltechol, the major compound present in the G14 extract. In relation to
the antitumor activity, G12 extract was the most outstanding, reducing the survival of
the two strains studied by up to 50%. The results show that both the G14 extract and
the 4-NC compound were effective in reducing the inflammatory process while the G12
extract was highlighted by reducing the survival of tumor cells.

Palavras-chave: Solidago -chilensis, Aristolochia cymbifera, piper umbellatum,
inflammation, tumor
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1 INTRODUCAO

Nos ultimos anos, o mundo vem sofrendo uma mudanga no perfil das doencgas
que acometem a populagdo devido a uma transicdo demografica, nutricional e
epidemioldgica. E notavel a diminuicéo da incidéncia de doencas infectocontagiosas
e um aumento progressivo nas doengas cronicas nao-transmissiveis (DCNT)
(DUARTE, 2010; BAYER; GOES DE PAULA, 1984).). Estas mudancas estao
relacionadas a fatores como urbanizagao, acesso a servigos de saude, mudancas no
comportamento da populagao ocorridas nas ultimas décadas devido ao grande
avanco da tecnologia, melhoria nas condicbes de vida e saude, redugdo da
mortalidade e aumento da expectativa de vida. ABEGUNDE et al., 2007). Dentre as

DCNT destacam-se as doencgas de carater inflamatorio e as neoplasias.

A resposta inflamatdria representa um dos mais importantes mecanismos de
defesa do organismo, porém, em determinadas condi¢des patoldgicas ou se persistir
por longos periodos, este processo pode se tornar altamente prejudicial as células
normais do individuo, podendo causar danos irreparaveis. Assim, a inflamacao é um
processo que precisa ser muito bem controlado (BAUHMAN; GAULDIE, 1994;
ROBBINS; CONTRAN, 2005).

Quanto as neoplasias, a estimativa para o Brasil para os anos 2016/2017
aponta a ocorréncia de cerca de 420 mil novos casos de cancer, com excec¢ao do
cancer de pele ndo melanoma, que corresponde a 180 mil novos casos. Destes novos
casos, o cancer de prostata (61 mil) e o cancer de mama (58 mil) estdo entre os mais
frequentes. (INCA, 2016).

Ja foi estabelecido que a resposta inflamatoria exerce um importante papel no
desenvolvimento tumoral, podendo atuar em diversas fases, como na iniciagao,
promogao, transformagdo maligna, invasdo e até mesmo na metastase
(GRIVENNIKQV et al, 2010). Um ambiente rico em células inflamatorias, fatores de
crescimento e agentes promotores de dano ao DNA é capaz de promover ou
potencializar a transformacgao de células normais em células neoplasicas. Por este
motivo, muitos tipos de cancer se originam a partir de infecgdes e inflamagdes crénicas
(BALKWILL; MANTOVANI, 2012).
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Infelizmente, tanto para as doencas de carater inflamatério quanto para o
cancer, os tratamentos atuais apresentam diversos efeitos adversos e, muitas vezes,
néo sao eficazes para a cura (SILVA, ALBUQUERQUE e LEITE, 2010; PAWAR et al.,
2012). Assim, o desenvolvimento de novos medicamentos que possam ser efetivos
no tratamento destas enfermidades € de extrema necessidade.

A natureza é parte fundamental neste processo de busca por novas
substancias, visto que os produtos naturais sao fontes importantes de novos agentes
farmacéuticos e moléculas bioativas e precisam ser explorados (CRAGG; NEWMAN,
2013). Estudos feitos por Gullo e colaboradores (2006) relatam que dos novos
farmacos utilizados para tratamento oncologico e de doengas inflamatorias, 60 e 75%
respectivamente sao desenvolvidos a partir de produtos naturais. Diante destes fatos,
muitos estudos com plantas medicinais vém sendo desenvolvidos ao longo dos anos.

Neste contexto, devido ao seu vasto uso na medicina popular, trés plantas
nativas, Solidago chilensis, Aristolochia cymbifera e Piper umbellatum foram
selecionadas para avaliagao da citotoxicidade, atividade anti-inflamatdria e potencial

antitumoral.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 PLANTAS MEDICINAIS

Por milhares de anos, em todo o mundo, os produtos naturais tém
desempenhado um papel de destaque na prevencéao e tratamento de varias doengas
(ELISABETSKY, 2003). O uso popular de plantas como ferramentas terapéuticas tém
sido de grande valia na introdugao de novas entidades quimicas na medicina moderna
(FILHO; YUNES, 1998). Associado a isso, estudos quimicos e farmacolégicos de
plantas medicinais que visam obter novos compostos com propriedades terapéuticas
ja vém sendo realizados ha varios anos. Dentre estes estudos destacam-se as novas
técnicas espectroscopicas que permitem a elucidacao, de forma mais rapida, de
estruturas moleculares complexas oriundas de compostos naturais, que até pouco
tempo nao eram possiveis (FILHO; YUNES, 1998).

O Brasil € um pais tropical que possui uma vasta biodiversidade, cujo potencial
bioativo vegetal estimado é em torno de 10 a 20% das espécies de plantas do mundo
inteiro (ALVES et al., 2001) e, além disso, existe também um processo de
miscigenacdo intenso. Esses dois fatores resultaram numa quantidade de
conhecimentos enorme sobre a sua flora e em um grande potencial para estudos com
o foco em plantas medicinais. Portanto, os levantamentos etnofarmacolégicos s&o
ferramentas importantes na descoberta de novos medicamentos (RODRIGUES;
CARLINI, 2003).

Atualmente, diversas plantas sdo utilizadas como medicamentos levando-se
em conta a sabedoria popular. Aproximadamente 80% da populagdo mundial utiliza a
medicina tradicional, onde o uso de produtos manufaturados a partir de extratos ou
principios ativos derivados de plantas ou até mesmo plantas in natura correspondem
a maior parte das terapias tradicionais (WSH, 2006). Aproximadamente 119
substancias quimicas extraidas de cerca de 90 espécies de plantas superiores sao
usadas na medicina e no mundo, e 77% destas sao derivadas de plantas usadas na
medicina tradicional (FROHLICH, et al., 2010).

Constituintes potentes podem ser transformados em produtos medicinais

através do isolamento dos componentes ativos da planta e administragcdo destes
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compostos puros, gerando uma composi¢cdo consistente e uniforme. Para isso, é
necessario que haja uma padronizagédo para garantir a utilizagdo segura e autentica
do fitoterapico, de acordo com os parametros de qualidade. (CELEGHINI et al., 2001).
O aumento das propriedades desejadas e a diminuigdo dos efeitos adversos podem
ser outros objetivos para o melhoramento destas substancias naturais. (FROHLICH,
et al., 2010).

A avaliagao do potencial terapéutico de plantas medicinais e de alguns de seus
constituintes, tais como flavondides, alcalbides, triterpenos, sesquiterpenos, taninos,
lignanas, etc, tem sido objeto de incessantes estudos, onde ja foram comprovadas as
acdes farmacoldgicas através de testes pré-clinicos com animais (HAVSTEEN et al.,
1983; FILHO, 1995). Muitas destas substancias tém grandes possibilidades de
futuramente virem a ser aproveitadas como agentes medicinais. Sob este aspecto, é
importante ressaltar que o sucesso das investigagbes na area de principios ativos
naturais depende, principalmente, do grau de interagdo entre a Botanica, a Quimica e
a Farmacologia (FILHO; YUNES, 1997).

Nesse contexto, selecionamos trés espécies ja utilizadas na medicina popular,

a fim de avaliar seus potenciais anti-inflamatorios e antitumorais.

2.1.1 Solidago chilensis Meyen

O género Solidago pertence a familia Asteraceae e tem cerca de 120
representantes (WEBER; JAKOBS, 2005). Algumas espécies como Solidago
canadenses L., Solidago odora e Solidago gigantea sao nativas da América do Norte
e hoje estdo distribuidas em varias partes do globo. Outras espécies sdo nativas da
Asia e Europa, como a Solidago virgaurea. (CABRERA, 1974).

Na América do Sul, a espécie mais abundante € a Solidago chilensis Meyen,
conhecida como “arnica”, “arnica-brasileira”, “erva-lanceta”, “corddo de ouro”, entre
outros nomes (Figura 1). Sdo nativas do Brasil, Chile, Paraguai, Uruguai, Peru e
Argentina, podendo ser encontradas em lavouras, campos e beira de estrada.

(SIMOES et al., 1998; VILA et al., 2002).
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Figura 1: Solidago chilensis. Fonte: www.geocities.com

Solidago chilensis € uma erva perene, apresenta ramos eretos, rizomatosa, de
caule simples, nao ramificado, com coloracido verde acinzentada da parte inferior e
verde clara na parte superior, mede até 120cm de altura. Suas folhas sdo simples,
alternas, elipticas, inteiras, membranosas e asperas ao toque. As inflorescéncias tem
cor amarela e sao grandes paniculas, chegando a até 20cm (OLIVEIRA, et al., 1991;
LORENZI; MATQOS, 2002).

Estudos fitoquimicos demostraram que espécies de Solidago apresentam em
suas partes aéreas sesquiterpenos (SCHMEDA-HIRSHMANN,1988), flavondides
como a quercetina e a rutina (GUNTNER et al., 1999) e diterpenos labdanicos
(SCHMEDA-HIRSHMANN,1988), enquanto das raizes ja foram isolados diterpenos
como solidagenona, desoxissoledagenona, solidagolactona e outros derivados do
solidagolactol (TORRES, et al., 1989; SCHMEDA-HIRSHMANN,1988).

Apesar de seu uso ter iniciado somente no século XIX, as propriedades

medicinais das espécies de Solidago ja sao descritas desde o século Xlll (DIGEST,
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2001). Na medicina popular, esta planta é utilizada como diurética, no tratamento de
queimaduras e de doencas reumaticas e inflamatorias, principalmente na reducéo de
dor e edema. Além disso, também é estimulante gastrointestinal, cicatrizante e
antisséptico (LORENZI; MATOS, 2002; MOREL et al., 2006).

Goulart e colaboradores (2007), demostraram que os extratos aquosos de
raizes, folhas e flores possuem propriedades anti-inflamatdrias através da inibigao da
funcdo de leucocitos na inflamagao aguda induzida por carragenina, em modelo in
vivo. O extrato aquoso de raiz se destacou, pois inibiu a atividade das enzimas
mieloperoxidade, adenosina-deaminase e do TNF-a, além de reduzir a migragao
leucocitaria. Em ensaio in vitro, ja foi demostrado que os extratos organicos das raizes,
folhas e caules apresentaram atividade antitumoral em células humanas, HT29
(adenocarcinoma de colon) e NCI-H460 (carcinoma de pulm&o), na concentracéo de
100mg/ml (MONKS et al. 2002). Apesar desses dados, estudos com os extratos
hidroalcodlicos de raizes e de partes aéreas voltadas para atividade anti-inflamatoria
e antitumoral, ou que demonstrem a acio sobre o sistema imune, ainda ndo foram

realizados.

2.1.2 Aristolochia cymbifera

O género Aristolochia pertence a familia Aristolochiaceae, que por sua vez é
formada por 7 géneros e apresenta cerca de 400 espécies. Essas plantas séo
encontradas principalmente em regides tropicais, porém, algumas espécies crescem
em regides de clima subtropical ou até mesmo temperado (KELLY; GONZALEZ,

2003). Das 300 espécies pertencentes ao género Aristolochia, 90 sdo nativas do Brasil

(LEITAO; KAPLAN, 1992). Por ser uma espécie nativa, damos destaque a A.

cymbifera, conhecida como cipé mil-homens, jarrinha, cassau, papo-de-peru, entre
outros nomes (Figura 2) (WU et al. 2004).

Segundo a descrigdo de Ferri (1969), A. cymbifera € uma planta herbacea,
rastejante ou trepadeira, com folhas alternadas membranosas orbiculares-reniformes,
apresentando flor zigomorfa com perianto formando um grande papo encimado por

tubo bilabiado, totalmente pintalgada em tons castanho-avermelhados mesclados
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com outras cores mais claras. No interior do tubo encontram-se numerosos pelos. A
flor exala um odor de carne podre, o que atrai insetos.

Ja foi demonstrado que plantas do género Aristolochia apresentam em sua
estrutura alcaloides, flavonoides, ésteres fendlicos, oleos volateis e acidos
aristoloquios (TREASE; EVANS. 1980). Em raizes e caule de A. cymbifera também
sdo encontrados diterpenos enquanto as folhas possuem sesquiterpenoides.
(LORENZI; MATOS, 2002). Popularmente, estas plantas s&o utilizadas como
diurética, sedativa, anti-séptica e emenagoga (facilita ou aumenta o fluxo menstrual),

podendo atuar também contra a anorexia e dispepsia (LORENZI; MATOS, 2002).

Figura 2: Aristolochia cymbifera. Fonte: www.buyrareseeds.com

Diversos estudos tém sido desenvolvidos a fim de avaliar o potencial
terapéutico da A. cymbifera. Carvalho e colaboradores (2008), demostraram que o
extrato metandlico das folhas tem propriedades antimicrobianas, mostrando atividade
contra promastigotas de Leishmania chagasi. Outros estudos também comprovaram
efeito antibacteriano, inibindo o crescimento de Prevotella intermedia, Porphyromonas
gingivalis, Fusobacterium nucleatum, Lactobacillus casei e Streptococcus mutans em
biofilme artificial (MACHADO et al. 2005).
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Além disso, o extrato alcodlico exibiu grande agdo antioxidante, quando
avaliado pelo método de DPPH (ALVIANO et al., 2008). Os extratos de A. cymbifera
apresentaram também acgao anti- Trypanossoma cruzi (ABE et al., 2002). Entretanto,
ainda nao foram descritas na literatura as atividades anti-inflamatéria e antitumoral do
extrato hidroalcodlico desta planta.

Apesar de muito utilizada para fins medicinais, estudos ja descreveram
produtos do seu metabolismo considerados toxicos. Os acidos aristoléquicos séo
metabdlitos secundarios que ja demostraram acgéao toxica nos rins e figado (ZHOU et
al., 2004). Além disso, na presenga de aristolactamas, esses acidos possuem um
potencial altamente mutagénico, degradando o DNA e contribuindo para o
desenvolvimento de neoplasias. (KOHARA et al., 2002).

2.1.3 Piper umbellatum

A espécie Piper umbellatum pertence & familia Piperaceae, sendo o género
Piper um dos maiores géneros de plantas com flores, apresentando cerca de 2.000
espécies (WANKE et al., 2007). A taxonomia desse género € complexa devido ao
grande numero de representantes e a uniformidade de suas flores. Por isso, a P.
umbellatum ja foi classificada nos géneros Lepianthes por Rafinesque, Heckeria por
Kunth e Pothomorphe por Miquel (TEBBS, 1923). Entretanto, esta espécie foi incluida
no género Piper devido a analises filogenéticas de suas inflorescéncias. (JARAMILLO
et al., 2008; JARAMILLO; MANOS, 2001).

Em relagdo a distribuicdo geografica, esta € uma espécie neotropical
encontrada na Ameérica do Sul, América Central, Caribe e México. Apesar de nao
serem nativas da Africa e Asia, sdo bem adaptadas e desenvolvem-se naturalmente
(LORENZI; MATOS, 2002; ROERSCH, 2010). No Brasil, sdo conhecidas como
caapeba, papiparoba, aguaxima, malverisco, catajé, entre outros, e estao distribuidas
por todo o pais, com destaque para o sul da Bahia até Minas Gerais e S&o Paulo (DI
STASI; LORENZI; MATOS, 2002). (Figura 3)

Na medicina popular sao utilizadas suas folhas, hastes e raizes como
diuréticas, antiepiléptica, antipirética, contra inflamacgao das pernas, inchacos, filariose
e doencas do figado. (LORENZI; MATOS, 2002).
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Ja foi comprovada atividade antibacteriana de um alcalbéide das partes aéreas
de P. umbellatum contra Helicobacter pylori, o que confere uma protegdo contra
Ulceras gastricas. (ISOBE; OHSAKI; NAGATA ,2002). Perazzo e colaboradores
(2005), comprovaram a atividade inflamatéria e propriedades analgésicas e de
seguranga com a administragao via oral do extrato hidroetandlico bruto das partes
aéreas, em experimento in vivo. Além disso, estudos realizados com extratos, fracoes
ou compostos isolados ja verificaram atividade antileishmania (BRAGA et al., 2007),
antiplasmodica (KAMANZI ATINDEHOU et al., 2004), antifungica (RODRIGUES et al.,
2012), antiofidica (NUNEZ et al., 2005), fotoprotetora, (DA SILVA et al., 2005; 2009) e
atividade antioxidante (BARROS, 1996; FERNANDES et al., 2013; LOPES et al.,
2013). Alguns estudos também evidenciaram atividade antineoplasica frente a
linhagens de cancer de mama, melanoma, préstata, coldn, rins, leucemia e ovarios
(BROHEM et al., 2009; SACOMAN et al., 2008).

Figura 3: Piper umbellatum. Fonte: www.phytoimages.siu.edu

O composto maijoritario dos extratos de P. umbellatum é o 4-nerolidilcatecol (4-
NC), que € um metabdlito secundario que tem sido apontado como o responsavel por
grande parte das atividades biolégicas da espécie (Figura 4) (KIJJOA, 1980). Dentre
estas atividades, a de maior destaque € a antioxidante (BARROS, 1996; ROPKE,
2000; ROPKE et al.,2002), que é ainda mais evidente em extratos de raizes (ROPKE
et al., 20006).
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Apesar de suas diversas atividades, o potencial imunomodulador da espécie P.

umbellatum ainda nao foi completamente investigado.

OH

Figura 4: Estrutura quimica do 4-nerolidilcatecol (4-NRC). (KIJJOA, 1980)

2.2 RESPOSTA IMUNE

O Sistema Imunolégico é constituido por érgéos, células e moléculas que tem
a finalidade de manter a homeostase do organismo, combatendo as agressdes em
geral (SOUZA, et al., 2010). Para isso, este complexo sistema usa diversos
mecanismos que controlam e eliminam as causas da agressao (CHAPLIN, 2006).

Existem receptores de reconhecimento de padrdes moleculares que sao
capazes de detectar o antigeno ou a célula danificada, e assim, o Sistema Imune
desenvolve uma resposta para a eliminagdo do microorganismo, toxina ou da célula
danificada sem causar dano ao tecido (CHAPLIN, 2006). Estes receptores estéao
presentes em varios tipos celulares, como células endoteliais, macréfagos, neutréfilos
e linfocitos B. (TAKEDA, 2005).

A imunidade inata, ou imunidade natural, € a primeira linha de defesa contra
micro-organismos potencialmente patogénicos. E constituida por barreiras fisicas,
quimicas e biologicas, células fagocitarias (neutréfilos e macréfagos), células Natural
Killer (NK), células dendriticas, proteinas do sangue, citocinas e quimiocinas que
respondem rapidamente as infecgdes (ABBAS et al, 2011; MEDZHITOV, 2000). A
imunidade inata é capaz de diferenciar o “self” do “non self’, o que significa que ela
identifica estruturas estranhas ao organismo, e responde imediatamente apds o
contato, tentando eliminar tal estrutura (FOX-MARSH & HARRISON, 2002).

Diferente da imunidade inata, a imunidade adaptativa é altamente especifica

ao antigeno que a induziu e, além disso, consegue desenvolver memaria imunolégica
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e responder com mais intensidade a exposi¢gdes posteriores daquele microorganismo
(FLAJNIK, 2004). Os principais componentes da imunidade adaptativa s&o os
linfocitos T e B e seus produtos, como os anticorpos e citocinas. A especificidade
acontece em virtude dos receptores antigeno-especificos presentes na superficie
desses linfocitos, que sdo os TCR (T cell receptors) e BCR (B cell receptors) (ALAM,
2003).

Embora sejam frequentemente descritas separadamente, a imunidades inata e
adaptativa atuam em sincronismo, sendo a resposta inata a primeira linha defesa,
onde os patdgenos sao reconhecidos e combatidos por diversos tipos celulares como
macréfagos, neutrofilos e células dendriticas, ou por fatores soluveis como as
proteinas do complemento e citocinas. S6 entdo, a resposta adaptativa é ativada
através da apresentacdo de antigenos aos linfocitos, iniciando assim a resposta
antigeno-especifica (RIDPATH; FLORES, 2007).

Dentre os diversos mecanismos efetores utilizados pela imunidade inata para
combater precocemente o agente invasor, a inflamagdo estd entre os mais

importantes e eficientes, sendo o foco de diversos estudos (CRUVUNEL et al., 2010).

2.2.1 Inflamacgao

Nos ultimos anos, tem sido demonstrado um grande interesse na busca por
respostas a etiologia fisiopatoldgica e controle farmacolégico do processo inflamataorio.
A causa disso é a descoberta de que danos teciduais que podem ocorrer em varias
doencas resultam da resposta inflamatéria (FAVACHO, 2009).

No contexto de imunidade inata, a inflamacgao € o principal mecanismo efetor.
A resposta inflamatdria € um processo fisiologico que ocorre apos reconhecimento de
microrganismos, injuria tecidual ou até mesmo por algum estimulo neurogénico onde
sao liberados diversos mediadores quimicos capazes de provocar alteragcbes nos
componentes humorais e celulares. Dentre elas, o direcionamento de células
circulantes ao sitio inflamatério com o intuito de eliminar o agente invasor e/ou reparar
o tecido lesado. O desenvolvimento de todo esse processo € evidente por meio dos
sinais clinicos tipicos desta resposta: rubor, calor, dor, edema e perda de fungao
(CRUVINEL et al, 2010; SERHAN et al., 2008). Assim, a inflamagdo tem como
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finalidade combater o agente agressor, bem como eliminar produtos da destruigdo
celular de forma a promover condi¢des ideais para o reparo do tecido (TEDGUI, 2011).

O tempo de duragao e as caracteristicas patolégicas vao determinar as fases
da inflamagao: aguda e crénica. A fase aguda pode durar minutos, horas ou alguns
dias e é caracterizada por infiltrado predominantemente neutrofilico (GORDON, 2007;
ROCHA, 1979). Ja a inflamacgao cronica acontece dentro de semanas ou meses, e é
associada a presencga de linfocitos e macrofagos, bem como a destruigao tecidual e
tentativa de reparacao (ROBBINS; CONTRAN, 2005).

A resposta inflamatdria aguda se inicia imediatamente apds a injuria tecidual
ou reconhecimento do invasor, e apresenta trés eventos de grande importancia: 1)
aumento da dilatacdo dos vasos e da permeabilidade capilar (CIRINO et al., 2003),
gerado por mediadores como prostaglandinas, leucotrienos, serotonina e histamina,
oriundos principalmente de macrofagos e mastdcitos (LECCI, 2000). Este aumento da
permeabilidade permite a chegada de células, anticorpos e fatores de fase aguda ao
sitio inflamatorio (ALLER et al., 2007; SHERWOOD; TOLIVER-KINSKY,2004); 2)
extravasamento de exsudato rico em proteinas para o meio extravascular, que se
acumula no sitio inflamado, caracterizando o edema (PATTERSON, 2001); 3)
migracgao de leucdcitos da microcirculagéo e seu acumulo no foco da lesao (ROCHA,
1979; ROBBINS,2005).

Para que ocorra a migragao de leucocitos para o sitio inflamatério, células
residentes do tecido secretam citocinas, como o fator de necrose tumoral (TNF-a) e
as interleucinas IL-1 e IL-6, que sao capazes de estimular a secrec¢ao de quimiocinas
como CCL-2 (ou MCP-1- Proteina Quimioatrativa de Mondcitos do tipo 1) e CXCL1
(Quimiocina CXC com especificidade para os receptores CXCR2), além de induzir as
células endoteliais a expressarem selectinas e integrinas. Estas ultimas sé&o
conhecidas como moléculas de adesdo que promovem a ligacdo dos leucécitos a
parede dos vasos sanguineos préoximos ao local da inflamagdo. Assim, em conjunto,
estes fatores levam neutréfilos e mondcitos a migrarem para o tecido inflamado,
realizando a diapedese (MESQUITA, et al., 2008; GILMAN et al., 2006).

No sitio inflamatério, neutréfilos e macréfagos fazem o reconhecimento do
agente agressor e o fagocitam, além de liberarem enzimas lisossomais, a fim de
destruir este agente causador da inflamacédo (RODRIGUES et al., 2002). A ativacéo

de mastdcitos e agregacao plaquetaria também ocorrem ainda no foco da inflamacgéao,
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resultando na liberagdo de mais mediadores quimiotaticos, potencializando o evento
(TAN et al., 1999).

Uma vez eliminado o agente causador da inflamacao, os macréfagos assumem
o papel de reparo tecidual dos ferimentos, remocao de células danificadas e
remodelamento do tecido lesado (KLIMP et al., 2002).

2.2.2 Macroéfagos e seus mediadores inflamatorios

Os macrofagos sao células de extrema importancia nas diferentes fases da
resposta imune e, principalmente, na inflamacgao. Dentre suas diversas funcdes, esta
a ligacdo entre a resposta inata e adaptativa (VILLACRES-ERIKSON, 1995),
recrutamento de outros tipos celulares ao sitio inflamatoério, remocédo de células
danificadas e reparo tecidual (WERB; GORDON, 1975).

Ap6s uma infeccdo ou injuria tecidual, PAMPs (Padrées Moleculares
Associados a Patdégenos) e DAMPs (Padrbes Moleculares Associados ao Dano) sédo
liberados e reconhecidos por células da imunidade inata. Dentre estas células
destacam-se os macrofagos, que ja se encontram residentes no tecido. Apds o
reconhecimento do invasor ou de estruturas oriundas do tecido lesado, os macréfagos
se ativam e, dentre outras fungdes, produzem diversos mediadores inflamatorios
como o Oxido Nitrico (NO), citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento (KLIMP et
al., 2002). A producéao destes mediadores precisa ser muito bem controlada pois, de
outra forma, estas mesmas moléculas podem causar dano tecidual e desenvolvimento
de fibrose (KLIMP et al., 2002; SIVEEN; KUTTAN, 2009).

O o6xido nitrico € um gas soluvel, sintetizado a partir da L-arginina pela ag&o da
enzima NO sintase (NOS), que por sua vez, apresenta trés isoformas, dentre elas
duas constitutivas: a endotelial (eNOS) e a neuronal (nNOS); e uma induzida (iNOS),
que esta diretamente relacionada ao processo inflamatério (DRAY, 1995;
NATHAN,1997; THIEMERMAN, 1997). A diferencga entre estas formas € que as NOS
constitutivas aumentam sua expressao de acordo com o fluxo de calcio, enquanto a
iINOS é produzida, principalmente, na presenca de citocinas proé-inflamatérias.
(SHERWOOD; TOLIVERKINSKY, 2004).

Dependendo da quantidade produzida, o NO pode apresentar efeitos benéficos
ou maléficos. Uma vez produzida, a enzima iNOS gera grandes quantidades de NO
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que, na presenga de superoéxido (02°) reagem formando peroxinitrito (ONOO-), que,
por sua vez, € capaz de lesionar moléculas alvo, como proteinas, glutationa (GSH),
mitocondrias e DNA, causando varios danos celulares. Por outro lado, este mesmo
mecanismo promove sua importante funcdo microbicida (PACHER; BECKMAN;
LIAUDET, 2007). Além disso, o NO possui agao vasodilatadora, reduz a agregagao e
adesao plaquetaria, promove neurotransmissao e dor (MONCADA et al.,1991).

A producao de NO também é capaz de diminuir o recrutamento leucocitario em
condi¢cdes normais e quando seus niveis sdo reduzidos, o promove o rolamento e
adesao de leucdcitos (GUZIK; KORBUT; ADAMEK-GUZIK, 2003). Além disso, o NO
€ capaz de ativar as enzimas cicloxigenase 1 e 2 (COX1 e COX2), aumentando a
producdo de prostaglandinas que podem potencializar os processos inflamatérios
(ASANUMA et al., 2001). Niveis elevados de NO ja foram relacionados a uma série
de patologias como doengas degenerativas, incluindo inflamagdo, doencgas
reumaticas, choque séptico, diabetes e isquemia cerebral (BARRETO, et al, 2005).

Além do NO, os macréfagos séo importantes fontes de citocinas que estédo
intimamente ligadas ou processo inflamatorio. Dentre elas € importante destacar o
fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), a interleucina 18 (IL-1B), a IL-6 e a IL-12. O
TNF-a é uma das citocinas cruciais nos processos inflamatérios, bem como na
regulacdo da imunidade e na diferenciacdo e a morte celular. Além dos macréfagos,
esta citocina pode ser produzida por neutrdfilos, linfocitos T, células Natural Killer (NK)
e mondcitos e sua sintese pode ser estimulada por IFN-y, IL-1, IL-2, fator ativador
plaquetario (PAF), entre outros fatores. Por outro lado, sua produgéo pode ser inibida
por ciclosporina, dexametasona e prostraglandina E2 (PGE2) (CLARK, 2007).

Estudos ja demostraram que o TNF-a e a IL-1(3 apresentam ac¢des sobrepostas,
como alteragdes endoteliais, atividade quimiotatica e estimulo ao metabolismo
oxidativo. Além disso, o TNF-a induz a liberagdo de quimiocinas que auxiliam no
recrutamento de leucécitos (BRADLEY,2008). Além disso, essa citocina aumenta a
reabsorcdo Ossea, a atividade de adipdcitos, a expressdo de MHC (Complexo
Principal de Histocompatibilidade)p de classe( | e Il) e também é capaz de estimular a
producao de IL-6, que por sua vez estimula hepatécitos a produzirem proteinas de
fase aguda da inflamagédo (VARELLA; FORTE, 2001). O TNF-a pode ainda atuar no
hipotalamo para induzir a febre, juntamente com a IL-13 e IL-6, o que faz destas
citocinas pirégenos endogenos (SUNDGREN-ANDERSSON et al., 1998; MURRAY et
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al., 2006). Este mecanismo permite 0 aumento da temperatura corporal, reduzindo a
viabilidade dos patdgenos e estimulando a resposta imune (MORRISON, et al., 2008)

Além de auxiliar na inducéo da febre, a IL-1B também estimula a liberacao de
proteinas de fase aguda, aumento da permeabilidade dos vasos sanguineos e induz
o recrutamento de leucocitos (DINARELLO, 1998). Também atua indiretamente como
um mediador hipernociceptivo, através do estimulo de expressao de COX2 (VERRI et
al., 2006).

A IL-6, por sua vez, atua em diversas células-alvo e possui muitas atividades
bioldgicas, como principalmente a regulagao de respostas inflamatorias e imunes. O
TNF-a e a IL-1B séo os principais indutores de sua biossintese.(CHAI et al., 1996).
Esta citocina esta relacionada a diferenciagao de linfocitos B, assim como a secrecao
de imunoglobulinas, proliferacéo de linfocitos T, e ainda, a sintese de proteinas de
fase aguda. (LOTZ et al. 1988, EBERSOLE e CAPELLI 2000).

Outros fatores de grande importancia na inflamagao sao as quimiocinas. Estas
proteinas sao responsaveis por coordenarem tanto o trafego de leucdcitos quanto a
diferenciacdo de células imunologicas (CONRAD et al., 2007). Um grupo de
quimiocinas que se destaca em nosso trabalho é a MCP-1, conhecida por atrair e
ativar mondcitos, células dendriticas, células NK, basdfilos e linfécitos T. Aléem disso,
em altas concentragaos, esta quimiocina induz a producéo de reativos intermediarios
de oxigénio e oxido nitrico, podendo atuar na eliminagao de patégenos (CONRAD et
al., 2007; BHATTACHARYYA et al., 2002).

Conforme mencionado previamente, os macrofagos sao capazes de ativar a
resposta imune adquirida através do processo de apresentagcdo de antigenos aos
linfécitos T. Para isso, macréfagos ativados fagocitam, processam e apresentam
antigenos aos linfocitos T CD4+ através das moléculas de MHC de classe 2, sendo
necessario um segundo sinal, dado pela expressdo de moléculas co-estimuladoras
CD80 e CD86. Além disso, os macrofagos sdo capazes de direcionar a diferenciagéo
dos linfocitos para o perfil Th1, uma vez que produzem quantidades significativas da
citocina IL-12. Neste contexto, linfécitos e macréfagos trabalham de maneira
bidirecional visto que linfécitos Th1 produzem a citocina interferon gama (IFN-y) que
ativa ainda mais macréfagos, estimulando principalmente a produgdo de NO. Além
disso, O IFN-y aumenta a citotoxicidade mediada por células NK e T CD8+ citotéxicas
e estimula ainda mais a produgédo de IL-12, amplificando assim a resposta
(GOODRIDGE et al., 2003; ROBBINS; CONTRAN, 2005; ABBAS et al., 2011).
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De modo geral, esses mediadores sdo fundamentais para o desenvolvimento
de uma reacgao inflamatodria e sua inibicdo pode resultar na modulagao negativa da
inflamacgéao. Assim, compostos com potencial para modular a resposta de macréfagos
seriam de grande importancia para o tratamento de doencgas inflamatérias.

Outra citocina importante sintetizada por macrofagos € a IL-10. Esta molécula
atua de forma oposta as outras citocinas ja mencionadas por se tratar de uma citocina
anti-inflamatéria, de acao pleiotropica (MOSMANN et al., 1994). A principal fungao da
IL-10 é a regulacdo do sistema imune, evitado respostas exacerbadas. Sua acgéo é
executada principalmente através da inibicdo da producdo de citocinas pro-
inflamatdrias. Além disso, atua no sistema vascular, inibindo as interagdes entre
leucdcitos e células endoteliais. Desta forma, a IL-10 age como feedback negativo, ja
que deprime a resposta de macrofagos ativados, direcionando o sistema imune ao
seu estado de repouso a medida que o agente causador é controlado (CHOI et al.,
2007).

2.2.3 Terapias Anti-inflamatérias

Uma das classes de farmacos mais utilizadas no tratamento de dores agudas
e cronicas decorrentes do processo inflamatério, sdo os anti-inflamatérios nao-
esterdides (AINE’s) (NA et al., 2006). Sua atividade anti-inflamatdria, analgésica e
antipirética ocorre pela inibigdo da sintese de prostraglandinas por meio do bloqueio
das enzimas COX1 e COX2. A COX1 é uma enzima constitutiva, encontrada em varios
tecidos e desempenha sua fungdo ao promover a homeostasia. A COX2, por sua vez,
€ induzida durante o processo inflamatdrio, atuando principalmente no metabolismo
do acido aracddnico com consequente produgéo de prostaglandinas que potencializa
o processo inflamatorio (SILVA, et al., 2014). Entretanto, diversos efeitos adversos
estao relacionados ao uso exarcerbado destes medicamentos, principalmente no trato
gastrointestinal, podendo afetar também a fungao renal, hepatica, cardiovascular e
trombdtica (KUMMER e COELHO, 2002). Em relagdo a fungdo gastrointestinal,
usuarios de AINES apresentam um risco 3 a 4 vezes maior de perfuragéo e ulceragao
gastrica (BUTTGEREIT, et al., 2001).

Outro grupo de farmacos muito utilizado é o dos glicocorticoides, que
apresentam efeitos anti-inflamatérios e imunossupressivos Existem diversos

mecanismos com 0s quais estes medicamentos reduzem a inflamacao, porém o
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principal é a inibicdo da expressao de genes relacionados a produgdo de citocinas
através da supressao da ativagao de fatores de transcricdo como NF-xB (Fator de
Transcricdo Nuclear kB) e AP-1 (Proteina Ativadora 1) (ANTI, et al., 2008). Neste
contexto, destaca-se a dexametazona, que como consequéncia da inibicdo destes
fatores de transcricao, atua também na inibicdo da producgao de diversas citocinas e
quimiocinas como, IL-1, IL-6, IL-12, IL-8, MCP-1 e RANTES (Regulada sob ativacgao,
expressa e secretada por células T normais) (BARNES, 1998). Além disso, este
farmaco atua sobre diversos mediadores e células inflamatdrias, agindo também
sobre os vasos sanguineos e na distribuicdo de leucdcitos periféricos (ROBERT, et
al., 1995). Os glicocorticoides também reduzem a expressao de genes relacionados a
COX2 e ainda induzem a sintese de citocinas anti-inflamatérias, como a IL-10
(DINARELLO, 2010). Apesar de apresentarem atividade sobre todos os tipos de
reacoes inflamatdrias, estes farmacos também possuem diversos efeitos adversos
associados, visto que interferem no metabolismo geral do organismo (RANG et al.,
2003), podendo causar osteoporose, hipertensdo arterial, ulcera, hiperglicemia, e
além disso, torna o individuo muito susceptivel a infecgdes devido a sua consideravel
agao imunossupressora (RANG et al., 2003; YEAGER, et al., 2004; ANTI et al., 2008).

Além destes medicamentos, algumas terapias utilizando anticorpos tém sido
desenvolvidos no intuito de inibir a atividade de citocinas pro-inflamatorias (como TNF-
a, IL-1B e IL-6) ou seus receptores. Essas terapias sdo promissoras visto que quase
nao apresentam toxicidade ao organismo, pois atuam principalmente no meio
extracelular, diferente dos AINEs e glicocorticoides que atuam no meio intracelular. A
efetividade destas abordagens ja foi demonstrada no tratamento de artrite reumatoide,
psoriase, esclerose multipla, entre outras doencas. Por outro lado, esta estratégia
também diminui a defesa do sistema imune contra infec¢des e cancer (DINARELLO,
2010).

Uma vez que os medicamentos disponiveis para tratamentos de doencas
inflamatorias apresentam muitos efeitos adversos, mais estudos sdo necessarios para
o desenvolvimento de novas estratégias que sejam mais eficazes para o tratamento

de tais enfermidades mas que néo sejam prejudiciais a estes pacientes.
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2.3 CANCER

O Instituto Nacional do Céancer define essa enfermidade como o conjunto de
mais de 100 doencas que tem em comum o crescimento desordenado de células com
capacidade de invadir 6rgaos e tecidos, podendo espalhar-se (metastase) para outras
regides do corpo. As células cancerosas tendem a ser muito agressivas e
incontrolaveis, promovendo seu acumulo, dando origem aos tumores ou neoplasias
malignas. No caso da formagao de uma massa de células que se multiplicam de forma
mais lenta e se assemelham ao tecido original, sdo chamadas de neoplasias
benignas, que raramente apresentam risco de vida (INCA, 2016).

As neoplasias ndo possuem uma causa unica. Sao multiplos os fatores
relacionados ao aumento do risco para desenvolver a doenca: idade, fatores
endocrinos, historia reprodutiva, fatores comportamentais e fatores genéticos (ADAMI
et al., 2008).

Segundo a OMS (2014), o cancer € um problema de saude publica, que tem
maior destaque entre os paises em desenvolvimento. Dos mais de 20 milhdes de
casos novos estimados para 2025, estima-se que 80% ocorrerdao nestes paises. No
Brasil, as estimativas para os anos de 2016-2017 indicam aproximadamente 600 mil
novos casos de cancer.

Dentre os diversos tipos de cancer, o de mama é a neoplasia de maior
incidéncia entre mulheres na faixa etaria de 40 a 59 anos, com cerca de 1,7 milhdes
de novos casos todos os anos (INCA, 2016). Segundo estimativas do Instituto
Nacional do Céncer, s6 no Brasil, estes novos casos chegaram a 57.960, no ano de
2016. Levando-se em consideracao os diversos tipos de cancer, o cancer de mama é
0 quinto na lista dos mais letais com aproximadamente 522.000 ébitos por ano no
mundo e a causa mais frequente de morte por cancer em mulheres (OMS, 2016).

Outro tipo de cancer que se destaca € o melanoma, que apesar de menos
incidente, € um tipo de cancer muito agressivo devido a sua alta capacidade de
metastase (MILLER, 2006). O melanoma cutaneo é uma neoplasia que se origina da
transformacao dos melandcitos (células produtoras de melanina) (SLINGLUFF, 2011)
e representa aproximadamente 4% de todas as neoplasias malignas da pele. Nos
ultimos anos, o melanoma cutaneo vem se tornando um problema de saude publica,
devido ao aumento no numero de novos casos (GRAY-SCHOPFER et al., 2007). Em
2016, o Instituto Nacional do Cancer, fez uma estimativa de 5.670 novos casos no
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Brasil, sendo 3.000 em homens e 2.670 em mulheres. A disseminacdo metastatica
acomete principalmente a pele, subcutaneo e linfonodos (42-59%), seguidos pelo
pulmao (18-36%) (MEYERS; BALCH, 1998), e até o presente momento, ndo ha uma
cura efetiva para pacientes com melanoma disseminado. (WEINLICH, 2003; HOMSI,
2005).

O processo inflamatorio parece estar diretamente envolvido no surgimento de
um cancer. Uma inflamacao pode atuar como um fator inibidor ou facilitador para o
crescimento desordenado e exacerbado de células, e consequentemente para a
progressao de um tumor. No inicio da inflamagao, as células inflamatérias agem como
promotoras do tumor, pois produzem um microambiente rico em fatores de
crescimento, estroma ativado e agentes que facilitam a alteracdo no DNA celular,
através da geracdo de espécies reativas de nitrogénio e oxigénio, possibilitando
assim, transformagdes neoplasicas. No entanto, a progressdo tumoral pode ser
prejudicada pelo recrutamento de células inflamatérias, que representam a resposta
do hospedeiro, que tem a intengao de inibir o crescimento do tumor.(COUSSENS;
WERB, 2002). Assim, compostos que alterem o curso da inflamagédo podem também
ser utéis no tratamento do cancer. Esta proposi¢cado ja vem sendo alvo de muitos
estudos (BARON e SANDLER, 2000; FUNKHOUSER e SHARP, 1995;
CASTONGUAY et al., 1998; AKASHI et al., 2000).

O tratamento do cancer é diverso, podendo envolver procedimentos locais
como a cirurgia e radioterapia ou procedimentos sistémicos como a quimioterapia e
hormonioterapia (BROWN et al., 2004).

A quimioterapia € o procedimento mais utilizado no tratamento do cancer. Ela
consiste no uso de agentes quimicos isolados ou em combinagédo, promovendo a
supressao do crescimento celular (COSTA-LOTUFO, 2010). Seu uso € mais eficaz no
inicio da carcinigénese, podendo levar a cura ou ao controle da doenga, visando
sempre uma melhoria na qualidade e sobrevida do paciente (HASIMA e AGGARWAL,
2012; MA e WANG, 2009).

Os agentes quimioterapicos disponiveis no mercado nao sao completamente
especificos para as células tumorais, agindo também em células normais, causando
grande prejuizo funcional, o que leva o paciente a um quadro de imunossupressao e
grande debilidade fisica (BROWN et al., 2004; FIRCZUK et al.,2011). Dentre os efeitos
colaterais da quimioterapia estao nauseas, vémitos, constipacao, diarreia, anorexia, e
fadiga (ANJOS & ZAGO et al.,, 2006). Além disso, diversos tipos de cancer tém
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desenvolvido resisténcia as drogas, o que torna o problema ainda maior (SHUKLA et
al., 2012). Por isso, atualmente ha uma intensa busca por novos medicamentos que
sejam especificos para as células tumorais com o minimo de efeitos adversos.

Dentro deste contexto, muitos estudos vém sendo realizados a partir de
produtos naturais. Diversas classes de compostos ja foram testadas e muitas
apresentaram agéo anti-cancer, dentre elas os terpenos (sesquiterpenos, diterpenos
e triterpenos), alcaldides, cumarinas, lignanas, flavondides, taninos, stilbenos,
curcumindides, polissacarideos (CAl et al, 2004). A atividade anti-tumoral de diversos
extratos vegetais também tem sido extensivamente estudada apresentando
resultados promissores (CAl et al., 2004; SEUNG et al., 2004; VOGT et al., 2005;
WATASE et al., 2004; PEI-WEN et al., 2005).

Assim, diante do exposto, € notavel a necessidade de se desenvolver novas
estratégias mais eficientes para o tratamento de doencgas inflamatorias e/ou no cancer.
Assim, o presente estudo se justifica na busca por novos compostos que sejam

alternativas no tratamento destas importantes enfermidades.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a toxicidade, atividade anti-inflamatdria e antitumoral dos extratos de

Solidago chilensis, Aristolochia cymbifera e Piper umbellatum

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar a citotoxicidade dos extratos de Solidago chilensis, Aristolochia cymbifera
e Piper umbellatum em células nao tumorais RAW 264.7 e selecionar as
concentracdes nao citotoxicas.

Avaliar o potencial anti-inflamatorio das concentragdes selecionadas dos extratos
através da dosagem de oxido nitrico, TNF-a, e MCP-1 em células RAW 264.7 e
selecionar o extrato mais promissor.

Avaliar a influencia do extrato selecionado na produc¢ao das citocinas IL-1j3, IL-6, IL-
12 e IL-10.

Avaliar o efeito imunomodulador do extrato selecionado sobre a expressao de
moléculas coestimuladoras CD40 e CD80 em células RAW264.7

Avaliar a influéncia do extrato na proliferacdo de esplendcitos e na producédo da
citocina IFN-y.

Avaliar a agao do extrato selecionado in vivo, utilizando o modelo de edema de orelha
induzido por 6leo de créton.

Avaliar a citotoxicidade e ag¢do anti-inflamatoria do composto majoritario do extrato
selecionado.

Avaliar o efeito dos extratos sob a viabilidade de células de carcinoma mamario murino

(4T1) e melanoma murino (B16) in vitro.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 PREPARO DOS EXTRATOS

Os extratos foram produzidos e fornecidos pelo professor Dr. Ademar Alves da
Silva Filho, do Nucleo de ldentificacdo e Isolamento de Principios Ativos Naturais
(Nippan) - Departamento de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Federal de Juiz
de Fora.

As plantas foram coletadas no dia 19 de agosto de 2015 no horto da Faculdade
de Farmacia da Universidade Federal de Juiz de Fora — UFJF. As exsicatas dos
vegetais foram depositadas no Herbario Leopoldo Krieger — CESJ, da UFJF, sob
numeros de tombo CESJ 48624 (Piper umbellatum), CESJ 64488 (Solidago chilensis)
e CESJ 50054 (Aristolochia cymbifera).

Os materiais vegetais foram lavados com agua corrente a fim de retirar a terra
aderida, e, posteriormente levado a estufa a 45 °C para realizacdo do processo de
secagem por trés dias.

ApOs secagem, os materiais vegetais foram triturados em moinho de facas,
totalizando 100 g, para cada material vegetal. Em seguida, cada material vegetal
obtido foi submetido a maceragdo com etanol: agua (8:2 v/v) por duas semanas. Apos
filtragc&o, a solugao foi transferida para balées de fundo redondo e concentradas com
auxilio de rotaevaporador a temperatura de 40 + 5 °C fornecendo cerca de 8 g de cada
extrato. Os extratos obtidos foram acondicionados em geladeira e ao abrigo da luz,

sendo denominados de acordo com o quadro abaixo:

Extratos Cadigos

Solidago chilensis G10
(Raiz)

Solidago chilensis G11

(Partes aéreas — lavado)
Solidago chilensis G12
(Partes aéreas — diclorometano)

Aristolochia cymbifera G13
(Raiz)

Piper umbellatum G14
(Raiz)

Quadro 1: Denominagao dos cédigos utilizados para cada extrato
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4.2 FRACIONAMENTO DO EXTRATO G14 E ISOLAMENTO DO 4-NC

Com o intuito de realizar o isolamento dos seus constituintes quimicos
majoritarios, o extrato G14 (8,5 g) foi submetido a cromatografia liquida a vacuo (CLV).
Para isso, este extrato foi aplicado em uma coluna de vidro de 10 cm de didametro
interno, contendo 380 g de silica gel. A fase movel utilizada foi uma mistura de hexano
(Hex):acetato de etila (AcOEt) em gradiente de polaridade crescente, sendo o
procedimento finalizado com metanol. Foram coletadas 9 fragdes de 1500 mL cada,
as quais foram analisadas por cromatografia em camada delgada (CCD) e reunidas
de acordo com a similaridade de perfil quimico, totalizando cinco fragdes (Quadro 2).

FASE MOVEL FRAGCOES MASSA
Hexano
Hex:AcOEt (98:2)
Hex:AcOEt (95:5) G14-1 2,66 g
Hex:AcOEt (90:10)
Hex:AcOEt (80:20)
Hex:AcOEt (70:30) G14-l 0,699
Hex:AcOEt (50:50) G14-11 0,83 g
Acetato de Etila G14-1vV 0,94 ¢g
Metanol G14-V 1,899

Quadro 2. Fragdes obtidas por CLV do extrato G14

Para a continuidade dos processos cromatograficos, a fracdo G14-l foi
selecionada, tendo em vista a sua quantidade e a pouca complexidade quanto aos
constituintes. Desta forma, a fracdo G14-| (2,66 g) foi submetida a cromatografia em
coluna flash (6 cm de diametro e 18,5 cm de altura), empacotada com silica gel como
fase estacionaria. A fase moével utilizada foi Hex:AcOEt em grau crescente de
polaridade. Ao final, foram recolhidas 94 subfragcdes de 50 mL cada, as quais foram

agrupadas posteriormente em 7 subfragdes apds analise em CCD (Quadro 3).
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FASE MOVEL FRACOES MASSA
Hexano G14-1-1a 8 1,2 mg
Hex:AcOEt (99:1) G14-1-9 a 17 9,0 mg
Hex:AcOEt (98:2) G14-1-18 a 21 149,5 mg
Hex:AcOEt (97:3) G14-1-22 a 26 79,1 mg
Hex:AcOEt (95:5) G14-1-27 a 57 914,7 mg
Hex:AcOEt (90:10) G14-1-58 a 77 412,3 mg
Acetato de Etila G14-1-78 a 94 345,5 mg

Quadro 3. Fragbes obtidas por CLV do extrato PU-EB

Apos a anadlise das fragbes em CCD, observou-se a presenca de uma
substancia isolada presente na subfracdo G14-1-58 a 77, sendo esta subfragdo
posteriormente analisada por espectroscopia de ressonancia magnética de hidrogénio
(RMN de 1H) e carbono (RMN de 13C), sendo entdo identificada como 4-
nerolidilcatecol (4-NC). Em seguida, esta substancia foi adicionalmente analisada por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE).

4.3.1 Analise por Cromatografia Liquida de Alta eficiéncia (CLAE) do 4-NC

As andlises dos perfis cromatograficos do 4-NC foram realizadas em
cromatégrafo analitico Waters®, utilizando coluna analitica de fase reversa C1s (4,6
mm x 250mm, Sum). Como eluentes da fase movel utilizou-se uma fase binaria
composta de A: agua e 0,1% de acido fosférico e B: metanol com gradiente de
polaridade da fase movel de 40-100% de B em 40 minutos. O 4-NC foi solubilizado
em metanol na concentragéo de 2mg/mL e filtrado em filtro de membrana de celulose
de 0,45 ym, sendo uma aliquota de 30 pL injetada no cromatégrafo com fluxo de 1
mL/min. A deteccao foi realizada em 211 nm. Apds a analise, o grau de pureza da

substancia isolada calculado foi de 98,13% (Figura 5) e seu peso molecular é dexxx
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Figura 5. Cromatograma do 4-NC obtido em CLAE.

4.3 DILUIGAO DOS EXTRATOS E DO 4-NC

Os extratos e 0 4-NC foram estocados em geladeira a 4°C. Para a realizagao
dos ensaios, eles foram pesados e solubilizados em 100ul de dimetilsulféxido (DMSO;
Synth). Inicialmente, as concentrac¢des utilizadas dos extratos foram de 100, 50 e
10ug/ml, enquanto as concentragbes do 4-NC foram 40, 30, 20, 10 e 5uM e
posteriormente as concentragdes foram adaptadas de acordo com os resultados de
citotoxicidade. A concentracdo maxima de DMSO por poco foi de 0,5%.

Para a diluicdo dos extratos e do 4-NC, foi feita uma solugdo estoque de
concentracdo de 4mg/ml e 80uM, respectivamente, e, a partir delas, as outras

concentragcdes desejadas foram preparadas.
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4.4 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Preparagio

dos extraios
Triagem das Citotoxicidade (RAW 267.4)
concentragtes

Selecdo das
cuncentrat;nes
néo citotdxicas

<: H ﬂ > Alividade « Citotoxicidade (4T1, B16)
antitumoral

Selecao do Ensaio in vivo + Infensidade do edema de orelha
extrato mais |:> * Edema de + Histologia do tecido inflamado
promissor Orelha + Dosagem de citocinas & MPO

+ Dosagem de IL-1p, IL-6, IL-12, IL-10

+ Expressdo de co-estimuladores CD80 & CD40.

+ Determinagio de proliferacdo em esplendcitos
e producéio de IFN-y

+ Atividade anti-inflamatoria do composto
majoritario do extrato

« Dosagem de NO
+ [Dosagem de THF-a e MCP-1

4.5 CULTURA DE CELULAS

Macrdfagos das linhagens RAW 264.7 (ATCC® TIB-71™),e células linhagens
de carcinoma mamario 4T1 (ATCC® CRL-2539™) e melanoma murinos B16-F10
(ATCC® CRL-6475™), gentilmente cedidas pelas professoras Ana Paula Ferreira e
Jacy Gameiro, do Laboratério de Imunilogia e DIP, da UFJF, foram cultivadas em
garrafas de cultura de 75 cm® (SARSTEDT) com meio RPMI-1640 (GIBCO)
suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino (GIBCO) e 1% de antibiético (Penicilina
e Estreptomicina, SIGMA) e mantidas em estufa incubadora umidificada a 37°C com
atmosfera de 5% de COZ2.

Os macrofagos da linhagem J774a.1 (ATCC® TIB-67™), gentilmente cedidos
pelo professor Dr. Henrique Teixeira, do Laboratério de Imunologia/IMUNOCET, da

UFJF, foram mantidas em garrafas de cultura de 75 cm® (SARSTEDT) com meio
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Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM — GIBCO), acrescido de 10% de SFB, 1%
de antibiotico e cultivadas em estufa umidificada a 37°C, 5% de CO..

As células foram cultivadas até que atingissem confluéncia de
aproximadamente 80%. A cada 2 ou 3 dias as garrafas eram lavadas com 10ml de
PBS estéril para garantir a eliminagao de células mortas e o0 meio reposto.

Uma vez atingida a confluéncia, as células foram novamente lavadas e 10ml
de meio RPMI ou DMEM suplementados (2% de SFB e 1% de antibiotico) foram
adicionadas. Em seguida as células foram raspadas utilizando suportes plasticos (cell
scraper — 71 SARSTED). A solug&o contendo as células foi transferida para um falcon
de 50ml, e centrifugado por 10min a 1500 rpm. Em relagdo as linhagens tumorais (4T1
e B16), a remocao foi realizada adicioando-se, ap6s a lavagem, 5ml de tripsina —
EDTA. Seguiu-se entdo uma incubacado a 37°C por 5 min. Posteriormente, foram
adicionados 5ml de SFB, para inativar a tripsina. Essas solu¢gdes com as células foram
transferidas para falcons de 50ml e centrifugadas por 5min a 1500 RPM.

Apos a remogao, as células foram novamente lavadas e submetidas ao
procedimento experimental. Alternativamente as células foram estocadas em
nitrogénio liquido imersas em meio de congelamento (90% de Soro Fetal Bovino e
10% de Dimetilsulfoxio -DMSO - VETEC).

4.6 TESTE DE VIABILIDADE (MTT)

Para a determinacdo da citotoxicidade dos extratos, foi utilizado o método
colorimétrico de MTT ((brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazdlio). Este
teste quantifica o quanto o sal MTT é reduzido por desidrogenases mitocéndriais,
formando cristais de formazan, de cor roxa. A viabilidade celular & diretamente
proporcional a quantidade de cristais roxos (MOSMAN, 1983).

Assim, apo6s as lavagens, como descrito acima (item 4.5), o sobrenadante foi
descartado e o pellet ressuspendido em 2ml de meio RPMI suplementado com 2% de
SFB e 1% de antibidtico. As células foram diluidas em PBS (480ul de PBS para 20ul
da solugédo de células) e a esta solugao foi adicionado 500ul do corante Azul de Trypan
(Sigma) para contagem em camara de Newbauer (fator de diluigao de 50).

As células da linhagem RAW foram semeadas em placas de fundo chato de 96

pocos, na concentragdo de 10° células/pogo (adaptado de HUO et al. 2012), enquanto
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as linhagens 4T1 e B16 foram plaqueadas na concentragdo de 10* células/pogo
(adaptado de LAI et al., 2012). Todas as linhagens foram plaqueadas no volume de
100ul/poco.

Apo6s o periodo de 24h de incubacdo, o meio de cultura foi retirado, para
remogao de células mortas e foi adicionado 150ul de meio RPMI (2% de SFB e 1% de
antibidtico) em cada pog¢o e entdo foram plaqueadas as diferentes concentragbes dos
extratos em triplicata, no volume de 50ul, totalizando 200ul/po¢o. Todos os ensaios
continham controles de DMSO (solvente) 0,5% e controles de meio RPMI (ndo
tratados).

As placas foram entdo incubadas por 48h em estufa incubadora de 37°C e 5%
de CO2, e apds esse periodo os sobrenadantes foram retirados e foi adicionado
10ul/pogo de solugao de MTT (5 mg.mL-1, Invitrogen) diluido em 90ul de meio RPMI
completo, para que fosse plagueado um volume total de 100ul/pogo. As placas foram
novamente incubadas na estufa incubadora, por um periodo de 2 horas e 30 minutos
(RISS et al., 2012). Apés esse intervalo, o sobrenadante foi retirado cuidadosamente
para que os cristais de formazan fossem ressuspendidos em 100ul de DMSO. A leitura
foi feita em estectrofotometro (SpectraMax M2, Molecular Devices, EUA) a 595 nm.

Os resultados obtidos das células tratadas com os extratos foram comparados
com a absorbancia dos controles nao tratados, que foram considerados como 100%

de viabilidade celular.

4.7 DOSAGEM DE NO EM CELULAS RAW 264.7

Para a dosagem de nitrito, como indicador da producéo de Oxido Nitrico, as
células foram cultivadas, plaqueadas em placas de 96 pocos, e incubadas por 24h a
temperatura de 37°C com 5% de COz2, como ja descrito. No dia seguinte, o meio foi
trocado e as células foram estimuladas com LPS de E. coli (1 ug.mL"") (Sigma) + IFN-
¥ (20U.mL"") (Peprotech). Depois de 1 hora, os extratos em diferentes concentragdes
foram plaqueados e novamente as placas foram incubadas por 48h. Foram colocados
além dos controles de DMSO e ndo tratado, um controle estimulado.

Ao final deste periodo, os sobrenadantes foram recolhidos para o doseamento
de nitritos, por meio da Reagao de Griess (GUEVARA et al., 1998).
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Para isso, foram trasferidos 50ul dos sobrenadantes das células estimuladas e
tratadas, em triplicatas, em placas de 96 pocos de fundo chato. Posteriormente, foi
adicionado 25ul de 1% de sulfanilamida, um reagente diazo, e apés 5 minutos,
adicionou-se 25ul de 0,1% de naftiletilenodiamino-bicloridrato (NEED). Nesta reacéo,
o nitrito reage com a sulfanilamida em meio acido e o composto diazo formado reage
com o NEED, gerando um composto de coloragao rosea. (SUN et al., 2003). Apds 5
minutos, foi feita a leitura em espectrofotdbmetro a 540nm. As concentracdes de nitrito
das amostras foram calculadas a partir de uma curva padrao, feita com a diluicao
seriada de uma solucdo de nitrito de sddio (NaNOz2) na concentragao de 200uM, em
meio RPMI. As amostras foram entdo comparadas com os controles estimulados e

nao tratados.

4.8 DOSAGEM DE CITOCINAS E QUIMIOCINAS

Utilizou-se o sobrenadante das células estimuladas somente com LPS (1
ug.mL") e tratadas com os extratos para a realizagdo da dosagem das citocinas TNF-
a, IL-6, IL-1B, IL-12 e IL-10 e da quimiocina MCP-1 (CCL2). Para a citocina IL-1j3, foi
utilizado o sobrenadante de cultura de células J774A.1, enquanto para as demais
citocinas, o sobrenadante de cultura de células RAW264.7 foi o mais adequado. No
caso de esplendcitos, as células foram estimuladas com o mitégeno Concavalina A e
tratadas com o extrato, para a realizagdo da dosagem da citocina IFN-y. Para tanto,
foi conduzido o ensaio imunoenzimatico (ELISA) do tipo sanduiche, de acordo com o
protocolo do fabricante dos kits (Becton & Dickinson Company ou R&D Systems).

A absorbancia das amostras foi medida a 450nm, no espectrofotdbmetro
(SpectraMax 190, Molecular Devices) e as concentragbes das citocinas foram
calculadas a partir de uma curva padrao, feita a partir da proteina recombinante
purificada, especifica de cada kit de citocina.

O ensaio foi feito em triplicata e os valores foram expressos em pg/mli,

comparando-se as amostras tratadas com os controles estimulados nao tratados.

4.9 EXPRESSAO DE MOLECULAS CO-ESTIMULADORAS
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Para avaliar possiveis alteracdes na expressdo das moléculas CD80 e CD40,
células RAW 264.7 foram cultivadas e plaqueadas na concentragdo de 5x10° cél/pogo
em placas de 48 pocgos. Apds 24 horas de incubagao (37°C, 5% CO2), as células
foram estimuladas com LPS 1 pg/mL + IFN-y 20 U/mL e tratadas com o extrato.
Novamente foram incubadas por 24 horas (37°C, 5% CO2) e o sobrenadante foi
recolhido e adicionou-se 100 ul de tamp&o de FACS (PBS, SFB 1% e 0,09% de azida
(NaNO3) gelado em cada pogo. Seguiu-se entdo uma vigorosa homogeneizagao (10
vezes) com a pipeta, de modo que as células se desprendessem do fundo da placa,
sendo transferidos para placas de 96 pocgos fundo em “U”. Quando iniciou-se a
marcacao..

Primeiramente, as placas contendo as células foram centrifugadas a 4°C por 5
minutos, 1500 rpm. Apos a centrifugagdo o sobrenadante foi removido por inversao
rapida da placa, e as células foram ressuspendidas no volume residual. Em seguida,
foram adicionados 20 uL dos anticorpos (nas concentragdes de 0,03 ug por pogo,
diluido em tampao de FACS). Os anticorpos utilizados foram anti-CD40 (BV421) e
anti-CD80 (APC) (Becton & Dickinson).

Apo6s 30 minutos de incubagao a 4°C, 150 yL de tampao de FACS foram
adicionados e as placas foram novamente centrifugadas e seus sobrenadantes
descartados, sendo este procedimento repetido duas vezes. As células foram entao
ressuspendidas em 150y pL de tampdo de FACS e essas suspensdes foram
transferidas para tubos de ensaio. No momento da leitura, foi adicionado 3ul de iodeto
de propideo, marcador que permite avaliar a viabilidade das células. A leitura foi
realizada utilizando citdbmetro de fluxo FACScanto Il (Becton Dickinson).

A estratégia utilizada para determinagdo dos fendtipos celulares, como
demonstra a figura 3, consistiu inicialmente na retirada dos “doublets” (Figura 6A),
seguida da determinag&o da zona de demarcacéao celular de acordo com o tamanho
(FSC) x granulosidade (SSC) caracteristicos das células alvo (Figura 6B). As células
viaveis foram entdo determinadas a partir da utilizacdo do corante de viabilidade
(Figura 6C) e a média de intensidade de fluorescéncia (MIF) destas células foi
determinada (Figura 6D). Para cada leitura foram adquiridos 30.000 eventos e os

resultados foram analisados pelo software Flowjo.



FSC-H

44

A B c

Singlets Raw : i
875 959 - 1567 Live

800 7] 800 7] : St L

S8C-A
Count

1
500 T
00
o] o
T T T T L : T .3 T T
a 1 2 3 4
o 200 400 600 800 1.0K o 200 <00 600 800 10K 10 10 10 10 10
FEC-A FSC-A PE-A
Amostras
N&o Marcado
Meio
Tratado
[| M&o tratado
> = -
pr 7 % = Zig
2 - >
I T T hb | T
0 1

Figura 6: Estratégia de gate. (A) Retirada de dublets; (B) determinagdo da zona de demarcacao
celular de acordo com o tamanho (FSC) x granulosidade (SSC) caracteristicos das células alvo; (C)
determinagao de células viaveis a partir da utilizagdo do corante de viabilidade células; (D) média
de intensidade de fluorescéncia (MIF).

4.10 ANIMAIS

Para os ensaios de proliferacdo de esplendcitos, foram utilizados camundongos
fémeas C57BL/6. J& para os ensaios de edema de pata, camundongos fémeas
BALB/c foram os mais adequados. Os animais de idade entre 8 e 10 semanas,
provenientes do Centro da Biologia da Reproduc&o da Universidade Federal de Juiz
de Fora (CBR-UFJF), foram mantidos em temperatura padréo (22°C), ciclos de
claro/escuro de 12 em 12 horas e com comida e agua a vontade.

Os procedimentos experimentais foram realizados apds aprovagao pela
Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUA) (Numero de protocolo: 041/2016).
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4.11 ENSAIO DE PROLIFERAGAO CELULAR DE ESPLENOCITOS

Para a avaliacdo da influéncia do extrato G14 e do composto 4-NC no indice
de proliferagao de esplendcitos, estimulando linfécitos T, foi utilizada a técnica descrita
por Sharma et al. (2007) com adaptagdes. Para isso, os bagos de animais C57BL/6
foram extraidos e macerados em 10 mL de PBS utilizando-se peneiras de ago estéreis
e, a seguir, centrifugados por 5 minutos a 600g, 4°C. O sobrenadante produzido foi
descartado e as células foram ressuspendidas em 2 mL de tampao ACK (Ammonium-
Chloride-Potassium - 1% KHCOS3 e 8% NH4Cl em agua destilada) por 5 minutos, em
temperatura ambiente, no intuito de promover a lise osmadtica dos eritrocitos. Ao
término desta etapa, 28 ml de PBS foram acrescentados e seguiu-se nova
centrifugagcdo. Mais uma vez o sobrenadante foi descartado e os esplendcitos obtidos
foram ressuspendidos em 2 mL de meio RPMI-1640 suplementado com 10% de SFB
e 1% de antibiotico.

A concentragao das células foi determinada na camara de Neubauer utilizando-
se o corante azul de tripan e plaqueadas na concentracdo de 10° células por poco,
em placas de 96 pocos em fundo em “U”. A seguir, foram adicionados o extrato G14
e o0 composto 4-NC em duas concentragoes.

Para estimular a proliferagdo de linfocitos T, empregou-se como estimulo
lectina Concanavalina A (5 mg.mL-1, Sigma) na concentragdo de 5 pyg.mL-1 e apés
2h, seguiu-se com a adigdo dos compostos e incubagao por um periodo 48h, a 37°C
e sob atmosfera com 5% de CO2.

Ao final da incubacao, a proliferacéo celular foi determinada através do método
do MTT, conforme descrito para células RAW 264.7. O indice de proliferagao (IP) foi
calculado dividindo-se os valores encontrados para as células estimuladas (ou

estimuladas e tratadas) pelo valor encontrado no controle ndo estimulado.

4.12 EDEMA DE ORELHA INDUZIDO PELA APLICAGAO DE OLEO DE CROTON

Para avaliacdo da atividade anti-inflamatdrioa in vivo, 20 animais BALB/C
foram distribuidas em 4 grupos distinguidos pelo tratamento que receberam conforme

descrito no Quadro 4.
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Grupo Intervencgao
G1 Controle Positivo: Inducéo de inflamacgao
Tratamento: veiculo
G2 Controle Negativo: Indugao de Inflamagao
Tratamento: Dexametazona (0,1mg/orelha)

G3 Indugao de inflamacéao
Tratamento: G14 (0,1mg/orelha

G4 Indugao de inflamacéao
Tratamento: G14 (1mg/orelha)

Quadro 4: Organizagéo dos grupos de animais para a avaliagéo in vivo da agao anti-inflamatdria

(edema de orelha) do extrato G14

O processo inflamatério agudo foi induzido pela aplicagao topica unica do éleo
de croton (2,5% v/v em 20 pyL de acetona) na superficie interna das orelhas direitas
dos camundongos. Os compostos (0,1 e 0,5 mg/orelha) e a dexametasona (0,1
mg/orelha, controle positivo), foram administrados imediatamente apds a aplicagao do
6leo de créton por via tépica. As orelhas esquerdas foram aplicadas somente o veiculo
(acetona) e foram utilizadas como controle negativo. Apos 4 horas, os animais foram
eutanasiados e circulos de 6 mm de tecido das orelhas foram coletados e pesados
individualmente utilizando uma balanga analitica. A diferenca de peso entre a orelha
direita inflamada e a orelha esquerda nao inflamada indicou a intensidade do edema.

Os circulos de 6mm obtidos das orelhas direitas foram seccionados ao meio
com o auxilio de uma tesoura e armazenados a -80°C. Posteriormente uma parte foi
utilizada na determinacdo dos niveis de mediadores inflamatérios e a outra na

realizagao da analise histoldgica.

4.12.1 Determinagao dos niveis de mediadores inflamatérios ( IL-13, IL-6 e
MCP-1)

A metade das orelhas direitas obtidas anteriormente foram homogeneizadas
em 400uL de tampao de extragao de citocinas de tecidos (NaCl 2.34%, Tween 20
0.05%, BSA 0.5%, PMSF 0.0017%, Cloreto de Benzetonio 0.00448%, EDTA 0.0372%,
Aprotinina 0.002% em agua destilada) e centrifugadas a 3000 RPM durante 10
minutos a 4°C. Os sobrenadantes obtidos foram utilizados para a determinagao dos
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niveis das citocinas e da quimiocina pelo método de ELISA do tipo sanduiche, de
acordo com o protocolo do fabricante (B&D Pharmingen, San Diego, CA, USA),

conforme previamente descritos.

4.12.2 Avaliagcao da Atividade Enzimatica da MPO

Os pellets/precipitados resultantes da centrifugacéo anterior foram utilizados
para a avaliagdo da atividade enzimatica da MPO. Para isso, eles foram
ressuspendidos em solugdo salina 0.2% gelada e homogeneizados. Apos 15
segundos, foi adicionada uma segunda solugdo salina (NaCl 1.6% e glicose 5%) e
eles foram novamente homogeneizados e, desta vez, centrifugados a 3000 RPM por
10 minutos a 4° C. O sobrenadante foi descartado e o pellet foi ressuspendido em 75
uL de solucdo de HTAB 0.5%. Em seguida, a solugédo preparada anteriormente foi
submetida ao congelamento com nitrogénio e descongelamento em temperatura
ambiente por 3 vezes consecutivas e centrifugadas a 14000 RPM durante 15 minutos
a 4°C. Os sobrenadantes foram plaqueados em placas de 96 pocos de fundo chato e,
a eles, foi adicionada uma solugdo tampé&o citrato (citrato 0.1M, H202 0.04%, OPD
0.04%) na mesma proporg¢ao. Apos 15 minutos, a absorbancia foi lida em um leitor de
microplacas (SpectraMax 190, Molecular Devices) a 490 nm e os resultados foram
expressos em unidade de densidade otica (DO) e comparados com o controle

inflamado e né&o tratado (Veiculo).

4.12.3 Analise histologica

Apods serem fixadas em solugao de formol a 10% por 24 horas, os fragmentos
foram armazenados em alcool 70% até o inicio do processo de desidratagdo. As
orelhas foram posteriormente desidratadas, blocadas em parafina, seccionadas em
cortes de 5 ym em um micrétomo e coradas com hematoxilina e eosina. A infiltragao

de leucdcitos foram avaliadas em areas representativas com aumento de 100x.
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4.9 ANALISE ESTATISTICA

Os dados numéricos dos ensaios foram analisados por meio do programa
estatistico GraphPad Prism 5.00, utilizando-se o teste ANOVA seguido do pés-teste
Dunnet para os ensaios in vitro e o teste ANOVA seguido do pds-teste de Newman-—
Keuls para ensaios in vivo. O nivel de significAncia adotado foi de 5% para todos os

testes.
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5 RESULTADOS

5.1 AVALIACAO DA VIABILIDADE CELULAR EM CELULAS RAW TRATADAS
COM OS EXTRATOS DE S. chilensis, A. cymbifera E P. umbelattum

Para determinar o potencial téxico dos extratos de S. chilensis, A. cymbifera e
P. umbelattum, células RAW 264.7 foram cultivadas e tratadas com as concentracoes
de 100, 50 e 10pg/ml para todos os extratos. Apds 48 horas, a viabilidade foi
determinada pelo método de MTT.

Considerando-se aceitavel uma taxa de sobrevivéncia a partir de 80%,
conforme sugerido por Gobec e colaboradores (2015), a concentragdo de 100ug/ml
dos extratos G10 e G11 mostrou-se citotdxica para as células, sendo eliminada dos
ensaios posteriores. O extrato G13 apresentou citotoxicidade também na
concentragdo de 50ug/ml, enquanto o G14 foi toéxico em todas as concentragdes
testadas. Por outro lado, o extrato G12 n&o apresentou citotoxicidade em nenhuma
das concentracbes testadas (Figura 7).

Como ja mencionado no topico 4.2, os extratos foram solubilizados em DMSO,
e por isso, seu possivel efeito toxico sobre as células também foi avaliado. A
concentragdo mais alta de DMSO utilizada nos ensaios foi de 0.5%, e como
demostrado na Figura 1, a taxa de sobrevivéncia das células tratadas somente com
DMSO nesta concentragao foi semelhante ao de células nao tratadas, ou seja, em
torno de 100%. Sendo assim foi descartado qualquer efeito toxico apresentado pelo

solvente.
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Figura 7: Avaliacdo da citotoxicidade de extratos de S. chilensis, A.cymbifera e P. umbellatum.
Células RAW 264.7 (10° células/pogo) foram incubadas com as concentragdes de 100, 50 e 10ug/ml
dos extratos ou DMSO (0.5% no pogo) por 48 horas. O percentual de sobrevivéncia foi determinado
através do método colorimétrico do MTT. Foram consideradas com 100% de viabilidade as células
que nao sofreram nenhum tipo de tratamento. O DMSO n&o apresentou efeito toxico na
concentragao utilizada.

Uma vez que os compostos G10 e G11 apresentaram toxicidade na
concentragao de 100ug/ml, nos ensaios posteriores foram avaliadas as concentragdes
de 50, 25 e 10ug/ml. Ja para o extrato G13, as concentragdes nao toxicas foram
abaixo de 50ug/ml, sendo selecionadas as concentragbes de 10, 5 e 2,5ug/ml. Em
relacdo ao extrato G14, devido a sua elevada citotoxicidade, as concentragdes foram
reduzidas para 5, 2,5 e 1,25ug/ml. Como mostra a Figura 8, as novas concentragbes

nao exibiram toxicidade, sendo por isso adequadas para os ensaios posteriores.
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Figura 8: Avaliacao da citotoxicidade dos extratos G10, G11, G13 e G14 nas novas concentra¢des
selecionadas. Células RAW 264.7 (10° células/pogo) foram incubadas com as concentragdes de
50, 25 e 10ug/ml (G10 e G11), 10, 5 e 2,5ug/ml (G13) e 5, 2,5 e 1,25ug/ml (G14) dos extratos.
Apos 48 horas, o percentual de sobrevivéncia foi determinado através do MTT.
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5.2 AVALIAGAO DA PRODUGAO DE OXIDO NIiTRICO (NO) POR CELULAS RAW
264.7 ESTIMULADAS E TRATADAS COM OS EXTRATOS DE S. chilensis, A.

cymbifera E P. umbellatum

Um importante mediador inflamatério € o 6xido Nitrico, um radical livre de curta
duragdo que possui propriedades pro-inflamatérias, agindo como vasodilatador,
aumentando a permeabilidade vascular e estimulando a produgéo de prostaglandinas
pro-inflamatoérias (GUZIK et al., 2003). Além disso, participa de processos como a
neurotransmissdo e apoptose (NAGY et al.,, 2007), atuando também como um
importante agente microbicida (GUZIK et al., 2003). Contudo, a produgao exagerada
deste mediador ja foi associada a algumas doencgas degenerativas, tais como doengas
reumaticas, doencas inflamatorias, diabetes, choque séptico e isquemia cerebral
(MOILANEN; VAPPATALO, 1995; DUSSE et al., 2003).

A producao de NO é estimulada na presencga de citocinas pro-inflamatoérias
(SHERWOOD; TOLIVERKINSKY, 2004). Uma das mais relevantes € o IFN-y, uma
citocina do perfil Th1 capaz de ativar macréfagos e consequentemente induzir a
sintese de NO. Porém, essa inducédo € potencializada na presenga de derivados
microbianos, tal como o LPS (COX et al.,1992; CUNHA et al.,1993a). Essa associagao
(IFN-y+LPS) foi utilizada neste ensaio, a fim de avaliar o potencial anti-inflamatorio dos
extratos em questéo.

Para determinar se as concentracbes nao toxicas dos extratos apresentam
atividade sobre os mediadores inflamatérios, primeiramente avaliamos a producio de
Oxido Nitrico em células RAW 264.7, estimuladas por uma hora com LPS e IFN-y e
em seguida tratadas com as diferentes concentracbes de cada composto. Como
demonstrado na Figura 9, os extratos G10 e G11 foram capazes de reduzir
significativamente a produg¢do de NO nas concentragdes de 50 e 25 ug/ml. O extrato
G13 reduziu os niveis de 6xido nitrico somente na concentragao de 10 pg/ml. Além
disso, o extrato G14 reduziu a producédo deste mediador em suas duas maiores
concentragdes (5 e 2,5 yg/ml). Em contrapartida, o extrato G12 nao foi capaz de

reduzir significativamente os niveis de NO em nenhuma das concentragdes testadas.
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Figura 9: Avaliacdo da producédo de o6xido nitrico (NO) por células RAW 264.7 estimuladas e
tratadas com os extratos de S. chilensis, A. cymbifera e P.umbellatum. Células RAW 264.7 foram

plaqueadas (10° células/pogo) e estimuladas com LPS (1ug/mL) e IFN-y (20U/mL). Apds 1 hora,
estas células foram tratadas com os extratos G10 (A), G11 (B) e G12 (C) de S. chilensis, G13 (D)
de A. cymbifera e G14 (E) de P. umbellatum em diferentes concentragbes. Apds 48 horas, os
sobrenadantes foram coletados e os niveis de MCP-1 foram avaliados através do ELISA. As
amostras foram comparadas com o controle estimulado (LPS). (*) P<0.05% (ANOVA/Dunnet)
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Visto que o extrato G12 ndo modificou a produgcdo de NO, mas também né&o
exibiu citotoxicidade nas concentracdes testadas, foram realizados novos testes com
concentracdes maiores deste extrato com o intuito de potencializar a sua agdo. Como
demostrado na Figura 10A, as concentragdes de 250, 200 e 150ug/ml nédo
apresentaram citotoxicidade mas somente a concentragcado de 250ug/ml foi capaz de
reduzir os niveis de NO de maneira signficativa (Figura 10B).
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Figura 10: Avaliacdo da citotoxicidade e da produgdo de NO de concentragcdes mais elevadas
do extrato G12. Células RAW 264.7 foram plaqueadas (10° células/pogo), estimuladas com LPS

(1ug.mL") e IFN-y (20U.mL"") por 1 hora e tratadas com 250, 200 ou 150ug/ml do extrato G12.
Apods 48 horas, a viabilidade celular foi determinada por MTT (A) e o sobrenadante foi utilizado
para a avaliacado da producéo de NO (B), através da reagéo de Griess. (*) P<0.05% em relagcéo

ao controle estimulado (LPS+IFN-y) (ANOVA/Dunnet).

Considerando-se os resultados das analises acima, foi resumida no Quadro 5

as concentragdes de cada extrato selecionadas para os subsequentes ensaios.
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Extratos Concentracoes (ng/ml)
G10 50-25-10
Gl1l1 50-25-10
G12 250 -200 - 150
G13 10-5- 25
Gl4 5-2,5- 1,25

Quadro 5: Concentra¢des selecionadas para cada extrato

5.3 AVALIAGAO DA PRODUGAO DA CITOCINA TNF-a E QUIMIOCINA MCP-1
POR CELULAS RAW 264.7 TRATADAS COM OS EXTRATOS DE S. chilensis, A.

cymbifera E P. umbellatum

Uma vez que os extratos foram capazes de induzir uma redugéao significativa
na producao de NO, também foi avaliado sua acao sobre a producéo da citocina pro-
inflamatoria TNF-a, e da quimiocina (MCP-1). Cabe destacar que tais mediadores
foram selecionados visto que possuem extrema importancia no curso da inflamacgao,
além de estarem envolvidos em diversas patologias de carater inflamatério. O TNF-q,
provoca alteracdes endoteliais e ainda estimula liberagdo de quimiocinas que ajudam
no recrutamento de leucdécitos, além de apresentar importante papel na proliferagéo
celular e em processos apoptoticos (BRADLEY,2008). A MCP-1, por sua vez, € uma
quimiocina que atua no recrutamento de mondcitos sanguineos para o sitio
inflamatdrio bem como na ativagao destas células, sendo por isso importante fator pro-
inflamatdrio. Além disso, esta quimiocina € um importante mediador presente em
doencas que envolvem infiltracdo de células mononucleares, como artrite reumatoide
e lupus eritematoso. (DALY & ROLLINS, 2003)

Apesar de todos os extratos serem capazes de reduzir a producdo de NO,
somente o composto G14 foi capaz de reduzir significativamente os niveis de TNF-a
nas concentragcoes de 5 e 2,5ug/ml, enquanto os demais extratos ndo alteraram
significativamente a produgao desta citocina. Além disso, de maneira contraditéria, o
composto G11 estimulou a produgéo de TNF-a em sua menor concentragdo (10ug/ml)
(Figura 11).
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Figura 11: Avaliagdo da produgéo da quimiocina TNF-a por células RAW 267.4 tratadas com os
extratos. Células RAW 264.7 foram plaqueadas (105 células/pogo), e estimuladas com LPS (1ug.mL-
) por 1 hora. Em seguida foram tratadas com os extratos G10 (A), G11 (B) e G12 (C) de S. chilensis,
G13 (D) de A. cymbifera e G14 (E) de P. umbellatum em diferentes concentragdes. Apds 48 horas,
os sobrenadantes foram coletados e os niveis de TNF- a foram avaliados através do ELISA. As
amostras foram comparadas com o controle estimulado (LPS). (*) P<0.05% (ANOVA/Dunnet)
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Assim, uma vez que os extratos tém apresentado caracteristicas anti-
inflamatdrias, avaliamos sua influéncia na producdo desta quimiocina. Conforme
demonstrado na Figura 12, com excegao do G12, todos os extratos foram efetivos em
reduzir a produ¢ao de MCP-1 quando utilizados em sua maior concentracdo. Com
destaque, mais uma vez, temos o G14, capaz de reduzir a produgao desta quimiocina

em suas duas maiores concentragoes.
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Figura 12: Avaliagcdo da produgéo da quimiocina MCP-1 por células RAW 267.4 tratadas com os
extratos. Células RAW 264.7 foram plaqueadas (10° células/pogo), e estimuladas com LPS (1ug.mL-
) por 1 hora. Em seguida foram tratadas com os extratos G10 (A), G11 (B) e G12 (C) de S. chilensis,
G13 (D) de A. cymbifera e G14 (E) de P. umbellatum em diferentes concentracdes. Apés 48 horas,
os sobrenadantes foram coletados e os niveis de MCP-1 foram avaliados através do ELISA. As
amostras foram comparadas com o controle estimulado (LPS). (*) P<0.05% (ANOVA/Dunnet)
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Visto que entre os extratos testados, o G14 foi o mais promissor, sendo o unico
capaz de atuar na reducgao dos trés mediadores inflamatoérios avaliados (NO, TNF-a e
MCP-1), selecionamos este composto em suas duas maiores e mais eficazes
concentragbes (5 e 2,5ug/ml) para a avaliacdo de outras citocinas e moléculas
importantes no processo inflamatério. Os demais extratos foram entao eliminados dos
préximos ensaios de cunho inflamatério, uma vez que ndo foram tdo promissores

quanto o extrato G14.

5.4 AVALIAGAO DA INFLUENCIA DO EXTRATO G14 NA PRODUGAO DE
CITOCINAS IL-18, IL-6, IL-12 e IL-10.

Outra citocina de destaque no processo inflamatério € a IL-1B, produzida

inicialmente em sua forma inativa, a prolL-13, que é ativada através da cascata de
caspase-1, que por sua vez necessita da proteina adaptadora ASC. (WATANABE e
KOBAYASHI, 1994). Segundo estudo realizado por Pelegrin e colaboradores (2008),

macrofagos da linhagem RAW264.7 ndo expressam a proteina ASC, permitindo
somente a producdo da forma inativa prolL-1B. Por este motivo, para avaliar a
influéncia do extrato na producao de IL-1f3, foi utilizada a linhagem de macrofagos, a
J774a.1 que, neste mesmo estudo de Peligrin mostrou-se efetiva na produgédo da
forma ativa de IL-1B. Conforme exibido na Figura 13A os resultados nos mostram que
o extrato G14 foi capaz de reduzir em aproximadamente 7 vezes a produgao desta
citocina em sua maior concentragao e em aproximadamente 3 vezes em sua menor

concentragao, demonstrando mais uma vez seu grande potencial anti-inflamatério.

Quanto a citocina IL-6, o extrato G14 foi capaz de reduzir aproximadamente
trés vezes sua produgdo em ambas concentracées analisadas (Figura 13B) Cabe
destacar que além desta citocina estimular a produgao de proteinas de fase aguda,
ela também atua na diferenciacido de linfécitos B, na proliferacdo de linfécitos T, na
secrecao de imunoglobulinas, além de ativar a cascata do complemento (LOTZ et al.
1988, EBERSOLE e CAPELLI 2000).
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O extrato G14 foi capaz de reduzir a producdo de IL-12 em suas duas
concentragdes testadas (Figura 13C), demonstrando seu potencial em modular uma
resposta Th1 mesmo quando utilizado em concentragdes baixas, chegando a niveis
semelhantes ao controle nao estimulado. A interleucina 12 atua na geragao de outras
citocinas pro-inflamatérias (como IFN-y e TNF-a) e é capaz de direcionar o
desenvolvimento da resposta celular Th1 (GOODRIDGE et al., 2003).

Uma vez que os extratos foram capazes de inibir a produ¢cdo de mediadores
inflamatorios, foi investigado se esta inibicdo estava relacionada a produgdo da
citocina 1IL-10, uma citocina de efeitos pleiotropicos na inflamagcdo e na
imunorregulacao (MOORE et al., 1993), que interfere negativamente na produgao de
mediadores proé-inflamatérios, podendo minimizar as patologias que sao
desencadeadas por este processo (O'GARRA et al., 2004).

O extrato G14 nao apresentou influéncia significativa na producdo desta
citocina, como demonstrado na Figura 13D. Este resultado sugere que o efeito
apresentado por este extrato ocorre na via de produgdo dos mediadores e nao
indiretamente através da produgéao da citocina IL-10.
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Figura 13: Avaliagdo da producgao das citocinas IL-1j3, IL-6, IL-12, e IL-10 por células tratadas com
o extrato G14 e estimuladas com LPS. Células J77a.1 e RAW 264.7 foram plaqueadas (10°
células/pogo), e estimuladas com LPS (1ug.mL") por 1 hora. Em seguida foram tratadas com as
concentracdes de 5 e 2,5ug/ml. Apds 48 horas, os sobrenadantes foram coletados e os niveis de
IL-1B (A), IL-6 (B), IL-12 (C) e IL-10 (D) foram avaliados através do ELISA. As amostras foram
comparadas com o controle estimulado (LPS). (*) P<0.05% (ANOVA/Dunnet)
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5.5 AVALIAGAO DA EXPRESSAO DE COESTIMULADORES (CD40 E CD80) EM
CELULAS RAW 264.7 TRATADAS COM O EXTRATO G14

Além da producgao de citocinas e NO, é necessario a interacao célula-célula
envolvendo inumeros sinais, para que a imunidade adaptativa seja desencadeada,
através da acao de linfocitos, e assim, ocorra uma resposta imune efetiva. Dentre eles,
os “sinais secundarios” ou coestimuladores sdo essenciais para a ativacdo e
proliferagdo de linfocitos e consequentemente uma potencializagdo da resposta.
(GREWAL e FLAVELL, 1996). Nesse contexto, os macréfagos sao importantes APCs,
que além de processarem e apresentarem os antigenos via moléculas de MHC,
também fornecem o segundo sinal de ativagdo, através da expressédo destas
moléculas coestimuladoras, como CD40, CD80 e CD86 (COQUET, RAUSCH,
BORST, 2015).

As moléculas CD80 e CD86 também possuem papel fundamental na ligagéo
da imunidade inata com a imunidade adaptativa, uma vez que sao reconhecidas por
meio do receptor CD28, expresso na superficie dos linfocitos T. Esta ligagdo é capaz
de promover a proliferacédo e diferenciacdo de células T (ALEGRE, FRAUWIRTH E
THOMPSON, 2001) e consequentemente maior produgéo de citocinas (LINDSTEIN,
et al., 1989), além de induzir a expressao de proteinas antiapoptéticas, como a BCL-
XL (BOISE et al., 1993).

Desta forma, diante dos resultados apresentados pelo extrato G14, o qual foi
capaz de reduzir mediadores inflamatérios como NO, TNF-a, IL-6, IL-18 e MCP-1,
também foi avaliado a influéncia deste composto na expressdao das moléculas

coestimuladoras CD40 e CD80, pelo ensaio de citometria de fluxo.

Conforme representado na figura, o tratamento com o G14 foi capaz de reduzir
significativamente a expressao de CD40. Por outro lado, a expressao de CD80 foi

reduzida de maneira muito sutil, porém estatisticamente significativa (Figura 14).
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Figura 14: Efeitos do tratamento com o extrato G14 na expressdo de moléculas co-estimuladoras.
Células RAW?264.7 foram estimulados com LPS+IFN-y e tratados com as concentragdes de 5 e
2,5ug/ml do extrato. Apds 24h de incubagéo foi determinada, a expressao de (A) CD40 e (B) CD80
por citometria de fluxo, Os dados foram expressos como média da intensidade de fluorescéncia
(MIF). (*) P<0.05% em relagédo ao grupo LPS+IFN-y (ANOVA/Dunnet).

5.6 AVALIAGAO DA PROLIFERAGCAO E PRODUGAO DA CITOCINA IFN-y POR
ESPLENOCITOS TRATADOS COM O EXTRATO G14

Uma vez que o extrato G14 foi capaz de reduzir a producéo de citocinas e de
moléculas coestimuladoras em células da imunidade inata, sua influéncia em células
da imunidade adaptativa também foi investigada. Para este objetivo, esplendcitos
foram extraidos de camundongos C57BL/6, estimulados com concanavalina A
(mitdgeno de células T) e tratados com o extrato G14 em suas duas concentragdes.

Apods 72 horas, o indice de proliferacéo foi determinado.

A Figura 15 mostra que o extrato G14 foi eficaz na inibigdo de proliferagcédo de
linfécitos em ambas as concentragdes avaliadas, embora a concentragdo de 5ug/ml
tenha sido mais efetiva. Estes resultados sugerem que o extrato G14 também

apresenta uma acao moduladora sobre a resposta imune adquirida.
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Figura 15: Influéncia do extrato G14 na proliferacédo de células T. Esplendcitos de camundongos C57BL/6
(108 celulas por pogo) foram cultivados na presenca do estimulo ConA (5ug.mL-1) (B) por 2 horas. Em
seguida, as células foram tratadas com o extrato nas concentragdes de 5 e 2,5ug/ml. Apds 48 horas de
incubagédo o indice de proliferagdo celular foi avaliado pelo método de MTT. Como controles foram
utilizadas células estimuladas e n&o tratadas, bem como células nao estimuladas e nao tratadas. O indice
de proliferacao foi calculado levando-se em conta a metabolizacdo do MTT de células estimuladas e
células nao estimuladas. (*) P<0.05% em comparagdo com ConA. (ANOVA/Dunnet).

Além da inibigédo de proliferagao, foi avaliada a produgao da citocina IFN-y. Esta
€ uma citocina proinflamatéria (PANDIYAN, et al., 2007), produzida em altos niveis
em culturas de esplendcitos estimulados com Concanavalina A (CANDOLFI, et
al.,1994). O IFN-y é produzido por linfocitos do perfil Th1 e inibe a proliferagao de
células que sintetizam as citocinas IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 e IL-13. Além disso, aumenta
a expresséo de moléculas de MHC de classes | e Il (DE MAEYER e DE MAEYER-
GUINARD, 1992) e ainda é responsavel pela ativacdo de macréfagos
(SCHOENBORN E WILSON, 2007). Consistente com a redugao na proliferagédo, a
Figura 16 demonstra uma reducédo proeminente na produgdo de IFN-y, apdés o
tratamento com o extrato G14 em ambas as concentragdes avaliadas, sugerindo mais

uma vez uma acao deste composto sobre as células da imunidade adquirida.
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Figura 16: Avaliagdo da produgé&o da citocina IFN-y por esplendcitos com o extrato de P.
umbellatum. Esplenécitos de camundongos C57BL/6 (10° celulas por pogo) foram cultivados na
presenca do estimulo ConA (5ug.mL-1) (B) por 2 horas. Em seguida, as células foram tratadas com
o extrato nas concentragbes de 5 e 2,5ug/ml. Apos 48 horas, os sobrenadantes foram coletados e

os niveis de IFN-y foram avaliados através do ELISA. As amostras foram comparadas com o
controle estimulado (LPS). (*) P<0.05% (ANOVA/Dunnet)

5.7 EFEITO DO EXTRATO HIDROALCOOLICO DE RAIZES DE P. umbellatum
(G14) NO MODELO DE EDEMA DE ORELHA

Visto que o extrato G14 apresentou boa eficiéncia na redugdo dos diversos
mediadores inflamatorios avaliados, o presente estudo também determinou sua acéo
in vivo em um modelo de edema de orelha induzido por 6leo de créton (PINTO et al.,
2015). O oleo de créton, que apresenta o 12-o-tetracanoilphorbol-13-acetato (TPA)
como componente majoritario, € um ativador da proteina quinase C (PKC) e da
proteina quinase ativada por mitdgeno (MAPK). Tais proteinas estimulam a liberagao
de citocinas pro-inflamatérias (como IL-1B8 e IL-6), fosfolipase A2, fator ativador de
plaquetas (PAF) e acido aracdoénico (AA), através da ativagcdo de fatores de
transcrigcdo, como AP-1 e NF-kB. Estes mecanismos geram uma resposta inflamatéria,
onde ocorre aumento da permeabilidade vascular, vasodilatagdo, migragao
leucocitaria, edema, entre outros fatores (PASCUAI e GLASS, 2006; SARAIVA et al.,
2011).

Assim, para determinar a agao do extrato G14 in vivo, um processo inflamatério
foi induzido na orelha direita decamundongos BALB/c, utilizando 6leo de créton. Em

seguida, esta orelha foi tratada topicamente com o extrato G14 nas concentragdes de
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0,1 ou 1mg/orelha, conforme sugerido por Pinto e colaboradores (2015). Apds 4 horas,
o edema foi avaliado através da diferenca de peso entre a orelha inflamada e a orelha

normal.

Conforme esperado, em animais nao tratados, a aplicagdo do 6leo de Créton
induziu um edema consideravel, evidenciado pela grande diferenga de peso entre as
orelhas (cerca de 8,7mg). Ainda dentro do esperado, o tratamento com dexametasona
foi eficiente em conter o edema, reduzindo, quase que totalmente, a diferenca entre
as orelhas (aproximadamente 90% de redugédo). Em relagcdo ao extrato G14, em
concordancia com os dados obtidos in vitro, o tratamento também foi efetivo em
reduzir o edema auricular em ambas as concentracdes avaliadas. Esta reducgao foi de
aproximadamente 30% quando G14 foi utilizado na menor concentragéo
(0,1mg/orelha) e de aproximadamente 70%, quando G14 foi utilizado na maior
concentragéo (1mg/orelha) (Figura 17).
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Figura 17: Efeito do extrato G14 em edema de orelha em camundongos C57BL/6, induzido por 6leo
de créton. Uma solugéo de dleo de croton a 2,5% foi aplicada topicamente nas orelhas direitas dos
camundongos e em seguida, houve a aplicagdo do extrato G14. Dexametazona foi utilizada como
droga de referéncia na concentracdo de 0,1mg/orelha para controle positivo. Acetona foi utilizada
como controle negativo. Apds 4 horas, as orelhas direita e esquerda foras retiradas e pesadas e a
diferenca entre os pesos foi analisada. (*) P<0.05% em relagdo ao grupo de veiculo.
(ANOVA/Newman—Keuls).
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A analise histologica do tecido auricular enfatiza os resultados descritos acima.
Conforme demonstrado na Figura 18, comparado ao grupo controle, é possivel
perceber um intenso infiltrado inflamatdrio presente no tecido inflamado e nao tratado
(Figura 18A), diferente do que acontece com o tecido n&o inflamado (Figura 18B).
Este infiltrado apresenta-se extremamente reduzido quando o tecido foi tratado com
Dexametasona (Figura 18C) ou com as duas concentragdes do extrato G14 (Figuras
18C e 18D).
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Figura 18: Efeitos do tratamento com o extrato G14 em tecido auricular inflamado.Fotomicrografias
representativas de cortes transversais de orelhas obtidas apés indugéo de inflamagéo por 6leo de
croton, com coloragédo HE; aumento de 100x. (A) Veiculo; (B) Nao inflamado; (C) Dexametazona
0,1mglorelha; (D) Extrato G14 0,1mg/orelha; (E) Extrato G14 1mg/orelha. Os retangulos indicam a
intensidade de células inflamatérias.
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Uma vez determinada a influencia do extrato na reducao do edema, avaliou-se

também a producédo de mediadores inflamatdrios no tecido auricular.

Como demonstrado nos graficos da Figura 19, a concentragdo de 1mg/orelha
do extrato G14 foi efetiva em reduzir a produgao das citocinas IL-1[ e IL-6 assim como
da quimiocina MCP-1. Essa reducdo se mostrou mais proeminente em relacdo a
citocina IL-6, se assemelhando aos niveis encontrados apds tratamento com a
dexamentazona. De forma contraditéria, o tratamento com 0.1mg/ml do extrato G14
nao induziu uma reducgdo significativa na produgdo de nenhuma das citocinas

avaliadas, mesmo sendo eficaz na redugcé&o do edema, como mostrado na Figura 17.

Além das citocinas e quimiocinas, a concentragao da enzima mieloperoxidase
também foi determinada no tecido inflamado. A mieloperoxidade é uma enzima
encontrada principalmente em neutrofilos e mondcitos e é o principal constituinte dos
granulos azurdfilos de neutréfilos (Roman et al. 2008). Esta enzima é liberada apds a
ativacdo de neutrdfilos, contribuindo para a resposta imune inata do organismo
(Hansson, Olsson e Nauseef, 2006). Ela exerce papel muito importante na inflamacgao,
pois além de atuar como sinalizadora de moléculas de adesao e funcionar como sinal
de sobrevivéncia para neutréfilos, a MPO forma radicais livres e substancias
oxidantes, pela reacdo com peréxido de hidrogénio, o que pode promover um dano
oxidativo ao tecido (NICHOLLS e HAZEN, 2006; ZHANG et al., 2002).

Conforme demonstrado na Figura 19D, o extrato G14 também foi capaz de
reduzir a producao deste mediador, em ambas as concentragdes avaliadas. Além
disso, a redu¢ao de MPO induzida pelo extrato ocorreu de maneira semelhante aquela
induzida pela droga de referéncia (dexametazona). Assim, os resultados
apresentados até aqui demonstram claramente o grande potencial anti-inflamatério do

extrato G14 tanto in vitro quanto in vivo.
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Figura 19: Efeito do extrato G14 na producéo de citocinas e mieloperoxidase a partir de edema de
orelha induzido por 6leo de croton. Amostras das orelhas tratadas com o extrato G14 nas
concentragdew de 1,0 e 0,1mg/orelha, e dexametazona na concentragdo de 0,1mg/orelha foram
coletadas apds 4h da indugdo de edema com 6leo de créton para avaliagao da produgao de (A) IL-
1B, (B) IL-6, (C) MCP-1 e (D) MPO. O efeito sobre a enzima MPO foi expresso por densidade 6tica
(OD). A acetona foi utilizada como veiculo. (*) P<0.05% (ANOVA/ Newman—Keuls)

5.8 AVALIAGAO DA INFLUENCIA DO COMPOSTO ISOLADO 4-
NEROLIDILCATECOL NA CITOTOXICIDADE E NA PRODUGAO DE MEDIADORES
INFLAMATORIOS

O composto 4-nerolidilcatecol € um metabdlito secundario mais abundante na
especie Piper umbellatum, sendo encontrado em raizes, folhas e influorescencias
desta espécie (LIMA et al., 2013). Estudos prévios ja demonstraram uma potente

atividade antioxidante deste composto quando comparado ao a-tocoferol (Vitamina E)
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(BARROS et al., 1996; DESMARCHELIER et al., 1997). Além disso, 0 4-NC também
mostrou ser capaz de exercer atividade protetora tépica contra danos da pele
causados por radiacdo UVB (ROPKE et al., 2003).

Assim, tendo em vista a 6tima atividade do extrato G14 diante das respostas
inflamatorias, a acdo do composto majoritario 4-NC também foi determinada neste
estudo.

Para estes ensaios, primeiramente foram selecionadas as concentracdes nao-
téxicas, através do ensaio de viabilidade celular (MTT), como ja descrito
anteriormente. Novamente, foi adotada uma taxa de sobrevivéncia aceitavel de 80%
(GOBEC, et al, 2015). Os resultados apresentados na Figura 20 demonstram que o
composto 4-NC possui uma elevada citotoxicidade, em comparado ao extrato G14,
apresentando citotoxicidade aceitavel somente na concentragao de 10uM ou inferior.

Sendo assim, foram selecionadas as concentragdes de 10 e SuM.
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Figura 20: Avaliagdo da citotoxicidade do composto 4-nerolidilcaltecol. Células RAW 264.7 (10°
células/poco) foram incubadas com as concentragdes de 40, 30, 20, 10 e 5uM. Apds 48 horas, o
percentual de sobrevivéncia foi determinado através do MTT.

Uma vez determinadas as concentragdes nao toxicas, foi investigada a
influéncia do composto 4-NC na produgdo de Oxido Nitrico, da quimiocina MCP-1 e
das principais citocinas pro-inflamatdrias da imunidade inata, (IL-13, TNF-a e IL-6) em

linhagens de macrofagos murinos (J774a.1 ou RAW264.7)
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Os resultados demonstram que, assim como o extrato G14, o composto 4-NC
também foi efetivo em reduzir a producdo dos mediadores inflamatorios avaliados.
Levando-se em conta a maior concentracdo, esta redugao foi mais proeminente na
citocinas TNF-a (redugao de 4 vezes), IL-6 (reducao de 4 vezes) e IL-1B (reducédo de
5 vezes). De maneira surpreendente, o 4-NC n&o foi tdo efetivo em reduzir a produgéo

da quimiocinas MCP-1, influenciando sua produ¢cdo somente na maior concentragao
(Figura 21)
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Figura 21: Avaliagao da produgéo de NO (A) e das citocinas TNF-a (B) e IL-6(C) e quimiocina MCP-
1(D) por células RAW 267.4 e produgéo da citocina IL-1B (E) por células J774a.1 tratadas com o
composto 4-NC. Células RAW 264.7 e J774A.1a.1 foram plaqueadas (105 células/pogo), e
estimuladas com LPS (1pg.mL-") ou LPS (1ug.mL-1) e IFN-y (20U.mL-1) por 1 hora. Em seguida
foram tratadas com as concentragdes de 10 e 5uM. Apds 48 hoas, foi feita a avaliagdo da produgao
de nitritos através da reagédo de Griess e os niveis de TNF-a, IL-6, MCP-1e IL-1B foram avaliados
através do ELISA. As amostras foram comparadas com o controle estimulado (LPS+IFN-y ou LPS).
(*) P<0.05% (ANOVA/Dunnet)
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5.9 AVALIAGAO DA EXPRESSAO DE CO-ESTIMULADORES (CD40 E CD80) EM
CELULAS RAW 264.7 TRATADAS COM O COMPOSTO 4-NC

Uma vez comprovada a influéncia do composto 4-NC na producdo de
mediadores inflamatoérios, sua atividade imunomoduladora também foi avaliada
através da inibicdo da expressao das moléculas co-estimuladoras CD80 e CD40, bem
como sobre a proliferacao de linfécitos e a produgéo de IFN-y.

Mais uma vez, o 4-NC apresentou resultado muito semelhante ao extrato,
reduzindo a expressdo de CD40 de forma mais proeminente (em ambas as
concentragdes) e a expressao de CD80 de maneira discreta, somente em sua maior
concentragcdo (Figuras 22A e 22B). O composto também se mostrou efetivo em
modular a proliferacdo de linfocitos e a produgdo de IFN-y induzidas por
Concanavaliana A, assim como mostram as Figuras 22C e 22D.

Os dados apresentados acima demonstram que o composto 4-NC apresenta
atividade muito semelhante aquela encontrada para o extrato G14, o que sugere que
este composto majoritario seja o grande responsavel pelas acgdes anti-

inflamatdérioas/imunomoduladoras observadas no extrato.
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Figura 22: Efeitos do tratamento com o composto 4-NC na expressdo de moléculas co-
estimuladoras, na proliferacdo de linfécitos e produgdo de IFN-y. Células RAW264.7 foram
estimulados com LPS+IFN-y e esplendcitos de camundongos C57BL/6 foram cultivados na
presencga do estimulo ConA (5ug.mL-1). Em seguida, foram tratados com o composto 4-NC. Apds
24h de incubagao foi determinada, por citometria de fluxo, a expresséo de (A) CD40 e (B) CD80 em
células RAW264.7. Os dados foram expressos como média da intensidade de fluorescéncia (MIF).
Apods 72 horas, o indice de proliferacao celular em esplendcitos foi avaliado pelo método de MTT e
os niveis de IFN-y pelo ensaio de ELISA. Como controles foram utilizadas células estimuladas e
ndo tratadas, bem como células n&do estimuladas e nédo tratadas. O indice de proliferacédo foi
calculado levando-se em conta a metabolizagdo do MTT de células estimuladas e células nao
estimuladas (*) P<0.05% em relagéo ao grupo LPS+IFN-y ou ConA. (ANOVA/Dunnet)
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510 AVALIAGAO DA ATIVIDADE ANTITUMORAL DOS EXTRATOS DE S.
chilensis, A. cymbifera E P. umbellatum EM CELULAS 4T1 (CARCINOMA
MAMARIO MURINO) E B16 (MELANOMA MURINO)

O cancer de mama € a neoplasia maligna mais comum entre as mulheres no
mundo e no Brasil, perdendo apenas parao cancer de pele ndo melanoma,
correspondendo a 25% de novos casos de cancer a cada ano (INCA,2016). Ja o
melanoma representa menos de 4% dos casos de cancer de pele, porém € a causa
da maioria das mortes causadas pela doenca devido a sua alta capacidade
metastatica (INCA, 2016).

Por fim, uma vez determinada a agao dos extratos de S. chilensis, A. cymbifera
e P. umbellatum sobre o sistema imune e seus mediadores, o presente estudo
também objetivou avaliar a influéncia destes extratos na sobrevivéncia de células de
linhagens tumorais de cancer de mama (4T1) e de pele (B16). Para isso, as células
foram cultivadas e tratadas com as concentragbes nao toxicas dos extratos,
determinadas previamente. Apos 48 horas, a viabilidade das células tumorais foi
averiguada por MTT.

Conforme demonstrado na Figura 23, o extrato G10 foi capaz de reduzir a
viabilidade tanto de células 4T1 quanto de B16 para niveis em torno de 60%, em sua
maior concentracdo. O extrato G11, por sua vez, reduziu a sobrevivéncia apenas de
células B16, na concentragcdo de 50ug/ml. J& o G12 reduziu a viabilidade em
aproximadamente 50% em suas duas maiores concentragdes em células 4T1. Por
outro lado, em células B16, somente a concentracao de 150ug/ml nado foi eficaz em
reduzir a sobrevivéncia destas células. Os compostos G13 e G14 n&o apresentaram
atividade antitumoral em nenhuma concentracao.

Os dados apresentados aqui nos levam a sugerir que o extrato G12 € o que
apresenta atividade antitumoral mais promissora, visto que foi o extrato que mais
afetou a sobrevivéncia das linhagens tumorais avaliadas. Cabe destacar que este
extrato ndo apresentou citotoxicidade para células normais. Apesar disso, mais
estudos serao realizados com este extrato a fim de identificar seu componente mais

ativo bem como sua efetividade in vivo.
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Figura 23: Avaliacdo da atividade antitumoral dos extratos de S.chilensis, A. cymbifera e P.
umbellatum em células 4T1 e B16. Células 4T1 E B16 (105 células/pogo) foram tratadas com
diferentes concentracdes dos extratos ou com o solvente DMSO (0,5%), durante 48 horas. A
percentual de sobrevivéncia foi determinado pelo método de MTT. Células n&o tratadas (MEIO)
foram consideradas como 100% de sobrevivéncia. (*) P<0,05. (ANOVA/Dunnet)
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6. DISCUSSAO

Conforme previamente comentado, tanto a as doencas de carater inflamatorio
quanto o cancer sao importantes patologias que acometem uma grande parcela da
populacdo e que ainda nao possuem tratamentos satisfatérios. Assim, o foco do
presente estudo foi a busca por compostos com potencial para constituir novas
abordagens terapéuticas capazes de atuar mais eficientemente nestas enfermidades.
Para isso, trés espécies de plantas foram selecionadas com base em sua utilizacao
na medicina popular - Solidago chilensis, Aristolochia cymbifera e Piper umbellatum —
e extratos hidroalcoolicos ou diclorometanicos foram produzidos (Quadro 1).

Inicialmente, as concentragbes nao citotoxicas dos extratos foram
determinadas em linhagens de macrofagos murinos RAW264.7. Dentre eles, aqueles
oriundos de S. chilensis (G10, G11 e G12) foram os menos tdxicos ndo demonstrando
esse efeito em concentragdes até 50ug/ml (G10 e G11) ou 100ug/ml (G12). Nao foram
encontrados dados na literatura que mostrassem o efeito citotéxico desta planta em
nenhum tipo de célula.

O extrato hidroalcoolico de raizes da planta A. cymbifera (G13) demonstrou
maior citotoxicidade, induzindo significativamente a morte de células RAW264.7 em
concentragdes superiores a 10ug/ml. Estudos realizados por Silva Jr e colaboradores
(2013) ja haviam verificado que o extrato etandlico desta planta apresenta
citotoxicidade em células MA104 (renais) de macacos em concentragdes maiores que
10ug/ml, corroborando nossos achados.

Por ultimo, o extrato G14 (Hidroalcoolico de raizes de P.umbellatum), foi o que
apresentou o maior efeito toxico sobre as células testadas, ja demonstrando esse
efeito em concentragdes superiores a 5ug/ml. Embora ndo tenham sido encontrados
dados na literatura que avaliassem a toxicidade desse extrato, estudos de Silva Jr e
colaboradores (2014) evidenciaram que o tratamento de células CHO-K1 (células
epiteliais de ovarios de hamster) com o extrato hidroetandlico das folhas de P.
umbellatum nao apresentou citotoxicidade até a concentragédo de 200ug/ml, dado bem
diferente do encontrado no presente estudo. Porém, alguns fatores podem explicar
esta discrepancia, tais como o tipo de célula utilizada para os ensaios (CHO-K1 e
RAW 264.7), os diferentes locais de coleta das plantas e, principalmente, a parte da
planta utilizada para a producéo do extrato.
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Uma vez determinadas as concentracbes nao toxicas, os extratos foram
submetidos a uma avaliagdo prévia da atividade ant-inflamatéria através da dosagem
de NO, TNF-a e MCP-1. Esses mediadores foram escolhidos com base na sua
importante participagdo no estabelecimento do processo inflamatorio (GUZIK et al.,
2003; DALY & ROLLINS, 2003; BRADLEY,2008).

Conforme mostrado na Figura 9, os extratos G10 e G11 foram capazes de
reduzir os niveis de NO em suas duas maiores concentragées (50 e 25ug/ml),
enquanto o G12 nao apresentou influéncia na producdo deste mediador. Estes
achados estao de acordo com estudos in vivo, realizados por Goulart e colaboradores
(2007) que demontratam uma redugdo nos niveis de NO apos o tratamento com o
extrato aquoso de raizes de S. chilensis (25mg/kg) em modelo de inflamagdo com
carragenina.

Uma vez que o extrato G12 ndo mostrou citotoxicidade na faixa de
concentragdo avaliada (até 100ug/ml), mas também n&o se mostrou efetivo na
reducao de NO, uma nova faixa de concentragao foi determinada (150 a 250 pg/ml).
Embora essas novas concentracdes também nao tenham exibido toxicidade, somente
a maior concentragdo foi capaz de reduzir a produgcédo de NO (Figura 10). Estes
resultados sugerem que o extrato G12 pode apresentar uma fraca atividade sobre a
producao de NO ou que a substancia capaz de atuar sobre este mediador encontra-
se em baixa concentracao neste extrato.

Ainda nao foram descritos na literatura a influéncia dos extratos de A. cymbifera
(G13) na produgao de oxido nitrico. Por outro lado, o presente estudo mostra que este
extrato foi capaz de reduzir a produgado de NO somente em sua maior concentracao,
nao demonstrando um efeito tdo proeminente. Ja o extrato G14 parece ser o mais
efetivo, sendo capaz de reduzir a produg¢ao de NO nas concentragdes de 5 e 2,5 ug/mil.
Esse resultado estd de acordo com prévios estudos que demonstraram uma forte
atividade de “limpeza” (scavengeing activity) do extrato metandlico de folhas de P.
umbelatum sobre o 6xido nitrico. Essa atividade foi atribuida a grande concentragao
de flavonoides presente no extrato (AGBOR, et al., 2007).

A citocina TNF-a é considerada um importante mediador na patogénese da
inflamacéo (LEWIS et al., 1991), atuando no hipotalamo para induzir a febre, podendo
causar também a perda de apetite e caquexia (MURRAY et al., 2006). Embora n&o
seja encontrado em doses altas em individuos saudaveis, os niveis de TNF-a no

plasma e nos tecidos de individuos com doencas inflamatorias como artrite
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reumatoide, mieloma multiplo e psoriase sdo muito elevados (ROBACK, et al, 1998;
NURNBERGE et al., 1995). Esses altos niveis contribuem também para que ocorra o
choque séptico (MURRAY et al., 2006). O TNF-a ainda causa alteragbées endoteliais
facilitando a adesdo de neutrofilos e mondcitos as células epiteliais e estimula a
liberagdo de quimiocinas que atraem estes leucoécitos (BRADLEY, 2008) e além disso,
€ capaz de induzir a expressao de INOS em macrofagos, aumentando ainda mais o
processo inflamatério (CUNHA et al., 1993). Por esse motivo, o tratamento de doengas
inflamatdrias com antagonistas desta citocina ou substancias capazes de reduzir seus
niveis, vem sendo alvo de muitos estudos (DINARELLO, 2010)

A avaliagdo da produgdo de TNF-a revelou que somente o extrato G14 foi
capaz de reduzir significativamente a produgao desta citocina (Figura 11), revelando
o potencial anti-inflamatério deste extrato. Em concordancia, Silva Jr e colaboradores
(2016) reportaram um decréscimo dos niveis de TNF-a no plasma de animais tratados
com o extrato hidroalcoolico de folhas de P. umbeltum em um modelo murino de ulcera
gastrica.

Em relagdo aos extratos de S. chilensis e A. cymbifera, estudos conduzidos
por Liz e colaboradores (2008), demonstraram que o extrato aquoso de raizes de S.
chilensis foi capaz de inibir o aumento nos niveis de TNF-a em ratos Swiss, na
concentragado de 100mg/kg, no modelo de inflamagao induzido pela carragenina. Este
dado nao confirma nossos resultados, visto que nenhum extrato desta planta (G10,
G11 e G12) apresentou influéncia sobre esta citocina. Diferengas como o tipo de
extrato, a parte da planta e a concentragédo utilizada, ou até mesmo o modelo de
ensaio realizado podem explicar tal discrepancia encontrada em ambos os trabalhos.
Novamente, ndo foram encontrados dados na literatura que mostrem a influéncia de
extratos de A. cymbifera na produgéo de TNF-a.

A quimiocina MCP-1, por sua vez, sofreu redugdo em seus niveis com 0
tratamento com os extratos G10, G11, G13 e G14, onde novamente o ultimo se
destacou, uma vez que foi efetivo em suas duas maiores concentragoes. A redugao
nos niveis de MCP-1 é uma caracteristica muito desejada visto que essa quimiocina
esta envolvida diretamente no processo inflamatorio e na patologia de diversas
doengas (DALY e ROLLINS, 2003). Shimizu e colaboradores (2004), observaram que
o bloqueio desta quimiocina, utilizando anticorpos anti-MCP-1, foi capaz de diminuir o
acumulo de macréfagos no glomérulo, atenuando a nefrite lupica em camundongos

MLR/lpr  (camundongos modificados geneticamente para desenvolverem
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espontaneamente lupus eritematoso sistémico). Esta mesma terapia com anticorpos
anti-MCP-1 foi utilizada por Ogata e colaboradores (1997), em modelo de artrite
reumatoide, onde ratas DR/BB (camundongos modificados geneticamente para
desenvolverem espontaneamente artrite reumatdide) apresentaram melhora no
inchaco e diminuigédo do infiltrado de macrofagos nas articulagdes. Além disso, ja foi
comprovado que os niveis de MCP-1 sdo muito elevados em individuos com
aterosclerose (NAMIKI et al., 2002) e doencgas inflamatdrias intestinais (SPOETTL et
al.,2006).

Uma vez avaliada a agao dos extratos sobre a producédo de NO, TNF-a e MCP-
1, somente o extrato G14 foi selecionado para os demais testes, visto que foi o unico
capaz de reduzir a producido destes trés mediadores. A partir dai outras citocinas
importantes no processo inflamatério também foram avaliadas, assim como a
expressdo de moléculas coestimuladoras e a influéncia deste extrato sobre a
proliferacdo de linfécitos. Para estes ensaios, foram utilizadas as maiores e mais
eficazes concentragbes do extrato (5 e 2,5ug/ml).

A Figura 13 mostra que, assim como ocorreu com o TNF-a e a MCP-1, o extrato
G14 também foi efetivo na redugéo das citocinas IL-1B, IL-6 e IL-12, consideradas
citocinas proé-inflamatérias.

A citocina IL-1B desempenha papel muito importante no curso da inflamacgéo.
Ela induz o aumento da expressdao de moléculas de adesdo que estdo associadas
com o processo aterosclerético e, além disso, pode estimular a producao de IL-6 e a
inducao de febre, juntamente com o TNF- a (DINARELLO, 2010; FRANSISCO et al.,
2006). Além disso, a IL-18 aumenta a permeabilidade dos vasos sanguineos e ainda
estimula a liberagdo de proteinas de fase aguda e a expressdo de COX2, atuando
indiretamente como um mediador hipernociceptivo (DINARELLO, 1984; 1998; VERRI
et al., 2006). O bloqueio desta citocina vem sendo alvo de estudos e ja se mostrou
efetivo no tratamento de diversas doengas como artrite reumatoide, gota e diabetes
do tipo 2 (DINARELLO, 2010).

Em relagdo a IL-6, Segundo Hirano e colaboradores (1992), altos niveis desta
citocina no sangue e em fluidos bioldgicos sdo encontrados em pacientes com doenga
de Cronh e retrocolite ulcerativa idiopatica, ambas doencas inflamatorias cronicas.
Além disso, estudos realizados em pacientes com doencgas inflamatdrias intestinais,
como as citadas acima, demonstraram que os maiores produtores de IL-6, TNF-a e

IL-18 no intestino sdo macrofagos ativados, juntamente com células epiteliais
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(REIMUND et al. 1996). A reducéo da atividade de IL-6 reduz a inflamacéo articular,
previne lesdo a longo prazo e melhora efeitos sistémicos da artrite reumatéide como
anemia, fadiga e osteoporose (MAINI, et al., 2006)

Cabe destacar que estudos clinicos em pacientes com artrite reumatoide tém
demonstrado uma notavel reducdo na inflamagao assim como o retardamento na
destruicdo das articulagdes, através da inibicdo da acdo de TNF-q, IL-13 e IL-6, por
meio de antagonistas especificos (NUKI et al., 2002; SCHEINBERG et al., 2005;
IKEDA; COX; EMERY, 2007; WOODRICK E RUDERMAN, 2010). Por este motivo,
compostos que consigam inibir a produgao destes mediadores em conjunto, poderiam
se tornar boas alternativas no tratamento desta importante enfermidade.

A citocina IL-12 também possiu um papel de fundamental importéancia, ja que
faz a ligacao entre a imunidade inata e adaptativa. Esta citocina esta relacionada ao
estabelecimento de um perfil Th1, com consequente producéo de IFN-y. Esta ultima
esta diretamente relacionada ao processo inflamatério uma vez que induz macréfagos
a produzirem NO e TNF-a, entre outros mediadores. Niveis elevados de IL-12 ja foram
encontrados em diversas patologias, tais como psoriase (ARICAN et al., 2005),
mieloma multiplo (ADORINI, 1999), doengas inflamatdrias intestinais (PARRONCHI,
et al., 1997) e artrite reumatoide (PETROVIC-RACKOQV, L.; PEJNOVIC, N., 2006)
Assim, a proeminente redug¢ao na producao desta citocina induzida pelo extrato G14
poderia ser benéfica em todas estas enfermidades.

E importante ressaltar que a IL-12 faz parte da familia das citocinas
heterodiméricas, sendo formada por duas subunidades, a IL-12p40 (avaliada neste
estudo) e a IL-12p35. Estas subunidades se juntam para formar a IL-12p70 que é a
forma biologicamente ativa desta molécula. Entretanto, a subunidade p40 (IL-12p40)
também pode se juntar a subunidade p19 (IL-12p19) e assim formar a citocina IL-23
(OPPMANN et al., 2000), que se mostrou intimamente envolvida na diferenciagéo de
linfcitos T para o perfil Th17 (AGGARWAL et al., 2003). Linfocitos Th17 por sua vez
produzem a citocina IL-17 que tem sido associada aos mais diversos tipos de doencgas
de carater inflamatdrio, incluindo artrite reumatéide (ZIOLKOWSKA et al., 2000),
psoriase (MARINONI et al., 2014) e esclerose multipla (LOCK et al., 2002). Sendo
assim, considerando que o extrato analisado aqui € um potente redutor da subunidade
p40 da citocina IL-12, € razoavel inferir que este também atua inibindo a produgao de

IL-23 e consequentemente a IL-17, o que o torna promissor no tratamento das
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patologias citadas. Outros experimentos ainda precisam ser realizados para
comprovar esta hipotese.

Uma vez que o extrato G14 reduziu os diversos mediadores inflamatorios
produzidos por macréfagos, uma hipétese plausivel para seu mecanismo de agao
seria 0 aumento da produgéao da citocina IL-10. Conforme ja comentado, essa citocina
apresenta um carater regulatorio, inibindo a producao de diversas outras citocinas,
tais como a IL-1B, IL-6 e o TNF-a (CHOI et al., 2007). Apesar disso, a Figura 13D
mostra que, de forma contraditéria, o extrato G14 nao influencia na producéo desta
citocina. Este resultado sugere que a influencia do extrato sobre a produgdo dos
mediadores inflamatorios ocorre diretamente na via de producédo e ndo de maneira
indireta através da producao de IL-10. Mais estudos ainda serdo conduzidos para
desvendar os mecanismos de acao utilizados por este extrato.

Outra importante agdo do extrato G14 foi a redugdo das moléculas CD80 e
CD40 presentes na superficie dos macrofagos. Conforme previamente comentado, o
CD80 possui papel fundamental na ligagcdo da imunidade inata com a imunidade
adaptativa uma vez que esta envolvido na ativacdo e expansdo de células T
(ALEGRE, FRAUWIRTH E THOMPSON, 2001). Ja o CD40 é capaz de estimular a
sintese de citocinas proé-inflamatérias (ALDERSWON et al., 1993) e regular a
expressao dos co-estimuladores CD80 e CD86 (KIENER et al, 1995). Neste contexto,
a menor expressao destas moléculas induzida pelo extrato G14 pode contribuir com
a menor producao de mediadores inflamatérios bem como modular a resposta imune
adquirida, reduzindo a ativagao de células T.

Atualmente, terapias que visam as moléculas coestimuladoras também vém
sendo muito estudadas. O imunossupressor Abatacepte, utilizado para tratamento da
artrite reumatoide, se liga as moléculas CD80 e CD86 presentes nas APCs. Essa
ligacdo bloqueia a ativacdo do receptor CD28 na célula T, levando a inibigdo da
ativagao de linfocitos T (RODRIGUES, et al. 2010; YU et al.,, 2013). De maneira
semelhante, anticorpos monoclonais contra CD40 e CD40L vém sendo utilizados a
fim de bloquear interacbes celulares que sustentem o processo inflamatorio
(DANESE, SANS E FIOCCHI, 2004). Este bloqueio ja se mostrou eficaz na prevengao
e no tratamento de colite em modelos animais de doencgas inflamatérias intestinais (de
JONG et al., 2000; CONG et al., 2000). Testes clinicos ja estao sendo realizados com

antagonistas destas moléculas em pacientes com diversas doengas crdnicas e/ou
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autoimunes, como psoriase, purpura, esclerose multipla e lupus eritematoso sistémico
(DOUMONT, 2002).

Além da imunidade inata, a acado do extrato G14 sobre a imunidade adquirida
também foi determinada através do indice de proliferacao e da producéo de IFN-y por
esplendcitos. As Figuras 15 e 16 demontram que, assim como ocorreu com
macrofagos, o extrato também foi efetivo em modular a resposta imune adquirida,
reduzindo significativamente a proliferacdo e a produgao de IFN-y. Neste contexto,
embora ndo possam ser associados diretamente, a reducéo da proliferacéo celular e
da produgao de IFN-y assim como a redugao da expressao de co-estimuladores e do
CD40 sugerem que, in vivo, o extrato G14 apresente um importante efeito
imunomodulatério, sugerindo seu uso em doengas auto-imunes e de
hipersensibilidade.

Devido a sua excelente atuacao in vitro, a acao do extrato G14 também foi
avaliada in vivo, utilizando um modelo de edema de orelha induzido por 6leo de
Croton. Conforme comentado por Pinto e colaboradores (2015), este modelo & muito
pratico e util visto que, além de fornecer resultados rapidos, seu agente flogistico ativa
diversas vias relacionadas ao processo inflamatério. Assim, compostos com diferentes
mecanismos de atuagao podem responder de maneira eficiente neste modelo.

O grafico das Figuras 17, 18 e 19 mostram que, conforme esperado, o
tratamento com G14 reduziu efetivamente o edema de orelha. Em concordancia,
também foi observado uma consideravel reducao no infiltrado inflamatério e na
produgao das citocinas IL-1B3, IL-6 e MCP-1 no tecido auricular. Estes achados
demonstram que, assim como ocorreu in vitro, o extrato também foi efetivo na redugao
do processo inflamatério in vivo.

Além das citocinas, também foi observada uma efetiva reducdo na
concentracdo da enzima mieloperoxidase, encontrada apdés o tratamento com o
extrato. A MPO é uma enzima expressa principalmente por neutrofilos, mas também
por macrofagos, estando relacionada a geragado de espécies reativas de oxigénio
importantes para a destruicdo de patdégenos que tenham sido fagocitados por estas
células. Além disso, a MPO esta envolvida na homeostase celular e na iniciacéo e
progressdo da inflamagdo (VAN DER VEEN, et al. 2009). Assim, a redugdo da
atividade de MPO encontrada em nosso estudo pode sugerir que o G14 efetivamente

atue na redugao desta enzima ou, mais provavelmente, que esta reducédo seja um
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reflexo do menor numero de neutréfilos recrutados para o local inflamado. Em ambos
0S casos, o resultado seria uma redugao do processo inflamatario.

E importante ressaltar que o extrato G14 reduziu o edema auricular em ambas
as concentragdes avaliadas (0,1 e 1 mg/orelha). Apesar disso, a redugao na produgao
de citocinas ocorreu somente na maior concentragéo. Este resultado sugere que, além
da atividade sobre as citocinas pro-inflamatorias, o extrato também seja capaz de
atuar em outras vias deste processo. Nesse sentido, Nunes e colaboradores (2005)
relataram que o composto 4-NC isolado tanto de extratos de P.umbellatum quanto de
P. peltatum foram capazes de inibir a atividade enzimatica da fosfolipase A2 (FLA2).
A FLAZ2 é a enzima responsavel pela liberagdo do acido aracdénico (GUYTON e HALL,
1997) que por sua vez é essencial para o processo inflamatério, visto que atua na
liberacdo de mediadores como as prostaglandinas, leucotrienos, tromboxanos, entre
outros. Além disso, a inibicdo da FLA2 pode levar a uma redugdo da produgao de
mediadores quimiotaticos, reduzindo assim, a migragcdo celular (RATH E
AGGARWAL, 1999). Neste contexto, uma vez que o G14 inibiu a produ¢cao de MCP-
1 (importante fator quimiotatico) tanto in vitro quanto in vivo, além de reduzir o infiltrado
inflamatorio, é plausivel sugerir que a inibicao de fofolipases A2 possa ser um dos
seus possiveis mecanismos de agao.

De forma semelhante ao encontrado aqui, estudos prévios, utilizando o modelo
de edema de pata induzido por carragenina, demonstraram uma redugao no processo
inflamatdrio apds tratamento com o extrato hidroalcoolico de partes aéreas de
P.umbellatum (PERAZZO et al. 2005). Além disso, utilizando estes mesmo modelo,
Iwamoto e colaboradores (2015) apontou, ndo s6 uma redugdo no processo
inflamatdrio, mas também inibicdo da migragao leucocitaria apds o tratamento com
extrato diclorometano de folhas de P.umbellatum. Resultados semelhantes também
foram reportados utilizando-se extrato metandlico de folhas da espécie Piper peltatum,
(DESMARCHELIER, SLOWING e CICCIA, 2000).

Apesar dos diversos estudos demonstrando a atividade anti-inflamatéria de
derivados de P. umbellatum, nao existem trabalhos que demonstrem a agdo de
extratos de raizes dessa espécie diante da producdo de citocinas, quimiocinas e
mieloperoxidase bem como sobre a imunidade adquirida, o que ressalta o ineditismo
do presente estudo.

Conforme previamente comentado, o composto majoritario dos extratos de P.

umbellatum é o metabdlito secundario 4-NC. Este tem sido apontado como o principal
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responsavel por grande parte das atividades bioldgicas apresentadas pela espécie
(KIJJOA, 1980). Devido a isso, a influéncia do composto 4-NC na modulagdo do
sistema imune também foi avaliada. Os resultados reportados nas Figuras 21 e 22,
evidenciam que, assim como o G14, concentragcbes nao toxicas de 4-NC também
reduzem a produc¢ao de NO e citocinas pro-inflamatérias, bem como a expresséo de
moléculas de superficie, a proliferagao celular e a produgao de IFN-y. Tais resultados
reforcam a ideia de que realmente este metabdlito € o grande responsavel pelas
atividades biolégicas do G14 avaliadas neste trabalho.

Embora ndo tenham sido encontrados dados que demonstrem diretamente a
acao do composto 4-NC sobre os mediadores inflamatérios, estudos prévios
conduzidos por Costa e colaboradores (2013), relataram a inibicdo da migracéo
celular, da acao da fosfolipase-A2 e da producao da citocina TNF-a apds tratamento
com um analogo do 4-NC, chamado LQFMO002. Estes achados estdo de acordo com
o presente estudo que também observou redugao de TNF-a e de MCP-1 (que atua na
migragc&o) em resposta ao tratamento com 4-NC.

Tem sido demonstrado que a atividade anti-inflamatéria de um composto pode
estar relacionada a sua atividade antioxidante (DE LA FUENTE, M.; VICTOR, V.,
2000). Neste contexto, diferentes estudos tém atribuido ao 4-NC uma potente
atividade antioxidante. Barros e colaboradores (1996) avaliaram esta atividade in vitro,
com o extrato etanolico de raizes e folhas de P. umbellatum. Seus resultados
demonstraram uma reducgao na peroxidacao lipidica, a qual foi atribuida ao 4-NC.
Além disso, Ropke e colaboradores (2002) também atribuiram ao 4-NC uma potente
atividade antioxidante sobre a pele encontrada no extrato de raizes de P. umbellatum.
Esta atividade foi responsavel pela reducdo dos efeitos do fotoenvelhecimento
induzido por raios UVB. Assim, é coerente sugerir que os efeitos anti-inflamatérios
observados no presente estudo possam estar, pelo menos em parte, relacionados ao
potencial antioxidante deste composto.

Além da atividade anti-inflamatéria, os extratos de Solidago chilensis,
Aristilochia cymbifera e Piper umbellatum também foram avaliados para sua atividade
antitumoral in vitro em modelo de cancer de mama (4T1) e melanoma (B16). Estes
tipos de céncer foram selecionados devido a sua elevada incidéncia (4T1) ou
agressividade (B16), aléem de serem extensivamente estudados (FIDLER, 1973;
HAPPNER, 2000; PULASKI, 2001; FORD, 2009; SOUZA, 2013; GIAVAZZI e DECIO,
2014)
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Conforme mostrado na Figura 23, somente o extrato G10 (Hidroalcoolico de
raiz de Solidago chilensis) e G12 (Diclorometano de partes aéreas de Solidago
chilensis) foram efetivos na reducéo da viabilidade de ambas as linhagens estudadas.
Entretanto, de forma supreendente, a atividade antitumoral foi mais pronunciada no
extrato G12, visto que foi observada nas trés concentragdes estudadas (250, 200 e
150ug/ml). E importante ressaltar que o extrato G12 foi o que menos apresentou
citotoxicidade em células RAW 264.7 (Figura 10A), o que sugere que este composto
apresente uma certa seletividade para células tumorais.

Em consonancia com os resultados aqui apresentados, Monks e colaboradores
(2002) verificaram que extratos de folhas, caules e raizes de Solidago chilensis
apresentam atividade inibitéria no crescimento das linhagens tumorais HT29
(adenocarcinoma de cdélon) e NCI-H460 (carcinoma de pulmao). Além disso, ja foi
relatado que saponinas isoladas de espécies deste género também apresentaram
atividade antitumoral em ensaio in vivo, utilizando modelo de sarcoma (PLOHMANN
et al., 1997).

De maneira inesperada, o composto G14 nao foi capaz de reduzir a viabilidade
das células 4T1 e B16 em nenhuma concentracao testada. Este resultado esta em
disacordo com estudos conduzidos por Ilwamoto e colaboradores (2015), que
verificaram uma potente atividade antiproliferativa do extrato diclorometano de folhas
de P. umbellatum sobre diversas linhagens de células tumorais humanas, como
UACC-62 (melanoma), MCF-7 (mama), NCI-H460 (pulm&o), HT-29 (célon), PC-3
(prostata), 786-0 (rim), em concentragdes menores que 15ug/ml. Essas discrepancias
podem estar relacionadas a diversos fatores, tais como: |) as diferentes concentragbes
utilizadas, visto que no presente trabalho verificou que somente concentracdes abaixo
de 5ug/ml sdo seguras para células nado-tumorais; Il) diferengas da parte da planta
utilizada (raiz x folhas) e na produgéo do extrato (hidroalcoolico x diclorometano) e ll)
diferengas de procedéncia dos extratos, como o local e a época do ano em que foi
realizada a coleta da planta.

Por ser o unico ensaio antitumoral realizado, ndo € possivel sugerir 0s
mecanismos pelos quais os extratos G10 e G12 foram capazes de reduzir a
sobrevivéncia das células tumorais. Entretanto, ensaios de necrose/apoptose, bem
como da sinalizagao relativa a morte celular ja fazem parte das perspectivas deste
estudo. Também se incluem nas perspectivas a avaliagcao da acao dos compostos em

modelos in vivo de cancer de mama e de melanoma.
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6- CONCLUSAO

Os resultados apresentados neste trabalho permitem concluir que:

O extrato G14 (hiroalcoolico de raizes de Piper umbelatum), apresenta
pronunciada atividade anti-inflamatdéria, tanto in vitro quanto in vivo, sendo
ainda capaz de modular eventos da imunidade adquirida.

O composto majoritario 4-Nerolidilcatecol, parece ser o principal responsavel
pelas acdes do extrato G14, uma vez que apresenta atividade bastante
semelhante ao extrato.

O extrato G12 é o mais promissor em relagao a atividade anti-tumoral visto que
reduziu a sobrevivéncia de células tumorais sem apresentar toxicidade para

células normais.
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