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RESUMO

Introdu¢do: O género Esenbeckia (Rutaceae) compreende cerca de
30 espécies, sendo caracteristico de regides tropicais. A espécie
Esenbeckia leiocarpa Engl. é conhecida popularmente no Brasil como
guarantd, pau-duro, goiabeira ou guarataia. Espécies pertencentes ao
género Esenbeckia tém sido utilizadas no tratamento de febre e/ou da
malaria por individuos da regido amazonica. Estudos in vitro e in vivo
ja demonstraram que espécies do género Esenbeckia possuem
importantes acdes farmacoldgicas, como atividade anticolinesterasica,
antimalarica, anti-helmintica e antimicrobiana. Objetivos: Estudar o
efeito e o mecanismo de agdo anti-inflamatoria do extrato bruto
hidroalcodlico (EBH), fragdes, subfracdes e compostos isolados da
Esenbeckia leiocarpa Engl. utilizando modelos experimentais in vivo
e in vitro. Materiais e Métodos: O efeito do EBH, fra¢des n-hexano
(Hex), acetato de etila (AcOEt) ou alcaloide (Alc), subfragdes polar
(Pol) e apolar (Apol), ou dos compostos di-hidrocorinanteol (DHC) e
beta-sitosterol (B-Sit) isolados do EBH foram investigados sobre
migracdo de leucdcitos, exsudacdo, mieloperoxidase (MPO),
adenosina-desaminase (ADA), nitrato/nitrito (NO,), interleucina-1
beta (IL-1B), fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a) e proteina
inibitéria kappa B-alfa (IkB-a) na inflamagdo induzida pela
carragenina (Cg) no modelo da bolsa de ar, em camundongos. Ainda,
o mecanismo de agdo anti-inflamatoria exercido pelo EBH, fracdo Alc
e composto DHC foram avaliados sobre a apoptose de neutrofilos
humanos, bem como sobre a adesdo celular ¢ diferentes fungdes
neutrofilicas, como: fagocitose, degranulagdo, producdo de espécies
reativas de oxigénio (EROs) e citocinas/quimiocinas. Ainda, foi
avaliado o efeito do [-Sit sobre a captagdo de calcio (Ca2+).
Resultados: EBH, Alc, Pol, Apol, DHC e B-Sit, foram efetivos em
inibir a migracao de leucdcitos, a exsudagdo e as concentragdes de
MPO, ADA, NO,, IL-1B ¢ TNF-a (P < 0,05). As fracdes Hex e
AcOEt inibiram todos os pardmetros inflamatdrios estudados, exceto a



exsudacdo. O composto DHC inibiu a degradacdo da proteina
inibitoria IkB-a. Ainda, EBH, Alc e DHC induziram a apoptose de
neutr6filos humanos, quando comparados a apoptose espontanea (AE)
(P < 0,05). EBH e Alc, mas ndio o DHC promoveram aumento
significativo, tanto da fagocitose como do processo de adesdo celular
dos neutrdfilos a células A549 (P < 0,05). EBH e Alc promoveram a
degranulagdo, tanto de vesiculas secretorias como de granulos
especificos/de gelatinase dos neutrofilos (P < 0,05). EBH, Alc e DHC
promoveram também a degranulacdo de granulos azurdfilos de
neutrofilos (P < 0,01). EBH, Alc e DHC inibiram significativamente a
produgdo de EROs, assim como a produgdo de citocinas/quimiocinas,
como interleucina-6 (IL-6), proteina inflamatéria de macrofagos-1 alfa
(MIP-1a), proteina inflamatéria de macrofagos-1 beta (MIP-1B3) e
oncogene-alfa relacionado ao crescimento (GRO-a) por neutréfilos
ativados. B-Sit promoveu aumento significativo na captagio de Ca*"
de forma tempo- e concentracdo-dependente em neutrdfilos ativados,
que foi prontamente inibido pela nifedipina, BAPTA-AM, LY294002
e colchicina (P < 0,05). Conclusio: Este estudo demonstrou que a
Esenbeckia leiocarpa Engl. possui potente efeito anti-inflamatorio.
Este efeito parece estar relacionado a inibicdo da migracdo de
leucocitos, essencialmente de neutrofilos ativados, uma vez que a
planta promoveu a degranulacdo destas células, inibiu as
concentracdes de enzimas relacionadas a atividade neutrofilica (MPO
e ADA), assim como a produgdo de EROs, aumentou a adesdo ¢ a
fagocitose, além de induzir a apoptose de neutrdfilos. Ainda, o
material vegetal inibiu a exsudag@o, efeito este relacionado também a
inibigdo das concentracdes de NO e de citocinas/quimiocinas de
carater pro-inflamatério: IL-13, TNF-a, IL-6, MIP-1a. ¢ MIP-1f e
GRO-a. O DHC parece ser um dos responsaveis pelo efeito
observado, uma vez que também demonstrou efeito anti-inflamatério
por meio da inibicdo da migragdo de leucdcitos, enzimas e
citocinas/quimiocinas pro-inflamatorias, além de inibir a ativagdo do
NF-kB. Ainda, o B-Sit foi efetivo em inibir a resposta inflamatoria de
forma dependente da captagdo de Ca”".

Palavras-chave: Esenbeckia leiocarpa Engl.; mecanismo de acdo
anti-inflamatoria; modelo da bolsa de ar em camundongos; neutrofilos
humanos.
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ABSTRACT

Introduction: The genus Esenbeckia (Rutaceae) includes about 30
species, and is characteristic from tropical regions. Esenbeckia

G

leiocarpa Engl. is popularly known in Brazil as “guarantd”, “pau-
duro”, “goiabeira” or “guarataia”. Esenbeckia species have been used
for treatment of fever and/or malaria by inhabitants of Brazilian
amazon region. In vitro and in vivo studies have already demonstrated
that Esenbeckia species have important pharmacological actions, such
as anticholinesterasic, antimalaric, anthelmintic and antimicrobial
activities. Objectives: The aim of this work was to evaluate the effect,
as well as the mechanism of anti-inflammatory action of the crude
hydroalcoholic extract (CHE), fractions, subfractions, and isolated
compounds from Esenbeckia leiocarpa Engl. using in vivo and in vitro
models. Materials and Methods: The effect of CHE, fractions n-
hexane (Hex), ethyl acetate (AcOEt), and alkaloid (Alk), subfractions
polar (Pol) and nonpolar (Nonpol), or isolated compounds
dihydrocorynantheol (DHC) and beta-sitosterol (B-Sit) isolated from
CHE upon leukocyte migration, exudation, myeloperoxidase (MPO)
adenosine-deaminase (ADA), nitrate/nitrite (NO,), interleukin-1 beta
(IL-1pB), tumour necrosis factor-alpha (TNF-a)), and inhibitory kappa-
B-alpha protein (IkB-o) degradation in the inflammation induced by
carrageenan (Cg) in the mouse air pouch model were investigated.
Also, the mechanism of anti-inflammatory action of CHE, Alk and
DHC on apoptosis of human neutrophil, as well as cell adhesion, and
different neutrophil functions, such as: phagocytosis, degranulation,
reactive oxygen species (ROS) and cytokines/chemokines production
were evaluated. Also, the effect of B-Sit on the calcium (Ca>") uptake
was evaluated. Results: The CHE, Alk, Pol, Nonpol, DHC and B-Sit,
inhibited leukocytes, exudation, MPO, ADA, NOy, IL-1B, and TNF-a
(P < 0.05). The Hex and AcOEt fractions inhibited all of the
proinflammatory parameters, except for the exudation. The compound
DHC prevented the IkB-a degradation. Also, CHE, Alk, and DHC



accelerated the spontaneous apoptosis of human neutrophils (P <
0.05). CHE and Alk, but not DHC also increased both the
phagocytosis and the adhesion exerted by neutrophils onto A549 cells
(P < 0.05). CHE and Alk also promoted the degranulation of secretory
vesicles and specific/gelatinase granules (P < 0.05). Also, CHE, Alk
and DHC induced the degranulation of azurophilic granules (P <
0.01). Moreover, CHE, Alk and DHC significantly inhibited the ROS
production, as well as the production of cytokines/chemokines, such
as interleukin-6 (IL-6), macrophage inflammatory protein-1 alpha
(MIP-1a), macrophage inflammatory protein-1 beta (MIP-103), and
growth-related oncogene-alpha (GRO-a) by activated neutrophils. j3-
Sit promoted a time- and dose-dependent increase of the calcium
uptake in activated neutrophils that was promptly reversed by
nifedipine, BAPTA-AM, LY294002, and colchicine (P < 0.05).
Conclusion: This study showed that Esenbeckia leiocarpa Engl. has a
potential anti-inflammatory effect. Such effect seems to be related to
the inhibition of leukocyte migration, essentially activated neutrophils,
since this herb promoted the degranulation on these cells, and
inhibited the concentration of enzymes related to neutrophil activity
(MPO and ADA), as well as the ROS production. It also increased
both the phagocytosis and adhesion, besides inducing neutrophil
apoptosis. Esenbeckia leiocarpa Engl. also inhibited the exudation, in
a process related to the inhibition of NO concentrations, as well as
concentrations of proinflammatory cytokines/chemokines: IL-1,
TNF-a, IL-6, MIP-1a. ¢ MIP-18 ¢ GRO-a.. DHC seems to be one of
the most responsible for this effect, since it also showed an anti-
inflammatory effect by inhibiting leukocyte migration, enzymes and
pro-inflammatory cytokines/chemokines, besides inhibiting NF-kB
activation. Also, B-Sit was effective in inhibiting the inflammatory
response in a Ca”* uptake-dependent manner.

Keywords: Esenbeckia leiocarpa Engl.; mechanism of anti-
inflammatory action; mouse air pouch model; human neutrophils.
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1. INTRODUCAO
1.1. PLANTAS MEDICINAIS

Nos ultimos anos, pesquisas relacionadas as propriedades
quimicas e farmacologicas de plantas medicinais estdo voltadas a
procura de substancias com atividade biologica, no sentido de prover
uma base cientifica a utilizagdo popular (GIORGETTI; NEGRIS;
RODRIGUES, 2007; SILVA et al., 2011; KAROU et al., 2011), ou
para a obten¢do de novas estruturas quimicas de interesse para a
industria farmacéutica, com propriedades farmacoldgicas especificas,
podendo resultar em novos farmacos e/ou medicamentos fitoterapicos.

Muitas plantas ja foram identificadas com potencial atividade
anti-inflamatéria, como por exemplo, a Salvia officinalis
(RODRIGUES et al., 2012), a Passiflora edulis (MONTANHER et
al., 2007), a Solidago chilensis Meyen (GOULART et al., 2007; LIZ
et al., 2008) e a Rosmarinus officinalis L. NOGUEIRA DE MELO et
al., 2011), e algumas delas sdo utilizadas na medicina popular para o
tratamento de doengas inflamatorias, principalmente aquelas de
carater cronico, como a artrite reumatoide, o diabetes ¢ a asma
bronquica (KAPLAN et al., 2007; SINGH; SINGH; GOEL, 2011).

A espécic Esenbeckia leiocarpa Engl., conhecida
popularmente no Brasil como guarantd, pau-duro, goiabeira ou
guarataia, pertence ao género Esenbeckia e a familia Rutaceae (Figura
1). O género Esenbeckia (Rutaceae) compreende cerca de 30 espécies,
sendo caracteristico de regides tropicais (KAASTRA, 1977). As
espécies pertencentes a este género tém sido utilizadas no tratamento
da febre causada pela malaria por individuos da regido amazodnica
(DOLABELA et al., 2008).
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Figura 1: Caules, folhas e inflorescéncias da Esenbeckia leiocarpa Engl.
Fonte:http://www.fazendacitra.com.br/dierberger/images/zoom/arvores/thumbs/es
enbeckia-leiocarpa.jpg; acesso em: 05/06/2008.

Estudos in vitro e in vivo ja demonstraram que espécies do
género Esenbeckia possuem importantes efeitos farmacologicos.
Dentre elas, podem-se destacar: atividade anticolinesterasica
(CARDOSO-LOPES et al, 2010), atividade antimalarica
(CARVALHO et al., 1991; DOLABELA et al., 2008), anti-helmintica
(NAPOLITANO et al., 2004) e antimicrobiana (AGUILAR-
GUADARRAMA; RIOS, 2004).

De maneira interessante, estudos fitoquimicos evidenciaram a
presenga de diferentes constituintes quimicos para este género. Por
exemplo, Nunes e colaboradores (2005) indicaram a presenga de
alcaloides (limonoides, acridonas e furoquinolinas) para Esenbeckia
sp. Mais especificamente, para a espécie Esenbeckia leiocarpa Engl.,
Delle Monache e colaboradores (1989) demonstraram a existéncia de
alcaloides inddlicos, triterpenos e lignanas em suas raizes. Da mesma
forma, Nakatsu e colaboradores (1990) isolaram diferentes alcaloides
desta espécie.

Estas classes fitoquimicas poderiam direcionar os estudos
desta pesquisa, uma vez que a literatura ja publicada para o gé€nero
Esenbeckia referencia estes compostos como sendo os constituintes
majoritarios. Além disso, estudos demonstraram que diferentes
alcaloides promoveram importante efeito anti-inflamatorio, o que
pode ser verificado nos trabalhos referenciados a seguir.

Xiong e colaboradores (2007) demonstraram que o alcaloide
ligustrazina inibiu a expressdo do fator de transcricdo ativador de
células T helper 2 (GATA-3), bem como a sintese de interleucina-4
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(IL-4), levando consequentemente a inibi¢do da migracdo de
eosinofilos para o tecido pulmonar, no modelo de asma induzido por
ovalbumina (OVA), em ratos, desempenhando, desta forma,
importante efeito anti-inflamatério. Ainda, estudos in vitro
evidenciaram que fragdes alcaloidicas foram efetivas em inibir a
sintese de citocinas pré-inflamatorias, como fator de necrose tumoral-
alfa (TNF-a) e interferon-alfa (IFN-a), em mondcitos humanos
infectados pelo virus da dengue, caracterizando novamente uma
atividade anti-inflamatoria (REIS et al., 2008).

Entretanto, até o presente momento, poucos estudos foram
realizados objetivando avaliar o efeito anti-inflamatério da Esenbeckia
leiocarpa Engl. Neste sentido, Pozzatti e colaboradores (2011)
demonstraram que a planta em questdo foi efetiva em inibir a
inflamagdo induzida pela carragenina, no modelo da pleurisia, em
camundongos. Contudo, o mecanismo de agdo anti-inflamatoria
exercido por esta planta permanece desconhecido. Desta forma, é
importante estudar o efeito, bem como o mecanismo de agdo anti-
inflamatéria exercido pela Esenbeckia leiocarpa Engl., em modelos
experimentais de inflamagdo tanto in vivo como in vitro, uma vez que
estudos fitoquimicos indicaram a presenga de compostos com
potencial atividade bioldgica para esta espécie.

1.2. PROCESSO INFLAMATORIO

O processo inflamatério ¢ uma resposta de defesa do
organismo na tentativa de eliminar um eventual agente lesivo e,
consequentemente, promover o reparo tecidual MEDZHITOV, 2008).
Esta resposta envolve uma série de eventos celulares, podendo-se
destacar a ativagdo de diferentes enzimas, além da liberagdo de
mediadores pré-inflamatorios, como NO e diversas citocinas e
quimiocinas pré-inflamatorias (KUBES, 1993; VAN DER VEEN;
DE WINTHER; HEERINGA, 2009; KOBAYASHI, 2010;
BARLETTA; LEY; MEHAD, 2012).

As citocinas e quimiocinas pré-inflamatorias sdo liberadas por
células sentinelas residentes, como, por exemplo, células dendriticas,
macrofagos, mastdcitos, células endoteliais ou células parenquimais
(KUBES, 1993; PHILLIPSON; KUBES, 2011). Estes mediadores
formam um gradiente de concentra¢do, promovendo a quimiotaxia de
células para o local da inflamagdo, primeiramente neutréfilos e
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posteriormente mondcitos pelo endotélio de vénulas pos-capilares e
(MEDZHITOV, 2008; MEDZHITOV; HORNG, 2009; KOH;
DIPIETRO, 2011) (Figura 2).
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Figura 2: Processo de migragdo leucocitaria. Inicialmente ocorre a
marginalizacdo e consequente rolamento dos neutrofilos sobre a parede do
endotélio vascular. Estas células entio aderem firmemente ao endotélio e,
finalmente transmigram para o tecido-alvo. Fonte:
http://www.crono.icb.usp.br/glandpineal.htm; acesso em: 15/03/2012.

Durante este processo, neutrofilos e posteriormente monocitos
circulantes expressam moléculas de adesdo, do tipo selectinas, como a
L-selectina, possibilitando a interacdo com ligantes presentes nas
células endoteliais, como E- e P-selectinas, além da glicoproteina
ligante da P-selectina-1 (PSGL-1), promovendo a marginaliza¢do e o
consequente rolamento dos leucocitos pelo endotélio vascular. Este
processo promove alteragdes conformacionais de moléculas de adesdao
do tipo integrinas, como a auf3; integrina (very late antigen-4; VLA-
4), o antigeno associado a funcdo de linfécitos-1 (LFA-1;
CD11a/CD18) e o antigeno de macrofagos-1 (MAC-1; CD11b/CD18).
Estas moléculas expressas nos leucocitos circulantes interagem com
moléculas de adesdo expressas nas células endoteliais, como
moléculas de adesdo intercelular-1 ¢ -2 (ICAM-1 e -2), molécula de
adesdo de célula vascular-1 (VCAM-1) e molécula de adesdo de célula
vascular de mucosa-1 (MADCAM-1), levando a firme aderéncia dos
leucocitos ao endotélio vascular. Finalmente, o processo de
transmigragdo celular é diretamente mediado pela expressdo de
moléculas de adesdo do tipo ICAM-2, molécula de adesdo de célula



29

endotelial e plaqueta-1 (PECAM-1), além de proteinas da familia das
moléculas de adesdo juncionais (JAM) (ZARBOCK; LEY, 2009;
WRIGHT et al., 2010).

A deficiéncia de moléculas de adesdo leva a deficiéncia no
recrutamento de leucécitos para o tecido lesado, como ocorre em
pacientes com deficiéncia de adesdo leucocitaria (LAD), que
apresentam infec¢des bacterianas recorrentes e, consequentemente,
apresentam baixa expectativa de vida (ZARBOCK; LEY, 2009).
Ainda, a grande maioria das selectinas, além de integrinas e
superfamilia das imunoglobulinas ja foram descritas no tecido sinovial
de pacientes com artrite reumatoide (AGARWAL; BRENNER, 2006;
SZEKANECZ; KOCH, 2008).

Com relagdo as principais células que participam da resposta
inflamatoria, pode-se destacar o sistema fagocitico mononuclear. Este
sistema compreende os mondcitos, que sdo leucécitos circulantes que,
por sua vez, podem ser atraidos para o tecido lesado e,
consequentemente diferenciados em células fagociticas, como os
macrofagos. Estas células desempenham diferentes fungdes, tanto na
resposta imune inata, como adaptativa, em diferentes processos
mediados pela expressdo de grande variedade de receptores, incluindo
receptores do tipo toll (TLRs), do tipo nod (NLRs) e de lectina do tipo
C, além de modularem a formagdo do inflamassoma (MOSSER;
EDWARDS, 2008). Desta forma, os macrofagos levam a destruigdo
de particulas estranhas e bactérias pela geragdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs) e citocinas pro-inflamatérias, como interleucina-1
beta (IL-1B) e TNF-a, além de apresentarem atividade catabodlica e
proteolitica, e promoverem a fagocitose de restos celulares e o reparo
tecidual (POLLARD, 2009; GALLI et al., 2011).

Com rela¢do aos mediadores sintetizados, liberados ou que
tenham receptores expressos por células mononucleares durante o
processo inflamatdrio, pode-se destacar a adenosina. Este nucleosideo
¢ liberado no meio extracelular e exerce uma agdo pleiotropica,
podendo desempenhar um efeito pro- ou anti-inflamatorio,
dependendo de sua concentragdo, bem como dos receptores
envolvidos. Quatro receptores acoplados a proteina G ja foram
identificados para a adenosina, e sdo denominados receptores A, Asa,
A e A; (LINDEN, 2011). A ligacdo deste nucleosideo a estes
receptores promove diversos efeitos biologicos e algumas vezes
opostos (LINDEN, 2011; BARLETTA; LEY; MEHRAD, 2012). Os
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receptores A; e Aj sdo acoplados a proteina G inibitoria (Gi/o) e
apresentam alta afinidade pela adenosina. Ja os receptores Aja € Ajp,
que sdo acoplados a proteina G estimulatéria (Gs), apresentam baixa
afinidade por este nucleosideo, e promovem aumento nas
concentragdes citosolicas de adenosina monofosfato ciclico (AMPc).
O efeito anti-inflamatério predominante da adenosina parece ser
mediado por sua ligacdo ao receptor A,y (LINDEN, 2011;
BARLETTA; LEY; MEHRAD, 2012).

Durante a resposta inflamatoria, ocorre a formacao de grandes
quantidades de adenosina extracelular, que ¢ degradada por meio da
reacdo de desaminagdo catalisada pela enzima adenosina-desaminase
(ADA) (NOVAKOVA; DOLEZAL, 2011).

Além disso, estudos clinicos demonstraram que pacientes que
ndo sdo capazes de expressar ADA normalmente apresentam
imunodeficiéncia severa, decorrente de defeitos no desenvolvimento
de linfocitos T, B e células natural killer (NK) (BOOTH et al., 2012).
Ainda, a quantificagdo da atividade desta enzima no soro tem sido
utilizada como marcador preditivo de atividade de doenca em
pacientes com artrite reumatoide (ZAMANI; JAMALIL, JAMALI,
2012).

Outro grupo de células que desempenha um papel
fundamental na imunidade inata e no estabelecimento do processo
inflamatério sdo os neutrofilos. Estes sdo os leucdcitos mais
abundantes no sangue periférico humano, representando 40 a 60% dos
leucocitos circulantes e constituindo a primeira linha de defesa contra
patégenos, como bactérias, fungos, entre outros (LUO; LOISON,
2008; KUMAR; SHARMA, 2010). Estas células sdo as primeiras a
migrar para o local da inflamagdo, em um processo mediado
diretamente por diferentes moléculas de adesao (WRIGHT et al.,
2010; WILLIAMS et al., 2011; SADIK; KIM; LUSTER, 2011).

Os neutréfilos sdo células efetoras, que ndo se diferenciam e
normalmente apresentam meia-vida relativamente curta, de 8 a 20 h na
circulagdo e de 1 a 4 dias no tecido. Nos humanos, a quantidade diaria
de neutrofilos eliminados da circulagédo é de aproximadamente 0,8-1,6
x 10° células por quilograma de massa corporea para a manutengdo da
homeostasia em condi¢des fisiologicas (LUO; LOISON, 2008).

O processo de ativagdo dos neutrofilos é mediado por
segundos mensageiros intracelulares. Dentre estes, pode-se destacar o
calcio (Ca®"). Este cation é essencial tanto para o processo de ativagdo,
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como para fungdes efetoras dos neutrdfilos na resposta inflamatoria,
como a produgdo de radical &nion superoxido (O;7), a ades@o ao
endotélio vascular, a degranulagdo, a ativagdo da enzima fosfolipase
A, (PLA;) e da 5-LOX citosdlicas, assim como a sintese de
interleucina-8 (IL-8) (TINTINGER et a., 2009a; 2009b). Este
processo de ativagdo ocorre pela interagdo das células neutrofilicas
com moléculas quimioatrativas, como n-formil-metionil-leucil-
fenilalanina (fMLP), fator do sistema complemento C5a (C5a),
leucotrieno B4 (LTB,), fator ativador plaquetario (PAF) ou IL-8
(TINTINGER et al., 2009a).

Uma vez ativados, os neutréfilos migram para o local da
inflamagdo, onde liberam uma grande quantidade de EROs, enzimas
proteoliticas e peptideos antimicrobianos, que sfo armazenados
basicamente em quatro tipos de granulos (SIMARD; GIRARD;
TESSIER, 2009). As vesiculas secretorias sdo formadas por
endocitose e contém a maior concentragdo de proteinas plasmaticas e
receptores de membrana, sendo essenciais para a resposta inflamatoria
mediada pelos neutréfilos (SOEHNLEIN; ZERNECKE; WEBER,
2009). Os granulos de gelatinase ou terciarios sdo facilmente liberados
e constituem uma fonte de metaloproteinases. Ainda, Os granulos
especificos ou secundarios sdo ricos em lisozimas, lactoferrinas e
colagenases e, consequentemente, desempenham um papel
fundamental na atividade microbicida dos neutrofilos (WRIGHT et
al., 2010). Finalmente, os granulos azuroéfilos ou primarios possuem
grande quantidade de enzimas lisossomais, como a elastase, a
catepsina G, a proteinase-3 e a enzima mieloperoxidase (MPO)
(CHAM; GERRARD; BAINTON, 1994; SOEHNLEIN; ZERNECKE;
WEBER, 2009).

A MPO ¢ sintetizada principalmente por neutréfilos, e
pertence a superfamilia das hemeproteinas. Esta é uma proteina
cationica que se liga a moléculas anidnicas presentes na parede celular
bacteriana, componentes da matriz extracelular e membranas
celulares, incluindo as células endoteliais e os proprios neutréfilos.
Esta enzima esta relacionada a defesa do hospedeiro. No entanto, em
algumas situagdes pode contribuir para o processo de lesdo tecidual
(VAN DER VEEN; DE WINTHER; HEERINGA, 2009).

A MPO catalisa a formagao do acido hipocloroso (HCIO), um
dos grandes responsaveis pelo efeito microbicida dos neutréfilos
(MALLE et al, 2007; VAN DER VEEN; DE WINTHER;
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HEERINGA, 2009; MONTESEIRIN, 2009). Esta reagdo ocorre a
partir da liberacdo de ions cloreto (Cl) e de H,O, presentes nos
fagossomas. O H,0,, por sua vez, € principalmente proveniente do
processo de metabolismo oxidativo também denominado burst
respiratorio, por meio de uma reagdo catalisada pela enzima
nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH) oxidase
(MALLE et al., 2007).

Ainda, a MPO esta associada a efeitos fisiopatologicos tanto
em fagocitos, como em células endoteliais, contribuindo para o
processo inflamatério em pacientes com aterosclerose (CHEN et al.,
2011a). Da mesma forma, diversos estudos ja demonstraram o papel
desta enzima em diferentes doencas de carater inflamatorio, como
doenca de Parkinson, artrite reumatoide, doenga inflamatoria
intestinal, entre outras (CHOI et al., 2005; VAN DER VEEN; DE
WINTHER; HEERINGA, 2009).

Durante a resposta inflamatéria, o controle da morte dos
granulocitos e a eliminagdo dos corpos apoptéticos ocorrem,
principalmente pela fagocitose destas células por macrofagos
residentes. Este processo ¢ fundamental ndo s6 para a homeostasia
tecidual, mas também para a resolucdo da inflamacdo e o reparo
tecidual (FOX et al., 2010; KOH; DIPIETRO, 2011). Em condigdes
fisiologicas, a apoptose dos neutrdfilos ocorre por um processo
conhecido como apoptose espontanea ou constitutiva (LUO; LOISON,
2008; BORREGAARD, 2010; GEERING; SIMON, 2011). Ja no local
da inflama¢do, os neutrofilos podem entrar em apoptose
espontaneamente, bem como terem a apoptose induzida pela ativagdo
de receptores de morte, por ligantes, como o TNF-o e a proteina Fas
ligante (FasL) (FOX et al., 2010; GEERING; SIMON, 2011).

Durante o processo de apoptose, ocorrem diferentes
alteragdes bioquimicas nos neutr6filos, como a ativagdo de proteinas
pré-apoptoticas da familia Bel-2, a perda do potencial transmembranar
mitocondrial e a exposicao de residuos de fosfatidilserina na superficie
e a ativacdo de diferentes caspases (GEERING; SIMON, 2011;
BRATTON; HENSON, 2011).

As caspases sdo enzimas proteoliticas envolvidas
principalmente na indug¢do e na execucdo das diferentes fases da
apoptose e na inflamagdo, bem como no processo de sobrevivéncia,
proliferagdo e diferenciagdo celular (LAMKANFI et al., 2007,
HACKER; SISAY; GUTSCHOW, 2011). Estas desempenham seu
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papel na apoptose basicamente por duas vias: a via extrinseca,
desencadeada pela ativagdo de um grupo de receptores de membrana
pertencentes a superfamilia dos receptores de TNF, e a via intrinseca,
ativada por estresse intra ou extracelular, desencadeado pela
auséncia/caréncia de fatores de crescimento especificos, danos no
DNA, hipoxia ou ativagdo de oncogenes (GRIVICICH; REGNER;
ROCHA, 2007).

Nos neutroéfilos, a apoptose ¢é diretamente mediada pela
ativacdo de diferentes caspases efetoras tanto pela via intrinseca como
pela via extrinseca. De fato, diversos estudos demonstraram que estas
células expressam grande variedade destas proteases, incluindo
caspase 1, 3, 4, 6, 7, 8, 9 e 14 (YAMASHITA et al.,, 1999;
MOULDING et al., 2001; MURPHY et al., 2003; MAIANSKI et al.,
2004).

Outra importante funcdo exercida por células fagociticas,
como macrofagos e neutréfilos, durante a resposta inflamatoria é a
fagocitose. Este processo ¢ caracterizado pela internalizacdo de um
organismo ou particula-alvo, pela emissdo de pseudopodos,
caracterizada por um rearranjo no citoesqueleto celular, levando a
formacdo de fagossomas. Nos neutrofilos, a formagdo destes
fagosomas ¢ facilitada pela presenca dos diferentes grupos de
granulos, que podem rapidamente fundir-se com o fagossoma
formado, liberando grande quantidade de enzimas proteoliticas, EROs
e peptideos antimicrobianos (NORDENFELT; TAPPER, 2011).

Durante a fagocitose, ha a ativacdo de receptores nas células
fagociticas, dentre os quais destacam-se os receptores Fcy, (FcyR) que
reconhecem imunoglobulinas do tipo IgG. Nestas células, ha a
expressdo constitutiva dos receptores FCyRI (CD64), FcyRIla (CD32),
FceyRIIIb (CD16) e FcyRIV, que sdo responsaveis pelo
reconhecimento, fagocitose e morte intracelular de patdgenos
opsonizados (FIALKOW; WANG; DOWNEY, 2007; THEPEN et al.,
2009). Além disso, algumas células fagociticas, como os neutrofilos
expressam receptores que podem reconhecer diretamente o patdogeno,
como os TLRs (HAYASHI; MEANS; LUSTER, 2003), os NLRs
(EKMAN; CARDELL, 2010) e a dectina-1 (KENNEDY et al., 2007).

Estudos ja demonstraram que a fagocitose desempenha papel
central em inumeras doengas neurodegenerativas de carater
inflamatorio, como a doenca de Alzheimer e a de Parkinson (NEHER;
NENISKYTE; BROWN, 2012). Ainda, Paino e colaboradores (2011)
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demonstraram que a fagocitose exercida por neutroéfilos € essencial na
patogénese de doengas reumaticas, como por exemplo, a artrite
reumatoide.

Dentre as substancias liberadas pelos neutrofilos, na tentativa
de eliminar um agente lesivo, podem-se destacar o NO e as EROs.

ONO ¢é um gas solavel, relacionado a varias fungdes
fisiologicas, incluindo transmissdo neuronal, relaxamento vascular,
imunomodulagdo e citotoxicidade (TSUCHIYA et al., 2007). Este
mediador ¢ sintetizado principalmente por células endoteliais,
macrofagos e neutrofilos, a partir da reagdo de conversdo da L-
arginina em L-citrulina, catalisada pela enzima o6xido nitrico sintase
(NOS) (FORTIN et al., 2010). Até o presente momento, trés isoformas
desta enzima sdo conhecidas: duas constitutivas, dependentes da
concentragio de Ca’": NOS neuronal (nNOS/NOS1) e NOS
endotelial (eNOS/NOS3), além da iNOS/NOS2, independente da
concentragio de Ca’" ¢ expressa a partir de um estimulo como a
inflamacdo (MARIOTTO et al., 2007; KOBAYASHI, 2010; FORTIN
et al., 2010).

Durante a resposta inflamatéria, a iNOS catalisa a formagdo
de grandes quantidades de 'NO levando, consequentemente a
formag@o de outras espécies reativas de nitrogénio (ERNs), como o
anion peroxinitrito (ONOQO"). Esta espécie reativa ¢ formada a partir
da combinagdo do NO com o O,” proveniente do burst respiratério,
em uma reagdo catalisada pela enzima NADPH oxidase. O ONOO’
formado, por sua vez, é responsavel pela nitrosilagdo de proteinas e
promove a oxidacdo de diferentes moléculas bioldgicas, como
aminoacidos e acidos nucleicos, levando ao dano tecidual e ao
processo inflamatorio (FORTIN et al., 2010). Além disso, as espécies
reativas formadas induzem a ativacdo do NF-xB, levando a um
aumento na expressdo de varios mediadores pro-inflamatorios, como
moléculas de adesdo, COX-2, TNF-o, IL-1B, IL-6 e iNOS
(KELLEHER et al., 2007; MANTOVANI, 2010).

O 'NO ja foi descrito na patogénese de diferentes doengas
inflamatdrias, como por exemplo, sepse, lipus eritematoso sist€émico e
asma (FORTIN et al.,, 2010; LEE et al., 2012; AYTEKIN, M;
DWEIK, 2012). Além disso, estudos demonstraram a participagdo de
‘NO em doencas reumaticas, como artrite reumatoide e osteoartrite
(PAINO et al., 2011)
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Com relacdo as EROs, estes s@o compostos altamente
instaveis, gerados fisiologicamente pelo metabolismo celular, pela
redugdo incompleta do oxigénio molecular (O,). As EROs consistem
de moléculas que apresentam elétrons desemparelhados, como o (O,")
e o radical hidroxil (OH), ou ainda de moléculas com caracteristicas
pro-oxidantes, como o H,0,, o ONOO e o HCIO (BOUEIZ;
HASSOUN, 2009).

Durante a resposta inflamatoria, as EROs sdo geradas em
grande quantidade, predominantemente pela enzima NADPH oxidase.
Nos neutrofilos, esta enzima estd primeiramente inativa, tanto no
citosol como na membrana plasmatica. Quando ocorre a ativagdo
celular, os componentes citosolicos da NADPH oxidase, como por
exemplo, p47™°*, p67°"* ¢ p40™™*, deslocam-se principalmente para a
superficie dos granulos, onde se tornam cataliticamente ativos,
desencadeando o processo de burst respiratorio, com grande liberagdo
destas espécies reativas (GEERING; SIMON, 2011). Uma vez que as
EROs tém sido detectadas tanto no meio extra como intracelular, ha
evidéncias de que elas desempenham papel importante na sinalizagdo
celular em diferentes processos, como a apoptose, via indugdo da
liberagao de catepsina D dos granulos azuréfilos, levando a ativacéo
das caspases 8 efou 3, em neutrofilos (FIALKOW; WANG;
DOWNEY, 2007; GEERING; SIMON, 2011).

Com o estresse oxidativo e a consequente geracdo de grandes
quantidades tanto de EROs, como de ERNs, como por exemplo,
ONOO e NO e 0,7, ocorre a indugdo da apoptose em diversas
células, incluindo os neutrdfilos (FIALKOW; WANG; DOWNEY,
2007). Da mesma forma, substancias antioxidantes, como a n-
acetilcisteina e a enzima catalase (CAT), assim como o processo de
hipoxia retardaram o processo de apoptose celular (SCHEEL-
TOELLNER et al., 2004).

Diferentes doengas inflamatérias s@o dependentes da
produgdo de EROs. Estudos demonstraram que, em pacientes com
doenga de Parkinson, ocorre aumento na produg¢do de EROs,
principalmente pela enzima NADPH oxidase por células da microglia
(PETERSON; FLOOD, 2012). Ainda, Beltran e colaboradores (2010)
evidenciaram aumento na produgdo de EROs, como o H,0, por
células imunes de pacientes com doenca inflamatoria intestinal.
Entretanto, a deficiéncia de EROs pode levar também a um efeito
deletério no organismo. Por exemplo, pacientes com doenga
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granulomatosa cronica (CGD), uma imunodeficiéncia primaria,
caracterizada pela deficiéncia na expressio da NADPH oxidase,
normalmente apresentam infecgdes bacterianas e/ou fungicas
recorrentes (BASSIRI-JAHROMI; DOOSTKAM, 2011).

Durante o processo inflamatério, ocorre a ativagdo de
diferentes fatores de transcri¢do, tanto em células mononucleares,
como em neutrofilos, como o fator de transcri¢do nuclear de células T
ativadas (NF-AT) e a familia de fatores de transcricdo Rel/NF-kB
(VALLABHAPURAPU; KARIN, 2009). Dentre os fatores de
transcricdo mais estudados, pode-se destacar o NF-kB, que
desempenha papel fundamental na resposta inflamatoria, bem como
medeia a expressdo génica de moléculas diretamente envolvidas nos
processos de sobrevivéncia, diferenciacdo e proliferagdo celular.

Contudo, apesar de apresentar diferentes efeitos em condicdes
fisiologicas, a desregulacao deste fator de transcrigdo tem sido descrita
em inumeras doencas, como céancer, doencas neurodegenerativas e
cardiovasculares, diabetes e doencas autoimunes (HAYDEN;
GHOSH, 2012). Dentre estas doengas, pode-se destacar a artrite
reumatoide, na qual o NF-xB desempenha papel central na
patogénese, uma vez que a ativacdo deste fator de transcricdo ja foi
descrita no modelo de artrite induzida por colageno, em ratos, bem
como em pacientes com artrite reumatoide (LIU; LI; SHEN, 2010; LI
etal., 2010).

Em células em repouso, o NF-kB permanece retido no citosol,
pela ligagdo a um grupo de proteinas inibitorias, conhecidas como
IkBs, podendo-se destacar IkB-a, IkB-f e IkB-g. Estas proteinas
inibem a translocagdo do NF-kB para o nucleo, inibindo, desta forma,
a sintese de mediadores, dentre eles aqueles de carater pro-
inflamatério, como IL-1f, TNF-a, IL-6, COX-2 e iNOS
(VALLABHAPURAPU; KARIN, 2009). Em células ativadas, as
proteinas IkBs s3o fosforiladas pelas IKKs, levando a degradacdo
destas pelo proteossoma, promovendo entdo a transmigragdo do NF-
kB para o nucleo, induzindo, desta forma, a sintese desses mediadores
pré-inflamatorios (VALLABHAPURAPU; KARIN, 2009; HAYDEN;
GHOSH, 2012).

As principais citocinas pro-inflamatérias secretadas pelas
células fagociticas ativadas incluem a IL-1B e o TNF-a. Estas
citocinas, liberadas por leucodcitos ativados, macrofagos residentes e
células endoteliais, induzem a express@o de moléculas de adesdo no



37

endotélio, como por exemplo, ICAM-1, VCAM-1 e E-selectina,
facilitando a transmigragdo e a infiltragdo leucocitaria no sitio da lesdo
(KUMAR et al., 2009).

Além disso, tanto a IL-1p como o TNF-a induzem a
fagocitose de patdgenos por neutrdfilos e macrofagos, além de
promover a liberagdo de EROs e ERNs (NETEA et al., 2010).

A IL-1p € uma citocina com atividade pré-inflamatoria, sendo
produzida e liberada principalmente por mondcitos e macrofagos
(DINARELLO et al., 2011a). Esta ¢ formada a partir da pro-IL-13, um
precursor inativo desta citocina, em resposta ao reconhecimento de
padrdes moleculares associados a patogeno (PAMPs) (EDER, 2009;
LOPEZ-CASTEJON; BROUGH, 2011).

Esta citocina ativa a liberagdo de TNF-a pelos macrofagos,
células endoteliais, linfécitos e fibroblastos, e ¢ capaz de induzir a
liberagdo da citocina IL-6 pelos macrofagos e hepatocitos
(DINARELLO, 2011a). Tanto o TNF-a. como a IL-1f estimulam a
producdo e a liberagdo de IL-8, uma importante quimiocina
responsavel pela quimiotaxia de neutréfilos (MONTESEIRIN, 2009).
A IL-1P estd ainda envolvida em diversas doengas de carater
inflamatorio, dentre elas citam-se doengas metabolicas, como o
diabetes tipo 2 e a sindrome metabdlica (MAEDLER et al., 2011),
doengas autoimunes, como o lapus eritematoso sist€émico (DAVIS;
HUTCHESON; MOHAN, 2011), doengas neurodegenerativas, como
a doenga de Alzheimer (SHAFTEL; GRIFFIN; O’BANION, 2008) ¢
doengas inflamatorias, como a osteoartrite e a artrite reumatoide
(DINARELLO, 2011a,b).

O TNF-a ¢ liberado principalmente por macréfagos ativados,
mondcitos, neutrofilos, linfocitos T e células NK, e atua pela ligacao a
dois receptores, o TNFR1, expresso na grande maioria das células
nucleadas e o TNFR2, expresso principalmente por linfocitos e
também por células endoteliais. A ligagdo do TNF-a a seus receptores
desempenha papel crucial nos processos de expressdo génica, morte
celular, inflamagdo e cancer (PARAMESWARAN; PATIAL, 2010;
WALCZAK, 2011). Esta citocina, além de induzir a liberagdo de
outras citocinas, como IL-1p, promove a ativacdo do NF-kB, que, por
sua vez, induz novamente a sintese e¢ a liberacdo de diferentes
mediadores pro-inflamatorios em um processo de retroalimentagdo
(VALLABHAPURAPU; KARIN, 2009; HAYDEN; GHOSH, 2012).
Como consequéncia, ocorre também a expressdo de moléculas de
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adesdo no endotélio e nos leucdcitos o que denota na quimiotaxia
celular do vaso para o tecido lesado (KUMAR; SHARMA, 2010;
PHILLIPSON; KUBES, 2011).

Estudos tém demonstrado a participagio do TNF-o em
diversas doengas de carater inflamatdrio, como o lipus eritematoso
sistémico (FARID et al., 2011), a colite ulcerativa (SANDBORN et
al., 2012) a sepse (QIU et al., 2011), o diabetes (UNO et al., 2007;
FLYVBIJERG, 2010), a obesidade (TZANAVARI; GIANNOGONAS;
KARALIS, 2010), a aterosclerose (ZHANG et al., 2007), a psoriase
(CHANNUAL; WU; DANN, 2009) e a artrite reumatoide
(TOUSSIROT; WENDLING, 2007; SIMSEK, 2011; MARKATSELI
etal., 2012).

No presente estudo, foram utilizados diferentes classes de
farmacos, com o objetivo de conter a resposta inflamatéria. Com
relacdo a estes farmacos, pode-se destacar os anti-inflamatorios nao-
esteroidais (AINEs). Esta classe de firmacos atua inibindo a sintese da
prostaglandina E, (PGE,) a partir do acido araquidonico, pela inibigdo
das enzimas ciclooxigenases (COX) (Figura 3). A PGE, ¢ um
mediador lipidico presente em doencas de carater inflamatorio, como
a artrite reumatoide e a osteoartrite, além de doencas inflamatorias
cuténeas (SU et al., 2010).
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Figura 3: Mecanismo de ac@o dos anti-inflamatérios ndo esteroidais (AINEs).
Fonte:  http://dc152.4shared.com/img/t9Um3PnC/preview.html; acesso em
27/03/2012.

Outra classe de farmacos utilizadas no presente estudo com o
intuito de controlar o processo inflamatorio, foi a dos glicocorticoides
(GCs). Estes anti-inflamatorios esteroidais sdo amplamente utilizados
no tratamento de doengas inflamatorias ¢ autoimunes, assim como em
transplante de 6rgdos e no cancer, uma vez que possuem um efeito
imunossupressor ¢ anti-inflamatério, dependendo da concentragdo
utilizada (DE BOSSCHER; HAEGEMAN; ELEWAUT, 2010). O
efeito imunomodulatério promovido por estes farmacos ocorre
principalmente via ativagdo do receptor de glicocorticoides (GR),
levando a modulagdo de fatores de transcri¢do, como NF-kB, AP-1 ¢
de transdutores de sinal ativadores de transcricdo (STATs) (KINO;
SU; CHROUSOS, 2009; WHITEHOUSE, 2011) (Figura 4).

Ainda, em determinados grupos de células fagociticas, como
neutrofilos e macréfagos alveolares, ocorrem efeitos nao-gendmicos,
consequentes a estimulagdo do GR pelos GCs, como por exemplo, a
sintese de grandes quantidades de mediadores anti-inflamatorios,
como a anexina-1, também conhecida como lipocortina-1, que inibe a
atividade da enzima PLA,, inibindo desta forma, a formacdo de acido
araquidonico e, consequentemente de prostaglandinas por estas células
(KAMAL; FLOWER; PERRETTI, 2005; LIM; PERVAIZ, 2007)
(Figura 4).
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Figura 4: Mecanismo de agdo dos glicocorticoides (GCs). Fonte: Modificado de
Boldizsar e colaboradores (2010).

Para a avaliagdo do efeito anti-inflamatério in vivo de
diferentes farmacos e plantas, ha varios modelos de inflamagdo
descritos, como a pleurisia, o edema de pata, a artrite, o implante de
esponjas embebidas em agentes irritantes, a bolsa de ar, entre outros
(SEDGWICK; WILLOUGHBY, 1985).

No presente estudo optou-se pelo modelo de inflamacdo
induzida pela carragenina na bolsa de ar em camundongos, uma vez
que esta técnica ja estava padronizada em nosso laboratorio, €
altamente reprodutivel, permite a quantificacdo de diferentes
parametros inflamatdrios, como migragao celular, extravasamento de
proteinas plasmaticas (exsudag@o), concentracdes de diversos
mediadores pro-inflamatorios, além de possibilitar a coleta de células
para a realizagdo de experimentos ex vivo. Este modelo foi descrito
primeiramente por Okudaira e Schuwarz (1962), em ratos, e
posteriormente foi padronizado em camundongos por Clark (1975).

Atualmente, estudos tém considerado que o modelo da
inflamacdo induzida pela carragenina na bolsa de ar mimetiza o
processo inflamatorio que ocorre na sindvia de pacientes com artrite
reumatoide, uma vez que, na cavidade sinovial, ha a liberacdo de
diferentes mediadores pro-inflamatorios, como NO, IL-1B, TNF-a,
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proteina inflamatoria de macrofago-13 (MIP-1p), entre outros (LIZ et
al., 2011; DUARTE; VASKO; FEHRENBACHER, 2012).

Posteriormente, optou-se por elucidar o mecanismo de acdo
anti-inflamatoéria do extrato bruto hidroalcodlico (EBH), da fracdo
alcaloide (Alc) e do composto isolado di-hidrocorinanteol (DHC)
obtidos das raizes da Esenbeckia leiocarpa Engl.

Uma vez que o efeito anti-inflamatério observado para o
material vegetal in vivo foi, essencialmente, a custa da inibigdo da
migragdo e ativacdo de neutrofilos, optou-se por estudar o mecanismo
de acdo da planta em questdo especificamente sobre estas células do
sistema imune.

Para isto, decidiu-se trabalhar com neutréfilos, uma vez que
estas sdo as principais células envolvidas na inflamag¢éo induzida pela
carragenina, no modelo experimental da bolsa de ar. Além disso,
diversos estudos evidenciaram que os neutrofilos sdo essenciais na
resposta inflamatdria presente em intimeras doengas, como asma
(MONTESEIRIN, 2009), doenga de Alzheimer (NEHER;
NENISKYTE; BROWN, 2012), osteoartrite ¢ artrite reumatoide
(PAINO et al., 2011).

Modelos utilizando neutrdfilos in vitro permitem avaliar
diferentes funcdes exercidas por estas células, como o processo de
apoptose celular, além da fagocitose, adesdo e degranulagdo, bem
como a producdo de EROs e de citocinas/quimiocinas pelas células
neutrofilicas, entre outras.

Desta forma, optou-se por avaliar o mecanismo de ac¢do anti-
inflamatério do EBH, fragdo Alc e composto DHC sobre as diferentes
fungdes de neutrofilos humanos, in vitro.
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2. OBJETIVOS
2.1. OBJETIVO GERAL

Estudar o efeito ¢ o mecanismo de ag¢do anti-inflamatoria do
extrato bruto hidroalcodlico, fragdes, subfragdes e compostos isolados
da Esenbeckia leiocarpa Engl. utilizando modelos experimentais in
vivo e in vitro.
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3. ESTUDOS IN VIVO
3.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

I.  Estudar o efeito do material vegetal sobre a migracdo de
leucdcitos e a exsudagio;

II.  Verificar o efeito do material vegetal sobre as concentragdes da
mieloperoxidase (MPO) e da adenosina-desaminase (ADA);

III. Analisar o efeito do material vegetal sobre as concentragdes de
nitrito/nitrato (NOy), interleucina-1 beta (IL-1) e fator de
necrose tumoral-alfa (TNF-a);

IV. Verificar o efeito do material vegetal sobre a degradacdo da
proteina inibitéria kappa B-alfa (IkB-a).
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3.2. MATERIAIS E METODOS
3.2.1. Coleta do material vegetal

As cascas da Esenbeckia leiocarpa Engl. foram coletadas
pela Dra. Danielle Fontana Pereira no Estado do Mato Grosso,
municipio de Arenépolis. A identificagdo da espécie foi realizada pela
bidloga Dra. Celice Alexandre, na Universidade Estadual do Mato
Grosso (UNEMAT — Campus Tangara da Serra/MT). A exsicata do
material vegetal foi depositada no herbario da Universidade Federal
do Mato Grosso (UFMT — Cuiaba/MT) sob niimero de registro 38639.

3.2.2. Obtencido do extrato, fracdes, subfracdes e compostos
isolados

O extrato bruto hidroalcodlico (EBH) (290 g) foi obtido a
partir das cascas secas (9 kg) da Esenbeckia leiocarpa Engl. por
maceragdo com etanol a 90% (24 h x 3). Parte do EBH (100 g) foi
submetido ao processo de particdo liquido-liquido com n-hexano e
acetato de etila, resultando nas fragdes n-hexano (Hex) (9,9 g) e
acetato de etila (AcOEt) (22 g), respectivamente. Outra parte do EBH
(20 g) foi fracionada com acetato de etila e solugo de acido cloridrico
(HCI) a 5%. A fragdo presente na fase acida teve o pH ajustado para 9-
10 com solugdo de amonia (NH;) a 10% e foi extraida com acetato de
etila, resultando na fracdo alcaloide (Alc) (5 g). Ainda, a fragdo Alc
foi submetida a um processo de particdo solido-liquido com éter
etilico, resultando em duas subfragdes com diferentes polaridades,
denominadas subfra¢des polar (Pol) (3,6 g) e apolar (Apol) (1,4 g).
Parte da subfragdo Apol (1 g) foi adicionada a coluna de silica gel 60
CC (Vetec — 0,063-0,2) e submetida a elui¢do com cloroférmio
(CHCl,), seguida por proporgdes crescentes de metanol (CH;0H) /
CHCI;, resultando em 54 fragdoes. O beta-sitosterol (B-Sit) foi
identificado como cristais incolores, com ponto de fusdo entre 133 e
135°C nas fragdes 2 a 5 (15 mg) e o di-hidrocorinanteol (DHC) foi
identificado como compostos amorfos, com ponto de fusdo entre 173
e 176°C, principalmente nas fragdes 10 a 15 (70 mg).
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3.2.3. Isolamento dos compostos da Esenbeckia leiocarpa Engl.

Primeiramente, foi realizada cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC) com auxilio do equipamento Varian ProStar™ 310
com detector ultravioleta/visivel (UV/Vis) (monitoramento a 282 nm)
(Walnut Creek, California, E.U.A.) e um injetor manual, com auxilio
do programa StarFinder™ versdo 5,5. Para a técnica de HPLC, foi
utilizada coluna C18 ChromSpher 5 (4,6 mm x 250 mm i.d.) (Walnut
Creek, Califérnia, E.U.A.). Tampao fosfato (10 mM) (A) e
acetonitrila (B) foram utilizados como fase moével, com um fluxo de
eluicdo de 0,75 mL por minuto, de acordo com o gradiente de
elui¢do: 0-17 minutos, ponto isocratico, 65% do solvente A e 35% do
solvente B; 17-25 minutos, gradiente linear, 50% do solvente A e
50% do solvente B. O periodo de equilibrio de 10 minutos foi
utilizado entre as corridas, que foram realizadas a temperatura
ambiente.

O composto majoritdrio (DHC) foi isolado a partir da
subfragdo Apol (1 g), por meio de cromatografia em coluna com silica
gel 60 CC (Vetec-0,063-0,2 mesh).

Os experimentos de separa¢do e optimizagdo foram
conduzidos por meio do sistema de eletroforese capilar HP*’CE
(Agilent Technologies, Palo Alto, CA, E.U.A), equipado com um
detector diodo a 215 nm, a temperatura constante de 25°C. Os dados
foram obtidos e processados pelo programa HP ChemStation”. As
amostras de EBH, fracdes (n-hexano, acetato de etila e alcaloide) e
subfrag¢des (Pol e Apol) foram injetadas hidrodinamicamente (50 mbar
por 3 s) e o sistema eletroforético foi operado em condigdes normais
de polaridade e voltagem constante de +30 kV. Para todos os
experimentos, foi utilizado capilar de silica fundida (Polymicro,
Phoenix, AZ, E.U.A.) 48,5 cm (40 cm de comprimento efetivo) x 50
pm de didmetro interno x 375 um de didmetro externo.

A Dbenzilamina foi utilizada como controle interno. Os
resultados foram expressos como porcentagem considerando a massa
total do composto majoritario em relacdo a massa do EBH, fragdes e
subfragdes (% m/m).
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3.2.4. Elucidacio estrutural dos compostos isolados da
Esenbeckia leiocarpa Engl.

A estrutura quimica de cada composto isolado foi
determinada com base em suas caracteristicas fisicas, dados
espectroscopicos por andlise de infravermelho (Perkin-Elmer FTIR
16 PC, Beaconsfield, Inglaterra) e de ressondncia magnética nuclear
(RMN de 'H e "C) (Varian AS-400, Palo-Alto, Califérnia, E.U.A.),
com espectrometro operando a 400 e 100 MHz, respectivamente.
Ainda, realizou-se cromatografia de camada delgada (CCD) em
placas de silica gel 60 F254 (Macherey-Nagel, Diiren, Alemanha).
Finalmente, as estruturas dos compostos isolados foram confirmadas
por comparagdo com dados previamente relatados na literatura
(MASSARIOT et al., 1987; KOELZER et al., 2009; RANI et al.,
2010; ZARROUK et al., 2010).

Ainda, foi empregada espectroscopia de massa com
ionizagio eletrospray (ESI-MS) [M + H]" com o objetivo de auxiliar
na elucidacdo da estrutura do composto majoritario presente tanto no
EBH, como nas fracdes ¢ subfracdes isoladas das cascas da
Esenbeckia leiocarpa Engl. Este sistema consiste de um
espectrometro de massa hibrido com captura de ions linear/triplo-
quadrupolo QTrap 3200 (Applied Biosystems/MDS Sciex, Concord,
ON, Canadd), acoplado a uma bomba de infusdo 11 Plus (Holliston,
MA, E.U.A.) para infusdo da amostra.

A espectrometria de massa foi calibrada nos modos de ions
negativos e positivos por infusdo com solu¢do de polipropilenoglicol.
Os experimentos foram conduzidos utilizando fonte TurbolonSpray®
(ionizagdo eletrospray) no modo ions positivos. A tensdo aplicada ao
capilar foi de 5500 V e o potencial de desagregacdo foi mantido a 56
V. Ar sintético ultrapuro foi utilizado como gas nebulizador (GS1)
com pressdo de 15 psi. Nitrogénio a 10 psi foi utilizado na interface
como gas de dessolvatagdo. Uma solucdo da amostra de DHC foi
diluida a 5,0 mg/mL em uma solugdo metanol/agua (50/50, v/v) e
infundida em uma taxa de 10 mL/min.
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3.2.5. Animais

Camundongos albinos suicos foram utilizados nos
experimentos ¢ acondicionados a temperatura ambiente (22 + 2°C)
com um ciclo de luz claro/escuro em periodos de 12 h, umidade 50-
60% e foram alimentados com rag@o e agua ad libitum. Este estudo foi
aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA -
PP00294/CEUA) na Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC).

3.2.6. Protocolo experimental

Neste protocolo experimental, diferentes grupos de animais
receberam uma inje¢do de 1,5 mL de ar por trés dias alternados para
induzir a formagdo da bolsa de ar. No sexto dia, os animais receberam
carragenina (Cg a 1%), um agente flogistico amplamente utilizado em
modelos experimentais de inflamagdo (BRITO et al., 1989). Apds 24
h da administragcdo da Cg por via subcutanea (s.c.), os animais foram
eutanasiados por meio de overdose de pentobarbital (180 mg/kg) por
via intraperitoneal (i.p.). Estes foram fixados em uma mesa cirtrgica e
foi realizada uma incisao na regido dorsal para a perfuracdo da bolsa.
A cavidade da bolsa de ar foi lavada com 1,0 mL de PBS estéril (pH
7,6, composi¢do mM: NaCl 130, Na,HPO, 5, KH,PO, 1, em agua
destilada contendo heparina (20 UI/mL) (BENINCA et al., 2007). A
determinacdo da migragdo celular, exsudacdo, concentragdes das
enzimas mieloperoxidase (MPO) e adenosina-desaminase (ADA),
bem como as concentragdes de nitrato/nitrito (NOy), interleucina-1
beta (IL-1PB) e fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a) foram avaliados
24 h apos a inducdo da inflamacdo pela Cg. A indometacina (Indo) (5
mg/kg) e a dexametasona (Dexa) (0,5 mg/kg) foram utilizados como
farmacos de referéncia e foram administrados por via i.p. 0,5 h antes
da inducdo da inflamagdo pela Cg.

Para o estudo da curva dose-resposta, diferentes grupos de
animais foram tratados (0,5 h antes) com diferentes doses de EBH
(100-400 mg/kg), Hex (5-50 mg/kg) AcOEt (10-50 mg/kg), Alc (5-50
mg/kg), Pol (2-10 mg/kg), Apol (1-5 mg/kg), DHC (0,5-2 mg/kg) ou
B-Sit (0,5-2 mg/kg) por via i.p.. A migracdo celular e a exsudagdo
foram analisadas 24 h apo6s a administragdo de Cg.

Em outros experimentos, para estabelecer o perfil temporal,
diferentes grupos de animais foram tratados previamente com uma das
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doses descritas anteriormente em diferentes periodos de tempo (0,5, 1
ou 2 h) e os mesmos parametros inflamatdrios foram avaliados 24 h
apods a inducdo da inflamacdo. De acordo com os resultados as doses
de EBH (200 mg/kg), Hex (10 mg/kg), AcOEt (25 mg/kg), Alc (10
mg/kg), Pol (10 mg/kg), Apol (1 mg/kg), DHC (1 mg/kg) ou B-Sit (1
mg/kg), administrados 0,5 h antes da Cg foram utilizadas para a
analise do material vegetal sobre as concentracdes de MPO, ADA,
NO,, IL-1B e TNF-a.

3.2.7. Contagem total e diferencial de leucocitos

No dia dos experimentos, ap6s a morte dos animais e abertura
das cavidades, aliquotas do lavado da bolsa de ar (200 pL) foram
reservadas para a contagem total de leucocitos, utilizando-se liquido
de Tirk (1:20) e camara de Neubauer com auxilio de microscopio
optico comum (aumento 400 vezes). Os esfregacos celulares foram
realizados para a contagem diferencial dos leucécitos. Apos o preparo
dos esfregacos em citocentrifuga (Wescor-Cytopro, Logan, Utah,
E.U.A.), estes foram corados pelo método de May-Griinwald-Giemsa.
A contagem celular diferencial (neutréfilos e mononucleares) também
foi realizada em microscopio optico comum, com auxilio de objetiva
de imersdo (aumento de 1000 vezes), contando-se 100 células por
lérgina. Os resultados foram expressos em niimero total de células (x
10%).

3.2.8. Coloracio dos esfregacos celulares

A metodologia consiste na coloracdo sucessiva com uma
mistura de eosinato de azul-de-metileno (May-Griinwald) e de azul-
eosina (Giemsa). As laminas contendo o sedimento celular dos
lavados da bolsa de ar foram centrifugadas em citocentrifuga
(Cytopro® cytocentrifuge Wescor, modelo: 7620, E.U.A.) e secas em
posi¢do horizontal a temperatura ambiente. Em suporte de coloragio
apropriado, as laminas foram cobertas com 1 mL do corante May-
Griinwald e mantidas em contato com o sedimento celular por 2
minutos. A seguir adicionou-se agua deionizada (1 mL), com auxilio
de pipeta automatica com capacidade de 1 mL. Apds 3 minutos, o
corante foi removido e cobriu-se a ldmina com o corante Giemsa
(diluido 1:20 em agua deionizada) por 15 minutos. A seguir, as
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laminas foram lavadas com agua deionizada e secas a temperatura

ambiente. Os resultados foram expressos em numero total de células
6

x10°.

3.2.9. Determinac¢ao da exsudacao

Para avaliagdo indireta da exsuda¢@o os animais receberam o
corante azul de Evans (25 mg/mg) por via endovenosa (e.v.) 10 min
apos a inducdo da inflamagdo. Em seguida, 24 h ap6s a administragio
da Cg, os animais foram eutanasiados por overdose de pentobarbital
(180 mg/kg, i.p.) e uma aliquota (200 pL) do lavado da bolsa de ar foi
reservada para a determinagdo da concentragdo de azul de Evans com
auxilio de uma leitora de microplacas de enzimaimunoensaio (ELISA)
(Organon-Tecknica, Roseland, New Jersey, E.U.A.) para leitura da
densidade optica, em comprimento de onda 620 nm, de acordo com a
metodologia descrita por Saleh, Calixto, Medeiros (1996). Para a
quantificacdo das concentra¢des de azul de Evans, curvas padrao com
concentragdes previamente conhecidas deste corante (0,1 - 25 pg/mL)
tiveram suas densidades Opticas determinadas em 620 nm, permitindo
a quantificagdo dos valores desconhecidos. Os valores das
concentragdes de azul de Evans foram expressos em pg/mL, com o
auxilio da equacao da reta.

3.2.10. Determinagao das concentracdes da mieloperoxidase

Neste grupo de experimentos, imediatamente apos a morte
dos animais, uma amostra do lavado da bolsa de ar foi coletada e
processada para a quantificacdo das concentra¢des da enzima MPO.
Volumes de 20 pL do lavado da cavidade da bolsa de ar ou do padrdo
(MPO de neutroéfilos humanos (0,7 - 140 mU/mL)) foram transferidos
para as placas de ELISA e a reacdo enzimatica iniciada com a adi¢do
de 180 pL de solugdo (0,167 mg/mL de o-dianisidina 2HCI e 0,0005%
de H,O,). Apos 15 minutos de incubagdo, a temperatura ambiente, a
reagdo foi interrompida com a adi¢do de 30 pL de azida sodica (1%)
(RAO et al., 1993). Em seguida, as placas contendo as amostras foram
lidas em leitora de microplacas de ELISA (Organon-Tecknica,
Roseland, New Jersey, E.U.A.) em 450 nm. Curvas-padrio com
concentracdes conhecidas da MPO (0,7 - 140 mU/mL) também
tiveram suas densidades Opticas determinadas, permitindo a
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quantificacio dos valores desconhecidos. Os valores das
concentra¢des da MPO foram expressos em mU/mL, com o auxilio da
equacao da reta.

3.2.11. Determinacao das concentracoes da adenosina-desaminase

Inicialmente, amostras com concentracdes conhecidas
(volume final 2500 pulL) de NaH,PO4.H,O (35 mM), Na,HPO,.12H,0
(15 mM) e NH;3SO4 (15 mM) foram preparadas para a obtengdo de
uma curva-padrao (10-50 U/L). As amostras do lavado da bolsa de ar
contendo a enzima adenosina-desaminase (ADA) (20 plL) foram
transferidas para cubetas e a reagdo enzimatica iniciou-se com a
adicdo da solugdo de tampdo fosfato (pH 6,5, 500 pL, composi¢ao:
NaH2PO4H20 (35 mM), NazHPO412H20 (15 mM) e adenosina (0,5
mM)). Apos periodo de incubagdo de 1 h a 37°C, a reagdo foi
bloqueada pela adigdo da solugdo (1000 pL) de fenol (1 mM),
nitroprussiato de sédio (0,17 mM) e tampao fosfato (1000 pL: NaOCI:
11 mM) (GIUSTL; GALANTI, 1984). Esta solugdo também foi
adicionada as cubetas contendo as diferentes concentracdes da curva-
padrdo (volume final 2500 pL). As absorbancias das amostras foram
lidas em leitora de microplacas de ELISA (Organon-Tecknica,
Roseland, New Jersey, E.U.A.) em 620 nm. As concentragdes da
enzima ADA foram determinadas e expressas em U/L, com auxilio da
equacdo da reta.

3.2.12. Determinacao das concentracoes de nitrato/nitrito

O NO foi quantificado por meio da formagdo de seus
metabolitos: nitrato (NOj3') e nitrito (NO;’), utilizando-se a reagdo de
Griess (GREEN et al., 1982). As amostras do lavado da bolsa de ar
(300 pL) foram submetidas a desproteinizagdo com 20 pL de solugio
de sulfato de zinco a 20%. Estas foram incubadas em banho de gelo
por 60 minutos. As amostras foram centrifugadas (2.500 rpm por 15
minutos), obtendo-se um sobrenadante limpido. A seguir, 100 pL do
sobrenadante foram transferidos para uma cubeta ¢ diluidos em
solucdo contendo 200 pL de cloreto de vanadio (VaCls) (0,8%) (p/v) e
HCI (3%) (p/v). Nesta mesma cubeta foram adicionados 300 pL de
solugdo de Griess: sulfanilamida (1%) (p/v), acido fosforico (5%)
(v/v) e N-(1-naftil) etilenodiamina (0,1%) (p/v) e incubados durante
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40 minutos, a 37°C (MIRANDA et al., 2001). A reagdo de NO, com
esse reagente produz uma coloragdo rdésea, que foi quantificada por
meio da leitura das densidades Opticas em leitora de microplacas de
ELISA (Organon - Tecknica, Roseland, New Jersey, E.U.A.) em 540
nm. Curvas-padrdo com concentragdes conhecidas de NO, (0-150
uM) também tiveram suas densidades Opticas determinadas,
permitindo desta forma, com auxilio da equagdo da reta, a
quantificacdo das concentragdes de nitrato/nitrito no lavado da bolsa
de ar, em pM.

3.2.13. Determinacfo da degradacio da proteina inibitéria kappa
B-alfa

Para a avaliagdo da degradagdo da proteina IkB-o, amostras
do lavado da cavidade da bolsa de ar foram coletadas e incubadas a
37°C por 30 min com solugdo salina balanceada de Hanks (HBSS),
contendo: dimetilsulfoxido (DMSO 1%) (controle negativo), EBH
(500 pg/mL), Hex (100 pg/mL), AcOEt (100 pg/mL), Alk (100
pg/mL), Pol (100 pg/mL), Apol (100 pg/mL), DHC (50 pg/mL) ou
B-Sit (50 pg/mL), em um volume final de 100 pL. A seguir, a
estimulagdo foi interrompida adicionando-se tampao Laemmli (4x)
(35 pL), conforme descrito por Girard e colaboradores (1995) e
Pelletier e colaboradores (2001). Amostras correspondentes a 1 x 10°
céls/mL foram transferidas para um gel de -eletroforese com
paracrilamida-dodecil-sulfato de sédio (SDS-PAGE) a 10% e
transferidos posteriormente para membranas de nitrocelulose
(Amersham Pharmacia Biotech Inc., Piscataway, NJ., E.U.A.). Sitios
ndo-especificos foram bloqueados com albumina sérica bovina a 3%
em tampdo TBS-Tween (25 mM Tris-HCI, pH 7,8, 190 mM NaCl,
0,15% Tween-20) e a reacdo de Western blot foi realizada conforme
descrito por Pelletier e colaboradores (2002). O anticorpo primario
monoclonal anti-IkB-a de camundongos (Santa Cruz Biotechnology,
CA, E.U.A)) na diluigdo de 1:200 foi incubado overnight com as
membranas. Posteriormente, estas foram lavadas 3 vezes com TBS-
Tween e foram incubadas por 1 h com o anticorpo secundario de cabra
anti-camundongo (IgM + IgG) conjugado a peroxidase (Jackson
ImmunoResearch Laboratories, Inc., West Grove, PA, E.U.A.) na
dilui¢do de 1:20.000, contendo leite em po6 desnatado a 3%. Ainda, as
membranas foram incubadas com o tampdo Stripping (100 mM 2-
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mercaptoetanol, 2% SDS, 62,5 mM Tris, pH 6,7) para extracdo dos
anticorpos aderidos. As membranas foram novamente lavadas 3 vezes
com TBS-Tween e incubadas com novo anticorpo primario anti-f3-
tubulina de camundongos (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, E.U.A.),
seguido por lavagens sucessivas com TBS-Tween e por nova
incubagdo com anticorpo secundario de cabra anti-camundongo (IgM
+ 1g@G) (1:20.000) conjugado a peroxidase (Jackson ImmunoResearch
Laboratories, Inc., West Grove, PA, E.U.A.). Por ser uma proteina
constitutiva, a beta-tubulina (B-tub) foi utilizada como controle
positivo da reagdo. A degradacdo de IkB-o foi determinada com
auxilio de um revelador quimiluminescente. Os resultados foram
expressos pela comparagdo de intensidade de banda com o controle
positivo B-tub.

3.2.14. Determinacido das concentracdes de interleucina-1 beta e
fator de necrose tumoral-alfa

Neste grupo de experimentos, imediatamente apds a morte
dos animais, amostras do lavado da bolsa de ar foram coletadas e
processadas para a realizag@o da técnica de ELISA fase solida, método
sanduiche. Neste protocolo foram utilizados anticorpos especificos.
Padrdes com concentragdes conhecidas foram também realizados de
acordo com as instrugdes dos fabricantes, IL-1p (Immuno Biological
Laboratories Co. Ltd. Japan - Cat. Ne 27193) e TNF-a (BD -
Biosciences Pharmingen, Sdo Diego, Califérnia, E.U.A. - Cat. Ne
559732).

As sensibilidades identificadas dos kits foram: IL-1p = 1,67
pg/mL e TNF-a = 5,00 pg/mL. Os coeficientes de variagdo (CV) intra
e interensaios observados foram: CV intra: IL-1B = 6,2 + 0,4% e TNF-
o="7,8+0,9%; CV inter: IL-1p = 5,1 £ 0,6% ¢ TNF-0. = 9,6 + 2,1%.
Curvas-padrdo com concentragdes conhecidas de IL-1f (11,72 —
750,00 pg/mL) e TNF-a (5,00 — 2.300,00 pg/mL) também tiveram
suas densidades oOpticas determinadas, permitindo a quantificagdo dos
valores desconhecidos com o auxilio da equagdo da reta. As leituras
das citocinas IL-13 ¢ TNF-a e suas respectivas curvas-padrdo foram
realizadas em leitora de microplacas de ELISA (Organon-Tecknica,
Roseland, New Jersey, E.U.A.) em 450 nm. Os valores foram
expressos em pg/mL.
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3.2.15. Farmacos e reagentes

Para os estudos in vivo, foram utilizados os seguintes
reagentes: dexametasona (Prodome Quimica e Farmac€utica Ltda.,
Campinas, SP, Brasil), carragenina-A (grau IV), hidréxido de sodio
(NaOH), mieloperoxidase de neutréfilos humanos, indometacina, o-
dianisidina 2HCI (3,3 ’dimetoxibenzidina), azida sodica, sulfato de
cobre (penta-hidratado) (CuS0O,4.5H,0), 4cido tartarico (C4H4O6Ky),
dodecil sulfato de sodio (SDS), solugdo fendlica Folin & Ciocalteu’s,
cloreto de vanadio (III) (VCI;), sulfanilamida (C¢HgN,O,S) (Sigma
Chemical Co., St. Louis, MO, E.U.A.), peroxido de hidrogénio (H,O,
30 %) (Biotech, Sao Paulo, SP, Brasil), adenosina (C;oH{3Ns0,)
(Fluka, Ronkonkoma, Nova York, E.U.A.), heparina (Liquemine®,
Roche, Sao Paulo, SP, Brasil), fosfato de sddio (NaH,PO4.H,0),
sulfato de zinco (ZnSQ,) (Vetec, Rio de Janeiro, RJ, Brasil), fenol
(C¢HsOH), fosfato de hidrogénio dissdédico dodecahidratado
(Na,HPO,4.12H,0) (Reagen, Rio de Janeiro, RJ, Brasil), nitroprussiato
de sodio (CsFeNsNa,0.2H,O) (Nuclear, Sao Paulo, SP, Brasil),
sulfato de amonio ((NH4),SO,4) (Labsynth, Sdo Paulo, SP, Brasil),
carbonato de sodio (Na,COj3) (MicroBioquimica, Lorena, SP, Brasil),
HCI (Synth, Diadema, SP, Brasil), liquido de Tiirk, May-Griinwald
(Newprov, Pinhais, PR, Brasil), Giemsa (Laborclin, Pinhais, PR,
Brasil), Azul de Evans (C34H4N¢O14S4Nay) (Acros-Organics, Geel,
Antwerp, Belgium); di-hidrocloreto de N-(1-naftil)-etilenodiamina
(C1p,H¢CI,Ny) (Merck, Frankfurter, Darmstadt, Alemanha). Kits de
enzimaimunoensaio (ELISA) para quantificagdo de IL-1f de
camundongos (IBL: Immunobiological laboratories Co. Ltd., Fujioka,
Gunma, Japdo) e de TNF-o de camundongos (BD - Biosciences
Pharmingen, Sao Diego, Califérnia, E.U.A.). Anticorpo monoclonal
anti-IkB-a de camundongos (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz,
CA, E.U.A)), anticorpo monoclonal anti-B-tubulina de camundongos
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, E.U.A.), anticorpo de cabra anti-
camundongos (IgM + IgG) conjugado a peroxidase (Jackson
ImmunoResearch Laboratories Inc., West Grove, PA, E.U.A.). Tris-
HCI, NaCl, Triton X-100, e SDS foram adquiridos de Fisher Scientific
(Pittsburgh, PA, USA). Outros sais com grau de pureza analitica
foram adquiridos por diferentes fontes comerciais.
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3.2.16. Analise estatistica

Os resultados dos parametros inflamatorios estudados in vivo
(migragdo celular, exsudagdo, MPO, ADA, NOy, IL-1p, TNF-a e IxkB-
o) foram expressos utilizando-se a média + erro padrio da média
(E.P.M.), e estes resultados foram analisados pelo programa de
estatistica GraphPad Prism” versdo 5,01 (San Diego, CA, E.U.A.). As
diferencas estatisticas dos parametros analisados entre os grupos
controle e tratados com o material vegetal foram realizados por meio
do teste de varidncia ANOVA (teste paramétrico) bicaudal. Quando
necessario utilizou-se o teste t de Student (ndo-pareado). Para todas as
analises estatisticas, valores de P menores que 0,05 foram
considerados significativos.

3.3. RESULTADOS
3.3.1. Anailise fitoquimica

O fracionamento da subfracao Apol das cascas da Esenbeckia
leiocarpa Engl. resultou em um alcaloide inddlico e um esterol, que
ainda n3o haviam sido relatados para esta espécie: composto 1: di-
hidrocorinanteol (DHC) (Figura SA) e composto 2: beta-sitosterol (p3-
Sit) (Figura 5B). Os compostos foram identificados por métodos
espectroscopicos, como ressonancia magnética nuclear (RMN) de 'H e
C, ou ainda por comparagdo com dados na literatura (MASSIOT et
al., 1987; KOELZER et al., 2009).

3.3.2. Cromatografia liquida de alta eficiéncia da Esenbeckia
leiocarpa

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) para o
EBH, a fra¢do Alc e a subfragdo Apol foi avaliada a 282 nm (Figura
6). O perfil cromatografico do EBH demonstrou a presenga de um
pico significante, com um tempo de reten¢do de 20,71 minutos,
representando 9,36% da area total deste cromatograma (Figura 6A).
Um segundo cromatograma foi obtido para a fragdo Alc, e
demonstrou a presenga de um pico majoritario, com o mesmo tempo
de retengdo (20,71 minutos), representando 48,22% da area total do
cromatograma em questdo (Figura 6B). Um terceiro cromatograma,
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relativo a subfragdo Apol confirmou a presengca de um pico
majoritario com o mesmo tempo de retengdo do EBH e da fragdo Alc
(20,71 minutos), representando 56,07% da area total deste
cromatograma (Figura 6C). Este pico, presente tanto no EBH, como
na fracdo Alc e na subfracdo Apol foi identificado como DHC
(Figura 5A). Ainda, o B-Sit (Figura 5B) também foi isolado da
subfragdo Apol, contudo, no comprimento de onda de 210 nm.
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Figura 5: Estrutura quimica do composto 1: di-hidrocorinanteol (DHC) (A) e do
composto 2: beta-sitosterol (B-Sit) (B) isolados da subfragdo apolar das cascas da
Esenbeckia leiocarpa Engl.
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Figura 6: Perfil cromatografico (HPLC) do extrato bruto hidroalcodlico (A), fragdo
alcaloide (B) e subfragéo apolar (C) isolados das cascas da Esenbeckia leiocarpa Engl.
O pico 1 representa o composto majoritario, identificado como di-hidrocorinanteol
(DHC).
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3.3.3. Efeito da Esenbeckia leiocarpa Engl. sobre a migracio de
leucécitos e a exsudacio

O EBH extraido das cascas da Esenbeckia leiocarpa Engl.
reduziu a migra¢do de leucécitos (200 mg/kg: 30,7 £ 7,7% e 400
mg/kg: 48,4 £ 9,3%) (P < 0,01) (Figura 7A), de neutréfilos (EBH:
200 mg/kg: 43,9 + 10,9% e 400 mg/kg: 62,7 £ 6,0%) (P < 0,05)
(Figura 7B) e a exsudagdo (EBH: 200 mg/kg: 19,8 £ 6,6% e 400
mg/kg: 24,9 £ 6,0%) (P < 0,05) (Figura 7C).

A fragdo Hex (10-50 mg/kg) inibiu a migracao leucocitaria
(10 mg/kg: 12,7 + 4,6%, 25 mg/kg: 27,6 + 8,5% e 50 mg/kg: 32,7 £
6,5%) (P < 0,05) (Figura 8A) e de neutrofilos (10 mg/kg: 30,6 + 3,6%,
25 mg/kg: 41,1 + 6,8% e 50 mg/kg: 52,5 + 2,5%) (P < 0,01) de forma
dose-dependente (Figura 8B).

A fracdo AcOEt (25 e 50 mg/kg) inibiu a migra¢do de
leucdcitos nas doses de 25 mg/kg: 45,1 £ 11,3% e 50 mg/kg: 37,7 £
7,7% (P <0,01) (Figura 9A) e de neutrofilos: 25 mg/kg: 53,4+ 9,4% e
50 mg/kg: 56,7 + 2,8% (P < 0,01) (Figura 9B). Contudo as fra¢des
Hex e AcOEt ndo foram efetivas em inibir a exsudacao (P > 0,05)
(Resultados ndo mostrados).

A fragdo Alc (10-50 mg/kg) inibiu os leucdcitos: 10 mg/kg:
26,1 + 4,2%, 25 mg/kg: 21,0 £ 8,8% e 50 mg/kg: 22,3 + 1,6% (P <
0,05) (Figura 10A), os neutrofilos: 10 mg/kg: 29,9 £ 5,9%, 25 mg/kg:
31,0 £ 4,9% e 50 mg/kg: 32,9 + 0,6% (P < 0,05) (Figura 10B) e a
exsudacao (10 mg/kg: 22,0 £ 12,1%; 25 mg/kg: 31,6 £ 3,9%; 50
mg/kg: 39,4 £ 5,4%) (P < 0,05) (Figura 10C) .

A subfracdo Pol (10 mg/kg) reduziu os leucocitos em 21,8 +
6,7% (P < 0,05) (Figura 11A) e os neutréfilos em 33,7 = 5,6% (P <
0,05) (Figura 11B). Ainda, esta subfracdo inibiu a exsudagdo nas
doses de 5 mg/kg (17,7 £ 4,3%) e 10 mg/kg (19,6 £ 6,2%) (P < 0,05)
(Figura 11C).

Ja a subfragdo Apol (1-5 mg/kg), inibiu os leucécitos (1
mg/kg: 21,9 + 7,4%, 2 mg/kg: 23,0 £ 5,4% e 5 mg/kg: 29,5 £ 5,9%)
(P < 0,05) (Figura 12A) e os neutrofilos (1 mg/kg: 30,2 = 7,8%, 2
mg/kg: 33,9 + 3,2% e 5 mg/kg: 38,9 £ 5,6%) (P < 0,05) (Figura 12B).
Ainda, a subfracdo Apol, inibiu a exsudagdo nas doses de 2 mg/kg
(19,0 £4,9%) e 5 mg/kg (16,8 = 3,0%) (P < 0,05) (Figura 12C).

Com relagdo aos compostos isolados, o DHC (1 e 2 mg/kg)
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inibiu a migragdo de leucoécitos (1 mg/kg: 43,5 £7,3% e 2 mg/kg: 22,9
*+ 4,4%) (P < 0,01) (Figura 13A) e de neutréfilos (1 mg/kg: 49,4 +
7,6% e 2 mg/kg: 33,5 £3,2%) (P <0,01) (Figura 13B). Além disso, o
DHC inibiu a exsuda¢@o nas doses de 0,5 mg/kg (15,9 + 3,8%), 1
mg/kg (16,0 £ 4,0%) e 2 mgkg (26,2 £+ 3,4%) (P < 0,05) (Figura
13C).

O B-Sit (1 e 2 mg/kg) foi efetivo em inibir a migracdo
leucocitaria (1 mg/kg: 33,0 £ 9,3% e 2 mg/kg: 26,8 + 6,7%) (P < 0,01)
(Figura 14A) e a migragdo de neutrofilos (1 mg/kg: 49,4 £ 1,6 e 2
mg/kg: 50,4 + 4,5%) (P < 0,01) (Figura 14B). Contudo, B-Sit ndo foi
efetivo em inibir a exsudagdo (P > 0,05) (Resultados ndo mostrados).

Como esperado, a indometacina ¢ a dexametasona inibiram
todos os parametros inflamatorios estudados (P < 0,01) (Figuras 7 a
14).

Apos o estudo curva dose e tempo-resposta, verificou-se que
EBH (200 mg/kg), Hex (10 mg/kg), AcOEt (25 mg/kg), Alc (10
mg/kg), Pol (10 mg/kg), Apol (1 mg/kg), DHC (1 mg/kg) e B-Sit (1
mg/kg) da Esenbeckia leiocarpa Engl. inibiram a inflamagdo quando
administrados somente 0,5 h antes da indugdo da inflamacdo pela Cg.
Desta forma, estas doses e tempos de tratamento prévio foram
utilizadas para avaliar o efeito da planta sobre outros parametros da
inflamagdo descritos a seguir.
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Figura 7: Efeito do extrato bruto hidroalcodlico (EBH) (100-400 mg/kg, i.p.)
administrado 0,5 h antes da indugdo da inflamagdo pela carragenina (1%/cav.) no
modelo da bolsa de ar, em camundongos Efeito do EBH sobre: A) Leucécitos, B)
Neutrofilos, C) Exsudagdo. C = animais tratados somente com salina estéril (NaCl
0,95%, i.p.), Cg = animais tratados somente com carragenina (1%/cav.), Indo =
animais tratados previamente com indometacina (5 mg/kg, i.p.; 0,5 h), Dexa =
animais tratados previamente com dexametasona (0,5 mg/kg, i.p.; 0,5 h), As
colunas verticais representam a média £ e.p.m e os asteriscos as diferencas
estatisticas (Newman-Keuls e teste t de Student), n =5 animais. * P < 0,05, ** P <
0,01.
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Figura 8: Efeito da fracdo n-hexano (Hex) (5-50 mg/kg, i.p.) administrada 0,5 h
antes da inducdo da inflamag8o pela carragenina (1%/cav.) no modelo da bolsa de
ar, em camundongos Efeito da Hex sobre: A) Leucocitos, B) Neutrofilos. C =
animais tratados somente com salina estéril (NaCl 0,95%, i.p.), Cg = animais
tratados somente com carragenina (1%/cav.), Indo = animais tratados previamente
com indometacina (5 mg/kg, i.p.; 0,5 h), Dexa = animais tratados previamente
com dexametasona (0,5 mg/kg, i.p.; 0,5 h), As colunas verticais representam a
média + e.p.m e os asteriscos as diferengas estatisticas (Newman-Keuls e teste t de
Student), n = 5 animais. * P < 0,05, ** P <0,01.
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Figura 9: Efeito da fracio acetato de etila (AcOEt) (10-50 mg/kg, i.p.)
administrada 0,5 h antes da indugdo da inflamagdo pela carragenina (1%/cav.) no
modelo da bolsa de ar, em camundongos Efeito da AcOEt sobre: A) Leucdcitos,
B) Neutrofilos. C = animais tratados somente com salina estéril (NaCl 0,95%,
i.p.), Cg = animais tratados somente com carragenina (1%/cav.), Indo = animais
tratados previamente com indometacina (5 mg/kg, i.p.; 0,5 h), Dexa = animais
tratados previamente com dexametasona (0,5 mg/kg, i.p.; 0,5 h), As colunas
verticais representam a média + e.p.m e os asteriscos as diferengas estatisticas
(Newman-Keuls e teste t de Student), n = 5 animais. ** P <0,01.
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Figura 10: Efeito da fragdo alcaloide (Alc) (5-50 mg/kg, i.p.) administrada 0,5 h
antes da indugdo da inflamag&o pela carragenina (1%/cav.) no modelo da bolsa de
ar, em camundongos Efeito da Alc sobre: A) Leucocitos, B) Neutrofilos, C)
Exsudacdo. C = animais tratados somente com salina estéril (NaCl 0,95%, i.p.),
Cg = animais tratados somente com carragenina (1%/cav.), Indo = animais
tratados previamente com indometacina (5 mg/kg, i.p.; 0,5 h), Dexa = animais
tratados previamente com dexametasona (0,5 mg/kg, i.p.; 0,5 h), As colunas
verticais representam a média £ e.p.m e os asteriscos as diferengas estatisticas
(Newman-Keuls e teste t de Student), n = 5 animais. * P < 0,05, ** P <0,01.
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Figura 11: Efeito da subfragdo polar (Pol) (2-10 mg/kg, i.p.) administrada 0,5 h
antes da inducdo da inflamag8o pela carragenina (1%/cav.) no modelo da bolsa de
ar, em camundongos Efeito da Pol sobre: A) Leucécitos, B) Neutrofilos, C)
Exsudac@o. C = animais tratados somente com salina estéril (NaCl 0,95%, i.p.),
Cg = animais tratados somente com carragenina (1%/cav.), Indo = animais
tratados previamente com indometacina (5 mg/kg, i.p.; 0,5 h), Dexa = animais
tratados previamente com dexametasona (0,5 mg/kg, i.p.; 0,5 h), As colunas
verticais representam a média + e.p.m e os asteriscos as diferengas estatisticas
(Newman-Keuls e teste t de Student), n = 5 animais. * P < 0,05, ** P <0,01.
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Figura 12: Efeito da subfracdo apolar (Apol) (1-5 mg/kg, i.p.) administrada 0,5 h
antes da indugdo da inflamag&o pela carragenina (1%/cav.) no modelo da bolsa de
ar, em camundongos Efeito da Apol sobre: A) Leucoécitos, B) Neutréfilos, C)
Exsudacdo. C = animais tratados somente com salina estéril (NaCl 0,95%, i.p.),
Cg = animais tratados somente com carragenina (1%/cav.), Indo = animais
tratados previamente com indometacina (5 mg/kg, i.p.; 0,5 h), Dexa = animais
tratados previamente com dexametasona (0,5 mg/kg, i.p.; 0,5 h), As colunas
verticais representam a média + e.p.m e os asteriscos as diferengas estatisticas
(Newman-Keuls e teste t de Student), n = 5 animais. * P < 0,05, ** P <0,01.
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Figura 13: Efeito do composto 1: di-hidrocorinanteol (DHC) (0,5-2 mg/kg, i.p.)
administrado 0,5 h antes da indugdo da inflamagdo pela carragenina (1%/cav.) no
modelo da bolsa de ar, em camundongos Efeito do DHC sobre: A) Leucdcitos, B)
Neutrofilos, C) Exsudagdo. C = animais tratados somente com salina estéril (NaCl
0,95%, i.p.), Cg = animais tratados somente com carragenina (1%/cav.), Indo =
animais tratados previamente com indometacina (5 mg/kg, i.p.; 0,5 h), Dexa =
animais tratados previamente com dexametasona (0,5 mg/kg, i.p.; 0,5 h), As
colunas verticais representam a média £ e.p.m e os asteriscos as diferencas
estatisticas (Newman-Keuls ¢ teste t de Student), n =5 animais. * P < 0,05, ** P <

0,01.
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Figura 14: Efeito do composto 2: beta-sitosterol (B-Sit) (0,5-2 mg/kg, i.p.)
administrado 0,5 h antes da inducfo da inflamagdo pela carragenina (1%/cav.) no
modelo da bolsa de ar, em camundongos Efeito do -Sit sobre: A) Leucécitos, B)
Neutrofilos. C = animais tratados somente com salina estéril (NaCl 0,95%, i.p.),
Cg = animais tratados somente com carragenina (1%/cav.), Indo = animais
tratados previamente com indometacina (5 mg/kg, i.p.; 0,5 h), Dexa = animais
tratados previamente com dexametasona (0,5 mg/kg, i.p.; 0,5 h), As colunas
verticais representam a média + e.p.m e os asteriscos as diferengas estatisticas
(Newman-Keuls e teste t de Student), n = 5 animais. * P < 0,05, ** P <0,01.
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3.3.4. Efeito da Esenbeckia leiocarpa Engl. sobre as
concentracoes da MPO

O tratamento prévio dos animais com EBH (200 mg/kg)
e suas fragdes Hex (10 mg/kg), AcOEt (25 mg/kg) e Ale (10
mg/kg), assim como as subfragdes Pol (10 mg/kg) ou Apol (1
mg/kg) ou ainda os compostos isolados DHC (1 mg/kg) ou B-Sit
(2 mg/kg) inibiram as concentragdes da enzima MPO (% de
inibicdo: EBH: 47,5 + 8,6, Hex: 38,3 = 3,8, AcOEt: 46,5 + 7.8,
Alc: 50,3 = 7,4, Pol: 34,5 + 3,0, Apol: 34,6 + 16,3, DHC: 31,0 £
4,6, B-Sit: 39,5 + 14,8) (P < 0,05) (Figura 15). Os farmacos de
referéncia  indometacina e dexametasona inibiram as
concentragcdes da MPO (P < 0,01) (Figura 15).
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Figura 15: Efelto do extrato bruto hidroalcodlico (EBH: 200 mg/kg), fracdo

n-hexano (Hex: 10 mg/kg), fracdo acetato de etila (AcOEt: 25 mg/kg) ou
fracdo alcaloide (Alc: 10 mg/kg), subfragdo polar (Pol: 10 mg/kg), subfracdo
apolar (Apol: 1 mg/kg), di-hidrocorinanteol (DHC: 1 mg/kg) ou beta-
sitosterol (B-Sit: 2 mg/kg) isolados das cascas da Esenbeckia leiocarpa Engl.
¢ administradas 0,5 h antes da indugao da inflamagdo pela carragenina (1%)
sobre as concentragdes da mieloperoxidase (MPO). C = animais tratados
apenas com solugdo salina estéril (NaCl 0,95%). Cg = animais tratados
apenas com carragenina (1%/cav). Indo = animais tratados previamente com
indometacina (5 mg/kg, i.p.). Dexa = animais tratados previamente com
dexametasona (0,5 mg/kg, i.p.). As colunas verticais representam a média +
e.p.m e os asteriscos as diferencas estatisticas (Newman-Keuls e Teste t de
Student), N =5 animais. * P < 0,05 ¢ ** P <0,01.
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3.3.5. Efeito da Esenbeckia leiocarpa Engl. sobre as
concentracoes da ADA

A administragdo de EBH (200 mg/kg) e suas fracdes Hex
(10 mg/kg), AcOEt (25 mg/kg) e Alc (10 mg/kg), assim como as
subfragoes Pol (10 mg/kg) ou Apol (1 mg/kg) ou ainda os
compostos isolados DHC (2 mg/kg) ou B-Sit (1 mg/kg) inibiram
as concentragdes da ADA (% de inibi¢do: EBH: 74,8 + 4,9, Hex:
76,9 + 8,8, AcOEt: 64,5 + 3,3, Alc: 54,8 + 7,2, Pol: 60,5 + 15,6,
Apol: 71,9 + 12,3, DHC: 23,2 + 3,3, $-Sit: 48,3 £ 9,5) (P < 0,01)
(Figura 16). Tanto indometacina como dexametasona inibiram as
concentracdes da ADA (P <0,01) (Figura 16).
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Figura 16: Efeito do extrato bruto hidroalcoolico (EBH: 200 mg/kg), fracdo
n-hexano (Hex: 10 mg/kg), fracdo acetato de etila (AcOEt: 25 mg/kg) ou
fracdo alcaloide (Alc: 10 mg/kg), subfragdo polar (Pol: 10 mg/kg), subfracdo
apolar (Apol: 1 mg/kg), di-hidrocorinanteol (DHC: 2 mg/kg) ou beta-
sitosterol (B-Sit: 1 mg/kg) isolados das cascas da Esenbeckia leiocarpa Engl.
e administradas 0,5 h antes da indugao da inflamagdo pela carragenina (1%)
sobre as concentragdes da adenosina-desaminase (ADA). C = animais
tratados apenas com solucdo salina estéril (NaCl 0,95%). Cg = animais
tratados apenas com carragenina (1%/cav). Indo = animais tratados
previamente com indometacina (5 mg/kg, i.p.). Dexa = animais tratados
previamente com dexametasona (0,5 mg/kg, i.p.). As colunas verticais
representam a média + e.p.m ¢ os asteriscos as diferencas estatisticas
(Newman-Keuls e Teste t de Student), N = 5 animais. * P < 0,05 ¢ ** P <
0,01.
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3.3.6. Efeito da Esenbeckia leiocarpa Engl. sobre as
concentracoes de NOy

Tanto o EBH (200 mg/kg), como as fragdes Hex (25
mg/kg), AcOEt (50 mg/kg) e Alc (10 mg/kg), as subfragdes Pol
(10 mg/kg) ou Apol (1 mg/kg) ou os compostos isolados DHC (1
mg/kg) ou B-Sit (I mg/kg) inibiram significativamente as
concentracdes de NO, (% de inibigdo: EBH: 56,9 = 5,2, Hex:
43,6 + 11,2, AcOEt: 40,2 + 7,9, Alc: 75,6 +4,2: 40,3 £ 4,4, Pol:
57,5 £ 4,9, Apol: 64,6 £ 9,2, DHC: 60,0 + 1,8, B-Sit: 44,1 £ 7,2)
(P <0,01) (Figura 17). Tanto indometacina como dexametasona
inibiram as concentragdes de NO, (P < 0,01) (Figura 17).
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Figura 17: Efeito do extrato bruto hidroalcoolico (EBH: 200 mg/kg), fragcdo
n-hexano (Hex: 25 mg/kg), fracdo acetato de etila (AcOEt: 50 mg/kg) ou
fracdo alcaloide (Alc: 10 mg/kg), subfragdo polar (Pol: 10 mg/kg), subfracdo
apolar (Apol: 1 mg/kg), di-hidrocorinanteol (DHC: 1 mg/kg) ou beta-
sitosterol (B-Sit: 1 mg/kg) isolados das cascas da Esenbeckia leiocarpa Engl.
e administradas 0,5 h antes da indugao da inflamagdo pela carragenina (1%)
sobre as concentragdes de nitrato/nitrito (NO,). C = animais tratados apenas
com solugdo salina estéril (NaCl 0,95%). Cg = animais tratados apenas com
carragenina  (1%/cav). Indo = animais tratados previamente com
indometacina (5 mg/kg, i.p.). Dexa = animais tratados previamente com
dexametasona (0,5 mg/kg, i.p.). As colunas verticais representam a média +
e.p.m e os asteriscos as diferencas estatisticas (Newman-Keuls e Teste t de
Student), N = 5 animais. ** P <0,01.



71

3.3.7. Efeito da Esenbeckia leiocarpa Engl. sobre a degradagao
da IxB-a

Uma vez que o NF-kB desempenha papel fundamental
na sintese de mediadores inflamatorios, como NO, IL-18 e TNF-
o, para elucidar o mecanismo de agdo anti-inflamatéria do EBH,
fragdes, subfracbes e compostos isolados da Esenbeckia
leiocarpa Engl., foi avaliado o efeito destes sobre a degradagéo
da proteina IxB-a induzida pela Cg no modelo da bolsa de ar, em
camundongos. Tanto o EBH (500 pg/mL), como as fragdes Hex
(100 pg/mL), AcOEt (100 pg/mL), Alk (100 pg/mL), as
subfra¢des Pol (100 pg/mL) e Apol (100 pg/mL), ou o composto
B-Sit (50 pg/mL) ndo foram efetivos em inibir a degradacdo de
IxB-a (Figura 18).

No entanto, o composto DHC (50 pg/mL) foi efetivo em
inibir a degradag@o do IkB-a no modelo de inflamagdo estudado
(Figura 18).
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Figura 18: Efeito da Esenbeckia leiocarpa Engl. sobre a degradagéo da IkB-
o na inflamag@o induzida pela carrgenina, em camundongos. Os animais
foram tratados com solugdo salina estéril (NaCl 0,9%) (banda 1) ou com Cg
(1%/cav) (bandas 2 a 10) e foram mortos apds 24 h. A cavidade da bolsa de
ar foi lavada com PBS estéril (1,0 mL) (pH 7,4, contendo NaCl (130 mM),
Na,PO, (5§ mM) e KH,PO, (1 mM) em agua destilada contendo heparina (20
UI/mL). Os leucocitos foram coletados e incubados ex vivo por 30 min com
solugdo HBSS contendo DMSO a 1% (bandas 1 e 2), extrato bruto
hidroalcodlico (EBH: 500 pg/mL) (banda 3), fragdo n-hexano (Hex: 100
pg/mL) (banda 4), fragdo acetato de etila (AcOEt: 100 ng/mL) (banda 5),
fragdo alcaloide (Alc: 100 pg/mL) (banda 6), subfragdo polar (Pol: 100
pg/mL) (banda 7), subfragdo apolar (Apol: 100 pg/mL) (banda 8), di-
hidrocorinanteol (DHC: 50 pg/m L) (banda 9) ou beta-sitosterol (B-Sit: 50
pg/mL) (banda 10). A degradagdo de IkB-a foi avaliada 24 h ap6s a indugéo
da inflamagdo pela carragenina. Acima: IkB-o: Degradagdo de IxB-a.
Abaixo: B-tub: anticorpo anti-beta-tubulina representando o controle
positivo das bandas. N = 5 animais.

3.3.8. Efeito da Esenbeckia leiocarpa Engl. sobre as
concentracoes de IL-1p

O EBH (200 mg/kg), suas fragdes Hex (10 mg/kg),
AcOEt (25 mg/kg) ou Alc (10 mg/kg), assim como suas
subfragdoes Pol (10 mg/kg) ou Apol (2 mg/kg), ou ainda os
compostos DHC (2 mg/kg) ou B-Sit (1 mg/kg) inibiram as
concentragdes de IL-1B (% de inibicdo: EBH: 83,4 = 0,2, Hex:
54,7 £ 3,1, AcOEt: 28,8 + 1,4, Alc: 65,8 £ 0,4, Pol: 43,0 + 3,7,
Apol: 52,5 + 4,0, DHC: 66,3 + 2,7, B-Sit: 53,1 + 0,1) (P < 0,01)
(Figura 19). A indometacina ¢ a dexametasona foram efetivas em
inibir as concentragdes de IL-153 (P < 0,01) (Figura 19).
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Figura 19: Efeito do extrato bruto hidroalcodlico (EBH: 200 mg/kg), fragdo
n-hexano (Hex: 10 mg/kg), fracdo acetato de etila (AcOEt: 25 mg/kg) ou
fracdo alcaloide (Alc: 10 mg/kg), subfragdo polar (Pol: 10 mg/kg), subfracdo
apolar (Apol: 2 mg/kg), di-hidrocorinanteol (DHC: 2 mg/kg) ou beta-
sitosterol (B-Sit: 1 mg/kg) isolados das cascas da Esenbeckia leiocarpa Engl.
¢ administradas 0,5 h antes da indugdo da inflamagdo pela carragenina (1%)
sobre as concentragdes de interleucina-1 beta (IL-1B). C = animais tratados
apenas com solugdo salina estéril (NaCl 0,95%). Cg = animais tratados
apenas com carragenina (1%/cav). Indo = animais tratados previamente com
indometacina (5 mg/kg, i.p.). Dexa = animais tratados previamente com
dexametasona (0,5 mg/kg, i.p.). As colunas verticais representam a média +
e.p.m e os asteriscos as diferencas estatisticas (Newman-Keuls e Teste t de
Student), N = 5 animais. ** P <0,01.

3.3.9. Efeito da Esenbeckia leiocarpa Engl. sobre as
concentracoes de TNF-a

Tanto o EBH (200 mg/kg) como suas fracdes Hex (10
mg/kg), AcOEt (25 mg/kg) ou Alc (10 mg/kg), assim como suas
subfragdes Pol (10 mg/kg) ou Apol (1 mg/kg), ou ainda os
compostos DHC (1 mg/kg) ou B-Sit (1 mg/kg) inibiram as
concentracdes de  TNF-a (% de inibicao: EBH: 90,8 + 0,1, Hex:
72,3 + 1,2, AcOEt: 67,9 £ 1,8, Alc: 85,3 £ 0,5, Pol: 91,4 £ 0,1,
Apol: 48,2 + 2,6, DHC: 64,4 = 1,5, B-Sit: 54,5 £ 1,2) (P < 0,01)
(Figura 20). Novamente, os farmacos de referéncia inibiram as
concentragdes desta citocina pro-inflamatéria (P < 0,01) (Figura
20).
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Figura 20: Efeito do extrato bruto hidroalcodlico (EBH: 200 mg/kg), fragdo
n-hexano (Hex: 10 mg/kg), fracdo acetato de etila (AcOEt: 25 mg/kg) ou
fracdo alcaloide (Alc: 10 mg/kg), subfragdo polar (Pol: 10 mg/kg), subfracdo
apolar (Apol: 1 mg/kg), di-hidrocorinanteol (DHC: 1 mg/kg) ou beta-
sitosterol (B-Sit: 1 mg/kg) isolados das cascas da Esenbeckia leiocarpa Engl.
¢ administradas 0,5 h antes da indugdo da inflamagdo pela carragenina (1%)
sobre as concentragdes de fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a)). C =
animais tratados apenas com solugdo salina estéril (NaCl 0,95%). Cg =
animais tratados apenas com carragenina (1%/cav). Indo = animais tratados
previamente com indometacina (5 mg/kg, i.p.). Dexa = animais tratados
previamente com dexametasona (0,5 mg/kg, i.p.). As colunas verticais
representam a média £ e.p.m e os asteriscos as diferencas estatisticas
(Newman-Keuls e Teste t de Student), N = 5 animais. ** P <0,01.

Ap0s a avaliagdo dos resultados in vivo, observou-se que
tanto o EBH, como a fracdo Alc e o composto DHC apresentaram
efeito anti-inflamatorio mais significativo nos experimentos in
vivo, uma vez que foram efetivos em inibir o maior niimero de
parametros inflamatérios, em uma dose menor. Além disso, foi
observado que o composto DHC foi o composto majoritario para
a Esenbeckia leiocarpa Engl. (Figura 6). Desta forma, o EBH, a
fragdo Alc e o composto DHC foram escolhidos para a realizagio
dos ensaios in vitro.
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4. ESTUDOS IN VITRO

4.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

L

II.

1.

IV.

VL

VIL

Avaliar a atividade exercida pelo material vegetal sobre a
apoptose de neutrdfilos humanos;

Investigar o efeito do material vegetal sobre a fagocitose
exercida por neutrofilos humanos;

Verificar o efeito promovido pelo material vegetal na adesdo
de neutréfilos a células da linhagem A549;

Avaliar o efeito do material vegetal sobre a degranulagdo
das vesiculas secretorias, granulos especificos/de gelatinase
e/ou granulos azurofilos de neutréfilos humanos;

Analisar a atividade do material vegetal sobre a produgio de
espécies reativas de oxigénio (EROs) nos meios intra e
extracelular de neutrofilos humanos;

Avaliar o efeito do material vegetal sobre a produgdo de
citocinas e/ou quimiocinas por neutr6filos humanos;

Estudar o efeito do composto beta-sitosterol sobre a
captagdo de Ca’* em neutrofilos murinos ativados.
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4.2. MATERIAIS E METODOS
4.2.1. Material vegetal

O material vegetal foi isolado conforme descrito
anteriormente (pags. 44 - 46, item 3.2. - Materiais e Métodos).
Para os estudos in vitro, foram avaliados o EBH, a fragdo Alc e o
composto DHC, uma vez que, além do EBH, a fragdo Alc
demonstrou possuir a melhor atividade anti-inflamatoéria dentre as
fragdes e subfragdes avaliadas, e o composto DHC foi o
composto majoritario para a Esenbeckia leiocarpa Engl. Além
disso, foi avaliado o efeito do composto B-Sit sobre a captagdo de
célcio (Ca’") em neutrofilos murinos ativados, uma vez que este
composto pareceu também ser um dos responsaveis pelo efeito
inibitério promovido pelo material vegetal in vivo.

4.2.2. Isolamento de neutrofilos humanos

Os neutrofilos foram isolados do sangue venoso de
doadores voluntarios saudaveis, que apresentavam idade igual ou
superior a 18 anos e que concordaram em assinar o Termo de
Consentimento Livre aprovado pelo Comité de Etica na Pesquisa
com Seres Humanos do INRS-Instituto Armand-Frappier,
Universidade de Quebec (LAVASTRE et al., 2002).

A viabilidade celular foi avaliada por coloragdo com azul
de trypan. Os neutréfilos viaveis foram centrifugados e corados
com auxilio do kit de coloragdo Hema 3 (Biochemical Sciences
Inc., Swedesboro, NJ, E.U.A.).

4.2.3. Avaliacao da citotoxicidade

Para a avaliagdo da citotoxicidade in vitro promovida
pela Esenbeckia leiocarpa Engl., foi avaliado o efeito do EBH em
neutr6filos humanos. Para isto, estas células foram isoladas e
incubadas in vitro com HBSS (pH 7,4) (controle — Ctrl) ou com
EBH (1-1000 pg/mL) por diferentes periodos de tempo (0-24 h) e
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a necrose celular foi avaliada pela exclusdo de azul de trypan
conforme descrito por Girard e colaboradores (1996).

4.2.4. Determinacio da apoptose celular

Para avaliagdo da apoptose de neutrofilos humanos, estes
foram isolados e incubados (10 x 10° céls/mL) com HBSS (pH
7,4) (controle de apoptose espontanea - AE), ou com diferentes
concentragcdes do EBH, fracdo Alc ou composto DHC (1-500
pg/mL) em meio RPMI 1640-HEPES-penicilina/estreptomicina
suplementado com 10% de soro autélogo inativado. As células
foram entdo centrifugadas, coradas (Hema 3 - Biochemical
Sciences Inc., Swedesboro, NJ, E.U.A.), ¢ a leitura realizada em
microscopio oOptico (Leica Microsystems, Richmond Hill,
Canadd) em aumento de 400 x. Os neutrofilos apoptdticos foram
definidos como células contendo um ou mais nicleos picnoticos
caracteristicos. Os resultados foram expressos como porcentagem
de células apoptdticas e os grupos tratados foram comparados
com o grupo AE (GIRARD et al., 1996).

Para a avaliacdo do mecanismo de indugdo da apoptose,
neutrofilos humanos (10 x 10° céls/mL) foram incubadas com
HBSS (pH 7,4) ou com EBH (500 pg/mL), Alc (100 pg/mL) ou
DHC (50 pg/mL), na presenga ou auséncia dos seguintes
agonistas e/ou inibidores: catalase (CAT) (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MI, E.U.A.), inibidor da p38 MAPK SB203580 (Sigma-
Aldrich, St Louis, M1, E.U.A.), inibidor das caspases 1, 3, 4 e 7,
N-ben-ziloxicarbonil-V-A-D-O-metilfluorometilcetona (z-VAD-
FMK) (Calbiochem, La Jolla, CA, E.U.A.), inibidor da caspase 3
z-Asp(OMe)-GIn-Met-Asp(OMe)-FMK (z-DQMD-FMK)
(Calbiochem, La Jolla, CA, E.U.A.), inibidor irreversivel da
caspase 6 z-Val-Glu(OMe)-Ile-Asp(OMe)-FMK (z-VEID-FMK)
(Calbiochem, La Jolla, CA, E.U.A.), inibidor irreversivel da
caspase 9 z-Leu-Glu(OMe)-His-Asp(OMe)-FMK (z-LEHD-
FMK) (Calbiochem, La Jolla, CA, E.U.A.) ou tridéxido de arsénio
(As,03) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MI, E.U.A.), um agente
indutor da apoptose, conforme descrito previamente (BINET;
GIRARD, 2008). Novamente, os resultados foram expressos
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como porcentagem de células apoptoticas e os grupos tratados
foram comparados com o grupo AE (GIRARD et al., 1996).

4.2.5. Determinacio da fagocitose por neutrdéfilos

Para a avaliagdo da fagocitose pelos neutrofilos,
eritrocitos de carneiro (20 x 10° céls/mL) foram opsonizados com
anticorpos de coelho do tipo IgG anti-eritrocitos de carneiro por
meio de incubagdo sob agitacdo constante em estufa a 37°C por
15 min (ENNACIRI; GIRARD, 2009). Os neutréfilos humanos
isolados (4 x 10° céls/mL) foram mantidos em meio RPMI 1640 e
incubados com o diluente (DMSO a 1% em HBSS) (controle
negativo) (Ctrl), fator estimulador de colonia de granuldcitos e
macrofagos (GM-CSF) (65 ng/mL), EBH (500 pg/mL), fracdo
Alc (100 pg/mL), ou DHC (50 pg/mL) por 30 min. A seguir, o0s
neutrofilos foram incubados com os eritrocitos de carneiro
opsonizados por 45 min. As amostras foram centrifugadas e os
sobrenadantes descartados. Os eritrocitos de carneiro ndo
fagocitados foram lisados por lavagens consecutivas com agua
destilada, seguidas por adigdo de tampao PBS gelado. As
amostras foram lavadas com PBS gelado e o pellet final foi
ressuspendido. As células foram centrifugadas e coradas com
Hema 3 (Biochemical Sciences Inc., Swedesboro, NJ, USA). A
fagocitose foi quantificada em microscopio 6ptico comum (Leica
Microsystems, Richmond Hill, Canadd). Os resultados foram
expressos em porcentagem de neutrofilos capazes de fagocitar um
ou mais eritrocitos de carneiro opsonizado (ENNACIRI;
GIRARD, 2009).

4.2.6. Determinacio da adesao de neutrofilos

A avaliagdo da ades@o dos neutrofilos humanos foi
avaliada conforme descrito por Pelletier e Girard (2005). Para
isto, verificou-se a adesdo dos mesmos a células de
adenocarcinoma de laringe humano da linhagem A549 (ATCC),
mantidas em meio RPMI 1640-HEPES-penicilina/estreptomicina
na presenca de soro fetal bovino. As mesmas foram dispostas em
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laminulas de vidro ¢ lavadas duas vezes com HBSS (pH 7,4). Os
neutrofilos (10 x 10° céls/mL) foram isolados e incubados com o
diluente (DMSO a 1% em HBSS) (controle negativo) (Ctrl),
TNF-a (10 ng/mL), EBH (500 pg/mL), Alc (100 pg/mL), ou
DHC (50 ug/mL) em estufa a 37°C por 30 min. Os neutrofilos
foram entdo incubados com calceina-AM (5 pM) a temperatura
ambiente por 30 min no escuro, para marcacdo das células
viaveis. Uma suspensdo de neutrdfilos foi obtida e aliquotas de
500 pL foram adicionadas a uma microplaca de 12 pocos. As
laminulas contendo as células A549 foram dispostas de maneira
confluente sobre os pogos e deixadas em repouso. As laminulas
foram entdo lavadas e dispostas sobre laminas para posterior
leitura da adesdo neutrofilica em microscopio de fluorescéncia
(Leica Microsystems, Richmond Hill, Canada). Para esta leitura,
foram contados ao menos 5 campos aleatorios. Os resultados
foram expressos como indice de adesdo, que foi determinado pela
razdo do valor absoluto de células fluorescentes na amostra pelo
valor absoluto do grupo Ctrl.

4.2.7. Avaliacio da degranulacio de neutroéfilos

Para avaliagdo da degranulacdo dos diferentes granulos
de neutrofilos, foi monitorada a expressdo de CD35 (vesiculas
secretorias), CD66b (granulos secundarios/especificos e/ou
terciarios/de gelatinase) e CD63 (granulos primarios/azuro6filos)
por citometria de fluxo, conforme metodologia previamente
descrita (JOG et al., 2007). Para bloqueio de ligagdes ndo-
especificas dos anticorpos, as células foram incubadas por 30 min
em banho de gelo com 20% de soro autdlogo, previamente
inativado (56°C por 30 min). A seguir, foram realizadas 3
lavagens com PBS e o anticorpo primario ou um controle
isotipico IgG1 foram adicionados na concentragdo de 1 pg/mL
em HBSS por 30 min em banho de gelo. As células foram entdo
lavadas 2 vezes em HBSS e incubadas com 1 pg/mL de anticorpo
de cabra anti-camundongo conjugado ao isotiocianato de
fluoresceina (FITC) por 30 min em banho de gelo. Apds esta
etapa, foram realizadas mais 3 lavagens, e as células foram



80

ressuspendidas em HBSS e a leitura realizada em um FACScan
(Biosciences, San Jose, CA, E.U.A.). Os resultados foram
expressos como média da intensidade de fluorescéncia (JOG et
al., 2007).

4.2.8. Determinacio das concentracdes intracelulares e
extracelulares de espécies reativas de oxigénio

Primeiramente, para determinar as concentracdes
intracelulares de EROs, os neutrofilos (1 x 10° céls/mL) foram
incubados por 3 h com HBSS (pH 7,4), EBH (500 pg/mL), Alc
(100 pg/mL), ou DHC (50 pg/mL), na presenga ou na auséncia
do agonista forbol-12-mirostato-13-acetato (PMA) (107 M). As
concentracdes intracelulares de EROs foram detectadas com o
auxilio da sonda 2’,7’-diclorofluoresceina diacetato (H,DC-
FDA), sonda esta permeavel e ndo fluorescente, como descrito
por Miyajima e colaboradores (1997). Apds a estimulacdo, as
células foram lavadas com HBSS e marcadas com H,DC-FDA (5
ug/mL) em estufa a 37°C por 15 min. A H,-diclorofluoresceina é
rapidamente oxidada pelas EROs a diclorofluoresceina, emitindo
fluorescéncia. Como grupo controle positivo, a intensidade de
fluorescéncia nos neutr6filos foi mensurada na presenca de H,O,
(30 uM).

A quantificacdo das concentragdes extracelulares de
EROs, foi representada pela determinagdo das concentragdes
extracelulares do radical anion superoxido (O,”), realizada por
método colorimétrico, pela reducdo do ferrocitocromo C,
conforme descrito por Herndon e colaboradores (2003).
Neutréfilos humanos (1 x 10° céls/mL) foram isolados e mantidos
em tampdo HBSS suplementado com cloreto de calcio (CaCly)
(1,6 mM) na presenca ou na auséncia da enzima superdxido
dismutase (SOD) (10 pg/mL). Estas células foram entdo
incubadas simultaneamente com HBSS (7,4), EBH (500 pg/mL),
Alc (100 pg/mL) ou DHC (50 pg/mL), e com ferrocitocromo C
(150 uM) (Sigma-Aldrich) em estufa a 37°C por 5 min, na
presenga ou na auséncia de PMA (107 M). A absorbancia foi
mensurada a 550 nm. Os resultados foram expressos como
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concentragdo de O, (nmol) por 10° células, utilizando um
coeficiente de extingdo molar de 21,1 (HERNDON et al., 2003).

4.2.9. Producio de citocinas/quimiocinas por neutroéfilos

Para a quantificagio das citocinas/quimiocinas
sintetizadas e liberadas pelos neutréfilos humanos, foram
utilizadas membranas contendo um conjunto de anticorpos
especificos contra um painel contendo 36 citocinas/quimiocinas
humanas: fator do sistema complemento C5a (C5a), CD40 ligante
(CDA40L), fator estimulador de coldnia de granulocitos (G-CSF),
fator estimulador de colénia de granuldcitos e macrofagos (GM-
CSF), oncogene-alfa relacionado ao crescimento (GRO-a),
proteina quimiotatica para monocitos 1-309 (1-309), molécula de
adesdo intercelular-1 ~ (ICAM-1), interferon-y  (IFN-y),
interleucina-1 alfa (IL-la), interleucina-1 beta (IL-1B),
antagonista do receptor de interleucina-1 (IL-1ra), interleucina-2
(IL-2), interleucina-4 (IL-4), interleucina-5 (IL-5), interleucina-6
(IL-6), interleucina-8  (IL-8), interleucina-10  (IL-10),
interleucina-12p70  (IL-12p70), interleucina-13  (IL-13),
interleucina-16 (IL-16), interleucina-17 (IL-17), interleucina-17E
(IL-17E), interleucina-23 (IL-23), interleucina-27 (IL-27),
interleucina-32 alfa (IL-32a), proteina-10 induzida por
interferon-gama (IP-10/CXCL10), quimiotatico-alfa de células T
induzivel por interferon (I-TAC/CXCL11), proteina quimiotatica
de monocito-1 (MCP-1/CCL2), fator inibitério de migragdo de
macrofagos (MIF), proteina inflamatoria de macrofagos-1 alfa
(MIP-1a/CCL3), proteina inflamatoria de macrofagos-1 beta
(MIP-1B/CCLA4), serpina El1 ou inibidor do ativador do
plasminogénio (Serpina E1/PAI-1), quimiocina RANTES
(Regulated upon Activation, Normal T cell Expressed, and
Secreted) (RANTES/CCLS), fator derivado de célula estromal-1
(SDF-1), TNF-a e receptor de desencadeamento expresso em
células mieloides-1 (TREM-1), (R&D Systems Inc. Minneapolis,
MN, E.U.A.)). As reacdes de deteccdo foram realizadas
simultaneamente para todos os analitos testados, duas semanas
apos a coleta e o isolamento das células, conforme instrugdes do
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fabricante. Estudos prévios realizados no Laboratério de Pesquisa
em Inflamacdo e Fisiologia de Granulocitos, Instituto Armand-
Frappier-INRS, Laval, Canada, utilizando neutréfilos isolados de
dois doadores de sangue saudaveis estimulados com LPS
demonstraram que os resultados sdo reproduziveis (dados ndo
mostrados). Desta forma, foi obtido um pool dos sobrenadantes
dos neutrofilos isolados (n = 3 experimentos diferentes) e estas
células foram tratadas com HBSS (controle — Ctrl), LPS (1000
pg/mL) (controle positivo), EBH (500 pug/mL), Alc (100 pg/mL)
ou DHC (50 pg/mL), ou ainda EBH + LPS, Alc + LPS ou DHC +
LPS. A emissdo de quimiluminescéncia relativa a cada analito foi
detectada pelo revelador Kodak X OMAT-RA (Sigma-Aldrich,
St.  Louis, MO, E.UA.). A intensidade do sinal
quimiluminescente de cada analito (em duplicata) foi corrigida
por comparagdo com os controles positivos internos de cada
membrana. Os resultados foram expressos como valores
integrados de densidade (IDV). As membranas foram entdo
escaneadas e foi realizada uma analise densitométrica, com
auxilio do programa Multi-Analyst (Bio-Rad, Hercules, CA,
E.U.A)).

4.2.10. Efeito do beta-sitosterol sobre a captacdo de calcio
por neutrofilos ativados

Neutrofilos murinos ativados (10° céls/tubo) foram
coletados da cavidade da bolsa de ar de camundongos
previamente tratados com Cg por 24 h. Estas células foram
incubadas previamente em tampao Krebs Ringer-bicarbonato
(KRD) (122 mM de NaCl; 3 mM de KCI; 1,2 mM de MgSOy; 1,3
mM de CaCly; 0,4 mM de KH,POy4; 25 mM de NaHCO;) (pH
7,4) em um incubador metabolico Dubnoff a 37°C por 15 min em
uma atmosfera de 0,:CO, (95:5; v/v). ApoOs esta etapa, as células
foram centrifugadas (1.000 x g) por 2 min. O sobrenadante foi
descartado e as células foram ressuspendidas em tampao KRb
fresco, contendo 0,1 pCi/mL de BCa?" pelos periodos de 15, 30,
45 e 60 min para determinacdo do equilibrio de calcio. Para a
quantifica¢do da captagdo de Ca®", foi avaliada uma curva tempo-
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resposta, em que os neutrdfilos foram incubados por 1, 5 e 15
min, na auséncia (controle) ou na presenga do composto beta-
sitosterol (B-Sit) (107 M). Apés a obtengdo do melhor tempo de
inducdo da captacdo de Ca*" (1 min), foi verificada a curva dose-
resposta, na qual as células foram incubadas por 1 min com
diferentes concentracdes de -Sit (107,10, 107, 10 M).

Em determinados experimentos, a nifedipina (1 uM), um
bloqueador de canais de Ca>" voltagem-dependente do tipo L, o
BAPTA-AM (50 pM), um quelante de Ca®’ intracelular, a
colchicina (1 uM), um desestabilizador da rede de microtibulos,
ou o composto LY294002 (10 uM), um inibidor da enzima
fosfatidilinositol-3 quinase (PI3K) foram incubados 15 min antes
da estimulag@o das células com B-Sit (ZAMONER et al., 2005,
2007, 2008; MENEGAZ et al., 2010a, b; BOURAIMA-LELONG
etal., 2010).

Para a determinagdo das concentragdes extracelulares de
$Ca®" nos neutrofilos, estas células foram lavadas com NaCl
(127,5 mM), KCI (4,6 mM), MgSO, (1,2 mM), HEPES (10 mM),
glicose (11 mM) e LaCl; (10 mM) (pH 7,4) por 30 min. As
células foram entdo homogeneizadas com NaOH (0,5 M) e
aliquotas de 100 pL foram adicionadas ao liquido de cintilagao. A
leitura foi realizada em um espectrometro de cintilagdo LKB rack
beta modelo LS 6500 (Multi-Purpose Scintilatino Counter-
Beckman, Boston, MA, E.U.A.)) (HUNG; YEN, 2001;
ZAMONER et al., 2008; MENEGAZ et al., 2010a). Finalmente,
aliquotas de 50 pL foram utilizadas para a quantificacdo de
proteinas totais pelo método de Lowry (LOWRY et al., 1951). Os
resultados foram expressos como pmol de **Ca*" por pg de
proteinas (ZAMONER et al., 2005, 2007, 2008; MENEGAZ et
al., 2010a).

4.2.11. Farmacos e reagentes
Para a realizagdo dos estudos in vitro, foram utilizados os

reagentes descritos a seguir: dimetilsulféxido (DMSO), forbol-
12-mirostato-13-acetato (PMA), fator de necrose tumoral-alfa
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(TNF-a0), n-formil-metionil-leucil-fenilalanina ~ (fMLP) e
lipopolissacarideo (LPS) foram adquiridos de Sigma-Aldrich (St.
Louis, MO, E.U.A.). Ainda, fator estimulador de col6nia de
macrofagos e granulocitos (GM-CSF) (Pepro Tech Inc., Rocky
Hill, NJ, E.U.A.), anticorpo monoclonal anti-CD35 (clone E11) e
anti-CD63 (clone H5C6) (BD PharMingen, Sdo Diego, CA,
E.U.A)), anticorpo monoclonal anti-CD66b (clone 80H3)
(AbDSerotec, Raleigh, NC, E.U.A.), inibidor das caspases 1, 3, 4
e 7, N-ben-ziloxicarbonil-V-A-D-O-metilfluorometilcetona (z-
VAD-FMK) (Calbiochem, La Jolla, CA, E.U.A.), inibidor da
caspase 3 z-Asp(OMe)-GIn-Met-Asp(OMe)-FMK (z-DQMD-
FMK) (Calbiochem, La Jolla, CA, E.U.A.), inibidor irreversivel
da caspase 6 z-Val-Glu(OMe)-lle-Asp(OMe)-FMK (z-VEID-
FMK) (Calbiochem, La Jolla, CA, E.U.A.), inibidor irreversivel
da caspase 9 z-Leu-Glu(OMe)-His-Asp(OMe)-FMK (z-LEHD-
FMK) (Calbiochem, La Jolla, CA, E.U.A.), triéxido de arsénio
(As;03), nifedipina, 1,2-bis(2-aminofenoxi)etano-N,N,N’,N’-
acido tetra-acético tetrakis (acetoximetil éster) (BAPTA-AM),
colchicina e LY294002 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MI, E.U.A.),
[**Ca]CaCl, (sp. act. 321 KBq/mg Ca") e liquido de cintilagio
biodegradavel Optiphase Hisafe III (PerkinElmer, Boston, MA,
E.U.A.). Outros sais e reagentes, de grau de pureza analitica,
foram obtidos de diferentes fontes comerciais.

4.2.12. Analise estatistica

As diferencas estatisticas dos pardmetros analisados entre
os grupos controle e tratados com o material vegetal foram
realizados por meio de analise de varidncia ANOVA (teste
paramétrico) bicaudal. Quando necessario utilizou-se o teste t de
Student (ndo-pareado). Para as analises densitométricas, utilizou-
se o programa Fluor S Multilmager, Quantity One”, versio 4.6.6
(Bio-Rad, Hercules, CA, E.U.A.). Ainda, os dados relativos a
captagdo de calcio foram expressos como pmol de 45Ca%/ug de
proteina ou como porcentagem do controle. Para estas andlises,
diferencas significativas entre os grupos foram determinadas pelo
teste Kruskal-Walles, seguido por teste post hoc (teste de Dunn).
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Para todas as analises estatisticas, valores de P menores que 0,05
foram considerados significativos.

4.3. RESULTADOS

4.3.1. Avalia¢do da citotoxicidade da Esenbeckia leiocarpa
Engl.

O EBH (1-500 pg/mL), a fragdo Alc (50 e 100 pg/mL) e
o composto DHC (10 e 50 pg/mL) promoveram necrose celular
em menos de 3% dos neutrofilos quando incubados por 24 h
(resultados ndo mostrados). Ainda, a necrose celular foi inferior a
5% quando as células foram incubadas com EBH (1000 pg/mL),
Alc (500 pg/mL) ou DHC (100 pg/mL) (por periodos de tempo
curtos (< 1 h). Finalmente, para as células incubadas por 24 h
com EBH (> 1000 pg/mL), Alc (> 500 pg/mL) ou DHC (> 100
pg/mL) a necrose celular foi de até 15% (resultados ndo
mostrados).

4.3.2. Efeito da Esenbeckia leiocarpa Engl. sobre a apoptose
celular

O EBH, nas doses de 500-1000 pg/mL, foi efetivo em
induzir significativamente a apoptose de neutréfilos humanos (%
de células apoptoticas: 500 pg/mL: 79,0 = 6,0, 750 pg/mL: 92,4 £
2,9, 1000 pg/mL: 94,6 + 1,5), quando comparados ao grupo
apoptose espontanea (AE: 56,7 + 3,7%) (P < 0,01) (Figura 21A).

Ja a fragdo Alc nas doses de 100 e 500 pg/mL aumentou
significativamente a apoptose dos neutr6filos humanos (% de
células apoptoticas: 100 pg/mL: 72,3 + 5,2 e 500 pg/mL: 85,0 +
4,0), quando comparada ao grupo AE (56,3 + 3,3%) (P < 0,05)
(Figura 21B).

Com relagdo ao composto isolado DHC, o mesmo nas
doses de 50 e 100 ug/mL induziu significativamente a apoptose
de neutrdfilos humanos (% de células apoptoticas: 50 pg/mL:
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74,0 +£2,6 ¢ 100 pg/mL: 87,3 £+ 2,3) quando comparado ao grupo
AE (54,0 = 1,5%) (P < 0,01) (Figura 21C). Desta forma, EBH
(500 pg/mL), Alc (100 pg/mL) e DHC (50 pg/mL) foram as
concentragcdes escolhidas para os experimentos in Vitro
subsequentes.

Para a avaliagdo do mecanismo indutor da apoptose de
neutrofilos, primeiramente estudou-se a participagdo de diferentes
caspases neste processo. A indugdo da apoptose pelo EBH (500
pg/mL), pela fragdo Alc (100 pg/mL) e pelo composto DHC (50
pg/mL) foi revertida significativamente pela adi¢do do inibidor
das caspases 1, 3, 4 ¢ 7 (z-VAD-FMK) (% de células apoptoticas:
EBH: 70,0 + 2,1, Alc: 71,7 = 2,7 e DHC: 69,7 £+ 1,2) (P < 0,05)
(Figura 22). Ainda, a indugo da apoptose promovida pelo DHC
(50 pg/mL), mas nao pelo EBH (500 pg/mL) ou pela fragdo Alc
(100 pg/mL), foi revertida significativamente pelos inibidores
seletivos para caspase 3 (z-DQMD-FMK) (DHC: 54,3 £+ 5,9%),
caspase 6 (z-VEID-FMK) (DHC: 39,7 + 6,1%) ou caspase 9 (z-
LEHD-FMK) (DHC: 48,3 + 4,2%) (P <0,01) (Figura 22C).
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Figura 21: Efeito da Esenbeckia leiocarpa Engl. sobre a apoptose de
neutrofilos humanos. Neutrofilos humanos (10 x 10° céls/mL) foram
isolados e incubados com o diluente (HBSS — DMSO 1%), grupo apoptose
espontdnea (AE), ou com extrato bruto hidroalcodlico (EBH) (1-1000
pg/mL) (A), fracdo alcaloide (Alc) (50-500 pg/mL) (B) ou  di-
hidrocorinanteol (DHC) (10-100 pg/mL) (C) por 24 h. Células apoptoticas
foram determinadas pela presenga de nucleos picnoticos, por leitura em
microscopio optico comum. Os resultados foram expressos como média +
e.p.m. (n > 3). AE = apoptose espontanea (células incubadas apenas com o
diluente). *, P < 0,05, **, P < 0,01 versus AE pelo teste t de Student.
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Figura 22: Envolvimento das caspases na apoptose induzida pela Esenbeckia
leiocarpa Engl. Neutrofilos (10 x 10° céls/mL) foram incubados com o diluente
(HBSS — DMSO 1%), grupo apoptose espontinea (AE), ou com extrato bruto
hidroalcodlico (EBH) (500 pg/mL) (A), fragdo alcaloide (Alc) (100 png/mL) (B)
ou di-hidrocorinanteol (DHC) (50 pg/mL) (C), na presenga (+) ou na auséncia (-
) dos seguintes inibidores: z-VAD-FMK (caspases 1, 3, 4 ¢ 7), z-DQMD-FMK
(caspase 3), z-VEID-FMK (caspase 6), ou z-LEHD-FMK (caspase 9) por 24 h.
Células apoptoticas foram determinadas pela presenca de nicleos picnoticos, por
leitura em microscopio optico. Os resultados foram expressos como média +
e.p.m. (n = 4). AE = apoptose espontanea (células incubadas apenas com o
diluente). *, P < 0,05, **, P <0,01 versus AE; ##, P <0,01 versus EBH (A), Alc
(B) ou DHC (C) (teste t de Student).
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Posteriormente, foi avaliada a participagdo de espécies
reativas de oxigénio no processo de aceleragdo da apoptose
espontanea (AE) induzida pela Esenbeckia leiocarpa Engl. em
neutréfilos humanos. Como demonstrado na Figura 21, tanto o
EBH, como a fragdo Alc e o composto DHC foram efetivos em
induzir a apoptose em relagdo a AE. Desta forma, foi adicionada
a enzima CAT, que degrada o H,0,, inibindo, desta forma, a AE
(Figura 23). Com relagdo a apoptose induzida pelo EBH (500
pg/mL), esta foi inibida significativamente pela CAT (EBH: 26,7
+ 10,8%) (P < 0,01) (Figura 23A). Da mesma forma, a apoptose
induzida pela fragdo Alc (100 pg/mL) foi significativamente
revertida pela CAT (Alc: 15,7 £ 5,3%) (P < 0,01) (Figura 23B).
Ainda, com relagdo a apoptose induzida pelo composto DHC (50
pg/mL), esta também foi revertida significativamente pela CAT
(DHC: 17,7 £ 1,7%) (P < 0,01) (Figura 23C).
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Figura 23: Envolvimento das espécies reativas de oxigénio (EROs) na
apoptose induzida pela Esenbeckia leiocarpa Engl. Neutréfilos (10 x 10°
céls/mL) foram incubados com o diluente (HBSS — DMSO 1%), grupo
apoptose espontanea (AE), ou com extrato bruto hidroalcodlico (EBH) (500
pg/mL) (A), fragao alcaloide (Alc) (100 pg/mL) (B) ou di-hidrocorinanteol
(DHC) (50 pg/mL) (C), na presenca (+) ou na auséncia (-) da enzima
catalase (CAT) por 24 h. Células apoptéticas foram determinadas pela
presenca de nucleos picnoéticos, por leitura em microscopio optico comum.
Os resultados foram expressos como média + e.p.m. (n = 4). AE = apoptose
espontanea (células incubadas apenas com o diluente). **, P < 0,01 versus
AE; ##, P < 0,01 versus EBH (A), Alc (B) ou DHC (C) (teste t de Student).
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4.3.3. Efeito da Esenbeckia leiocarpa Engl. sobre a fagocitose
de neutrdfilos

Posteriormente, avaliou-se o efeito do EBH, fracdo Alc e
composto DHC sobre a fagocitose de eritrocitos de carneiro pelos
neutrofilos. O EBH (500 pg/mL), a fragdo Alc (100 pg/mL) e o
composto DHC (50 pg/mL) foram efetivos em aumentar
significativamente a fagocitose (EBH: 61.7 £ 3.2% e Alc: 65.3
8.4%) quando comparados ao grupo controle negativo (Ctrl)
(43.0 = 5.6%) (P < 0,05) (Figura 24). J4 o composto DHC néo
alterou significativamente a fagocitose de eritrdcitos de carneiro
opsonizados exercida pelos neutrofilos (P > 0,05) (Figura 24).
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Figura 24: Efeito da Esenbeckia leiocarpa Engl. sobre a fagocitose exercida
pelos neutréfilos. Neutréfilos humanos (4 x 10° céls/mL) foram isolados e
previamente incubados por 30 min com o diluente (HBSS — DMSO 1%)
(controle negativo — Ctrl), fator estimulador de colonias de granuldcitos e
macrofagos (GM-CSF) (65 ng/mL) (controle positivo), ou com extrato bruto
hidroalcodlico (EBH) (500 pg/mL), fragdo alcaloide (Alc) (100 pg/mL) ou
di-hidrocorinanteol (DHC) (50 pg/mL), e entdo incubados com eritrocitos
de carneiro opsonizados (20 x 10° céls/mL) por 45 min. Neutrofilos
fagociticos foram determinados pela presenga de um ou mais eritrocitos de
carneiro no interior da célula, por leitura em microscopio optico comum. Os
resultados foram expressos como média + e.p.m. (n > 3). * P < 0,05 versus
Ctrl (teste t de Student).
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4.3.4. Efeito da Esenbeckia leiocarpa Engl. sobre a adesiao de
neutrofilos

O EBH (500 pg/mL) induziu adesdo de neutréfilos a
células da linhagem A549 (477,3 = 0,8%) (P < 0,01) (Figura 24).
Da mesma forma, a fragdo Alc (100 pg/mL) foi efetiva em
induzir a adesdo neutrofilica a células A549 (140 £ 0,1%) (P <
0,05) (Figura 25). Ainda, o composto DHC (50 pg/mL) ndo
alterou significativamente a adesdo de neutrofilos a células da
linhagem A549 (P > 0,05) (Figura 25).
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Figura 25: Efeito da Esenbeckia leiocarpa Engl. sobre a adesdo de
neutrofilos a células da linhagem A549. Neutréfilos humanos (10 x 10°
céls/mL) foram isolados e incubados previamente com o diluente (HBSS —
DMSO 1%) (controle negativo — Ctrl), fator de necrose tumoral-alfa (TNF-
a) (10 ng/mL) (controle positivo), ou com extrato bruto hidroalcodlico
(EBH) (500 pg/mL), fracdo alcaloide (Alc) (100 pg/mL) ou di-
hidrocorinanteol (DHC) (50 pg/mL) por 30 min. Os neutréfilos foram
marcados com calceina-AM e incubados com uma camada confluente de
células AS549 por 30 min. O quadro a esquerda ilustra o grupo Ctrl
comparado ao grupo TNF-a 30 min apoés estimulagdo. Os resultados foram
expressos pelo indice de adesdo (razdo do valor absoluto de células
fluorescentes na amostra pelo valor absoluto do grupo Ctrl).
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4.3.5. Efeito da Esenbeckia leiocarpa Engl. sobre a
degranulaciio de neutrdfilos

Com relagdo a degranulagdo dos neutroéfilos, foi avaliada
a expressao de trés moléculas conhecidas por serem expressas em
diferentes tipos de granulos: CD35 (vesiculas secretdrias), CD66b
(granulos especificos/de gelatinase) e CD63 (granulos azuroéfilos)
(BINET; GIRARD, 2008; JOG et al., 2007). O EBH (500 pg/mL)
e a fracdo Alc (100 pg/mL) promoveram significativamente a
degranulagdo das vesiculas secretorias, conforme evidenciado
pelo aumento da expressdo de CD35, embora tenha sido menos
potente que o agonista fMLP (10 nM), utilizado como controle
positivo (% de inibigdo: EBH: 62,2 £ 21,1, Alc: 63,2+ 17,5) (P <
0,05) (Figura 26A). Ja o composto DHC ndo foi efetivo em
induzir a degranulagdo destes granulos (P > 0,05) (Figura 26A).
Com relagdo aos granulos especificos/de gelatinase, nas mesmas
doses, o EBH e a fracdo Alc, mas ndo o composto DHC, foram
efetivos em induzir a degranulacdo destes granulos (% de
inibicdo: EBH: 43,1 = 37,2, Alc: 46,4 + 32,2) (P < 0,05) (Figura
26B). Finalmente, com relacdo aos granulos azuroéfilos, nas
mesmas concentra¢des, o EBH, a fracdo Alc e o composto DHC
promoveram a degranulacdo destes granulos (% de inibicdo:
EBH: 412,6 + 13,4, Alc: 470,9 + 12,9, DHC: 163,9 + 4,2) (P <
0,01) (Figura 26C).

4.3.6. Efeito da Esenbeckia leiocarpa Engl. sobre a produgio
de EROs por neutrofilos

Com relagdo a producdo de EROs, primeiramente
avaliou-se o efeito do EBH (500 pg/mL), da fragdo Alc (100
pg/mL) e do composto DHC (50 pg/mL) sobre as concentragdes
intracelulares destas espécies reativas, quantificados pela
oxidacdo da sonda fluorescente 2’°,7’-diclorofluoresceina
diacetato H,DC-FDA (MIYAJIMA et al., 1997). O EBH (500
png/mL) foi efetivo em inibir significativamente as concentragdes
basais de EROs 5 a 30 min apos o tratamento com o extrato (%o
de inibi¢do: 5 min: 60,0 £ 0,2; 15 min: 59,7 + 0,6; 30 min: 53,5 +
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1,2 (P < 0,05) (Figura 27A). A fragdo Alc ndo alterou as
concentragdes intracelulares basais de EROs, quando comparados
ao grupo controle negativo (Ctrl) (P > 0,05) (Figura 27A). Ja o
composto DHC, aumentou significativamente a produgao
intracelular de EROs de 5 a 30 min apds o tratamento (% de
aumento: 5 min: 765,4 + 2,8; 15 min: 770,8 = 5,1; 30 min: 761,3
+4,9) (P <0,01) (Figura 27A). Posteriormente, foi verificado se
o EBH (500 pg/mL), a fracdo Alc (100 pg/mL) e/ou o composto
DHC (50 pg/mL) foram efetivos em reverter a produgdo
intracelular de EROs induzida pelo forbol-12-miristato-13-
acetato (PMA) (10”7 M), um agonista classico para neutréfilos.
Tanto o EBH (500 pg/mL), como a fragdo Alc (100 pg/mL)
foram efetivos em reverter este processo: EBH (% de inibicao: 5
min: 91,5 + 1,0; 15 min: 93,3 + 2,4; 30 min: 95,3 £ 1,4) e Alc (%
de inibic¢do: 5 min: 47,8 £ 5,7; 15 min: 42,9 £+ 10,3; 30 min: 59,9
+ 11,8) (P < 0,05) (Figura 27B). Ainda, o composto DHC (50
pg/mL) ndo foi efetivo em reverter este processo (P > 0,05)
(Figura 27B).



95

3007 A
CD35 (vesicula secretéria)

200

Lol

Iso Ctrl fMLP EBH

MFI

o

500~ B
CD66b (granulos especificos/de gelatinase)
400 *
_ 300
w
= * *
2001
1004 ’l‘
0
Iso ctl  fMLP  EBH Alc DHC
150
CD63 (granulos azuroéfilos)
**
1004 *%
[
=
50 *%
N e
Iso Ctrl fMLP EBH Alc DHC

Figura 26: Efeito da Esenbeckia leiocarpa Engl sobre a degranulagdo de
neutréfilos. Neutrofilos (10 x 10° céls/mL) foram isolados e incubados com
o diluente (DMSO 1% em HBSS - Ctrl), com o agonista n-formil-metionil-
leucil-fenilalanina (fMLP) (10 nM) (controle positivo), extrato bruto
hidroalcodlico (EBH) (500 pg/mL), fracdo alcaloide (Alc) (100 pg/mL) ou
di-hidrocorinanteol (DHC) (50 pg/mL), e a degranulagdo foi avaliada por
citometria de fluxo, por meio da expressdo de CD35 (vesiculas secretorias)
(A), CD66b (granulos especificos) (B) e CD63 (granulos azurdfilos) (C). Iso
= controle isotipico de anticorpo IgGl. MFI = intensidade de fluorescéncia
média. Resultados foram expressos como média + E.P.M. (n = 3) (teste t de
Student).
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Uma vez que a CAT inibiu o processo de apoptose
induzido pelo EBH, pela fragdo Alc e pelo composto DHC e,
tendo em vista que esta enzima degrada o H,O, presente no meio
extracelular, verificou-se o efeito do material vegetal sobre as
concentracdes extracelulares de EROs. Para isto, determinaram-
se as concentragcdes de O,” no meio extracelular, uma vez que
este radical é rapidamente convertido em H,O, por acdo da
enzima SOD. Apo6s 5 min de estimulagdo, o EBH (500 pg/mL)
aumentou significativamente as concentracdes de O,” (% de
aumento: 66,4 = 0,7) (P <0,05) (Figura 27C). Ainda, a fracdo Alc
(100 pg/mL) e o composto DHC (50 pg/mL) ndo alteraram
significativamente as concentragdes extracelulares de O,” (P >
0,05) (Figura 27C). Por outro lado, nas mesmas doses estudadas,
o EBH, a fracdo Alc e o composto DHC reduziram
significativamente a producdo de O," induzida pelo PMA (10'7
M) no tempo de 5 min (% de inibicdo: EBH: 66,2 £+ 0,3; Alc:
76,9 +0,2; DHC: 80,8 +0,3) (P <0,01) (Figura 27C).

4.3.7. Efeito da Esenbeckia leiocarpa Engl. sobre a produgio
de citocinas/quimiocinas por neutroéfilos

Dentre as 36 citocinas/quimiocinas analisadas, 12
(33,3%) tiveram o sinal de quimiluminescéncia detectados
quando os neutréfilos foram estimulados com LPS (1000 pg/mL)
(Figura 28). Quando estimulados com EBH (500 pg/mL), fragdo
Alc (100 pg/mL), ou composto DHC (50 pg/mL) a produgdo de
citocinas/quimiocinas pelos neutrofilos ndo foram alteradas
quando comparados ao grupo Ctrl (resultados ndo mostrados). No
entanto, tanto o EBH (500 pg/mL), como a fracdo Alc (100
pg/mL) e o composto DHC (50 pg/mL) foram efetivos em inibir
a producdo de IL-6, MIP-lao ¢ MIP-1B por neutréfilos
estimulados por LPS (Figura 28). Ainda, o composto DHC inibiu
a sintese de GRO-a estimulada por LPS nos neutréfilos (Figura
28).
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Figura 27: Efeito da Esenbeckia leiocarpa Engl sobre as concentragdes
intracelulares (A,B) e extracelulares (C) de espécies reativas de oxigénio
(EROs) em neutrofilos. Neutrofilos (1 x 10° céls/mL) foram incubados com
o diluente (DMSO 1% em HBSS - Ctrl), com o agonista forbol-12-miristato-
13-acetato (PMA) (10-7 M) (controle positivo), extrato bruto hidroalcoolico
(EBH) (500 pg/mL), fragdo alcaloide (Alc) (100 pg/mL) ou di-
hidrocorinanteol (DHC) (50 pg/mL) (A), ou ainda com PMA + EBH, PMA
+ Alc ou PMA + DHC (B) por 5, 15 e 30 min. A produgio intracelular de
EROs foi avaliada por citometria de fluxo através da oxidacdo da sonda
fluorescente 2’,7’-diclorofluoresceina diacetato H,DC-FDA (A,B). As
concentragdes extracelulares de EROs foram determinados pela
quantificacdo das concentracdes extracelulares do anion superoxido (O,7) 5
min apds tratamento com PMA e/ou EBH, Alc ou DHC (C). Os resultados
foram expressos como média = e.p.m. (n = 4). *, P < 0,05, ** P < 0,01
versus Ctrl; # P < 0,05, ##, P < 0,01 versus PMA (teste t de Student).
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Figura 28: Efeito da Esenbeckia leiocarpa Engl. sobre a produgdo de
citocinas/quimiocinas por neutréfilos. Neutrofilos humanos (10 x 10° céls/mL)
foram isolados e incubados previamente com o diluente (HBSS — DMSO a 1%)
(controle negativo — Ctrl), lipopolissacarideo (LPS) (1000 pg/mL) (controle
positivo), ou com extrato bruto hidroalcodlico (EBH) (500 pg/mL), fragdo
alcaloide (Alc) (100 pg/mL) ou di-hidrocorinanteol (DHC) (50 pg/mL) na
presenga ou auséncia de LPS por 30 min. Um pool de amostras de cada grupo
testado foi adicionado as membranas contendo um conjunto de anticorpos contra
36 citocinas/quimiocinas diferentes. As seguintes citocinas/quimiocinas foram
detectadas: quimiocina CCL5 (RANTES), antagonista soltivel do receptor da
interleucina-1 (IL-1ra), oncogene-alfa relacionado ao crescimento (GRO-a),
interleucina-16 (IL-16), fator inibitério de macrofago (MIF), proteina
inflamatoria de macrofago-1 alfa (MIP-1a), molécula de adesdo intercelular-1
solivel (SICAM-1), proteina inflamatéria de macrofago-1p (MIP-1pB),
interleucina-6 (IL-6), interleucina-8 (IL-8), fator do sistema complemento C5a
(C5a) e Serpina-E1/ inibidor do ativador do plasminogénio-1 (Serpina E1/PAI-
1). Os resultados foram expressos como valores integrados de densidade (IDV).
(A) Membranas com o sinal quimiluminescente referente aos analitos detectados.
(B) Graficos com a IDV correspondente a cada uma das citocinas/quimiocinas
detectadas pelo teste.
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4.3.8. Efeito do beta-sitosterol sobre a captacido de calcio por
neutroéfilos ativados

Uma vez que o P-Sit foi um dos compostos que
demonstrou melhor atividade anti-inflamatéria in vivo, avaliou-se
o papel do Ca”" no efeito induzido por este composto. Para isto,
primeiramente objetivou-se obter o equilibrio do Ca®" em
neutr6filos murinos ativados coletados da cavidade da bolsa de
ar. Desta forma, a capta¢do basal de BCa®’ (0,1 uCi/mL) foi
monitorado por 15, 30, 45 ¢ 60 min na auséncia do composto [3-
Sit. Neste protocolo experimental, foi demonstrado que houve
aumento na captagdo basal de *Ca*" nos periodos de 30 ¢ 45 min
e que o equilibrio dindmico entre o influxo e o efluxo de *Ca**
ocorreu com 45 min de incubagdo (Figura 29). Desta forma, para
os experimentos subsequentes, foi determinado periodo de
incubagio prévia de 45 min com o **Ca”" para o estabelecimento
do equilibrio no fluxo de Ca®" antes da incubagdo com o B-Sit.
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Figura 29: Curva tempo-resposta da captagio basal de “*Ca®* em neutréfilos
murinos ativados coletados da cavidade da bolsa de ar apds estimulagdo com
Cg (1%/cav) por 24 h. Os resultados foram expressos como média + e.p.m.
de 3 experimentos independentes realizados em quadriplicata. *P < 0,05
comparados ao grupo 15 min (teste t de Student). Tempo de incubagdo
prévia: 15 a 60 min na presencga de **Ca* (0,1 uCi/mL).



100

Apos a obtengdo do equilibrio na captacdo basal de Ca™,
foi realizada a avaliacdo das curvas tempo- e dose-resposta da
captagdo de Ca*". Com relagdo a curva tempo-resposta, o B-Sit
(107 M) foi efetivo em aumentar a captagdo de “’Ca’" apos
estimulagdes por 1 e 5 min, e ndo teve efeito apos estimulagdo
por 15 min (resultados ndo mostrados). Ainda, com relagdo a
avaliacdo da curva dose-resposta em células estimuladas com 3-
Sit (10 a 10® M), foi observado aumento significativo com a
dose de 10”7 M, quando comparado ao grupo controle (resultados
ndo mostrados). Desta forma, a dose de 10”7 M no periodo de 1
min foi utilizada nos experimentos subsequentes.

Com relagdo ao envolvimento de canais de Ca**
voltagem-dependentes, bem como das concentragdes
intracelulares de Ca®" no efeito estimulatorio previamente
observado do B-Sit na captagdo de Ca®’, tanto a nifedipina, um
bloqueador de canais de Ca™" voltagem-dependente do tipo L,
como o BAPTA-AM, um quelante de Ca* intracelular, foram
efetivos em reverter o efeito estimulatério promovido pelo B-Sit
na captacio de Ca®" (P < 0,05) (Figura 30A).

Finalmente, foi estudado o envolvimento da rede de
microtubulos, bem como a participa¢do da enzima PI3K no efeito
promovido pelo esterol em questdo. Tanto a colchicina, um
desestabilizador das redes de microtiibulos, como o LY294002,
um inibidor seletivo da enzima PI3K reverteram a captacdo de
Ca®" promovido pelo B-Sit (P < 0,05) (Figura 30B).
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Figura 30: Envolvimento dos canais de Ca®* voltagem-dependente do tipo
L, das concentragdes intracelulares de Ca** (A), da enzima fosfatidilinositol-
3 quinase (PI3K) e da rede de microtubulos (B) no efeito estimulatorio do
beta-sitosterol (B-Sit) na captagio de **Ca®" em neutréfilos murinos ativados.
Tempo de incubagdo prévia: 45 min na presenga de *Ca*" (0,1 mCi/mL).
Tempo de incubagdo: 1 min na presenga do B-Sit e de **Ca’* (0,1 uCi/mL).
Nifedipina (1 uM), BAPTA-AM (50 pM), colchicina (1 uM) ou LY294002
(10 pM) foram adicionados 15 min antes da estimulagdo pelo B-Sit. Os
resultados foram expressos como meédia + e.p.m. de 3 experimentos
independentes realizados em quadriplicata, e foram expressos como % do
controle, que representa uma média de 71,4 + 13,6 pmol de **Ca**/pg de
proteina. ** P < 0,01, quando comparado ao grupo controle. # P < 0,05
quando comparado ao grupo B-Sit (teste t de Student).
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5. DISCUSSAO

No presente estudo, avaliou-se o efeito, bem como o
mecanismo de ac¢do anti-inflamatéria do EBH, fragdes,
subfra¢des e/ou compostos isolados das cascas da Esenbeckia
leiocarpa Engl., utilizando modelos experimentais in vivo e in
vitro.

Neste estudo, foi demonstrado que tanto o EBH, como as
fragdes, subfracdes e/ou compostos isolados das cascas da
Esenbeckia leiocarpa Engl. apresentaram importante efeito anti-
inflamatério no modelo de inflamagdo induzida pela carragenina
na bolsa de ar, em camundongos, uma vez que o material vegetal
foi efetivo em inibir a migrag@o leucocitaria e a exsudagao neste
modelo experimental.

Com relacdo a migragdo leucocitaria, observou-se que
tanto o EBH, como as fra¢Ges, subfragdes e compostos isolados
da planta em questdo, foram efetivos em inibir este pardmetro
inflamatério, sendo que a fragdo Alc, a subfracdo Apol e os
compostos isolados DHC e B-Sit apresentaram melhor efeito anti-
inflamatério, uma vez que em doses menores (10 mg/kg para a
fragdo Alc e 1 mg/kg para a subfracdo Apol e os compostos
isolados) inibiram o influxo de leucdcitos para a cavidade da
bolsa de ar na inflamagdo induzida pela carragenina, a custa de
neutr6filos. Quando comparada aos farmacos de referéncia, o
material vegetal demonstrou ser tdo eficaz quanto os farmacos
utilizados, indometacina e dexametasona, com relacdo a este
parametro inflamatério. Além disso, € importante ressaltar que,
mesmo em uma dose menor (1 mg/kg), tanto a subfracdo Apol,
como os compostos isolados DHC e [3-Sit tiveram efeito
equivalente ao da indometacina (5 mg/kg) em inibir a migragdo
leucocitaria.

Diversos trabalhos realizados por nosso grupo de
pesquisa demonstraram que, no modelo experimental da bolsa de
ar, a inflamac¢8o induzida pela carragenina é mediada por
significativa infiltracdo  leucocitaria, essencialmente de
neutrofilos, quando comparada a animais tratados apenas com
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solugdo salina estéril (grupo controle negativo) (BENINCA et al.,
2007; VIGIL et al., 2008; LIZ et al., 2008, 2011).

Uma vez que, tanto o EBH como as fragdes, subfracdes e
compostos isolados da Esenbeckia leiocarpa Engl. foram efetivos
em inibir in vivo a migragdo leucocitaria, essencialmente de
neutrofilos, foi verificado se o material vegetal seria capaz de
modular o processo de adesdo de neutrofilos, in vitro. Para isto,
optou-se por avaliar o efeito do EBH, da fragdo Alc e do
composto DHC sobre a adesdo de neutréfilos humanos a células
epiteliais de adenocarcinoma humano da linhagem A549. Neste
protocolo experimental, observou-se que o EBH e a fragdo Alc,
mas nao o composto DHC foram efetivos em aumentar a adesao
das células neutrofilicas as células A549. Estes resultados
sugerem que, embora a expressdo de moléculas de adesdo ndo
tenha sido determinada, constituintes quimicos além do composto
DHC, presentes tanto no EBH como na fracdo Alc, parecem
exercer um efeito estimulatério na adesdo dos neutréfilos a
células A549, o que pode estar relacionado a um aumento na
expressdo de moléculas de adesdo pelas células neutrofilicas,
dentre elas selectinas, integrinas e/ou superfamilia das
imunoglobulinas. Um aumento constante na expressdo destas
moléculas sem o devido processo de regulagdo pode promover a
adesdo constante dos neutroéfilos ao endotélio vascular, podendo
levar, consequentemente, a uma diminui¢do no processo de
migracdo leucocitaria.

Os neutrofilos sdo células efetoras, que ndo se
diferenciam, e que normalmente permanecem na circulagdo por
um periodo médio de 12 h (LUO; LOISON, 2008; FOX et al.,
2010; BRATTON; HENSON, 2011). Ainda, estudos ja haviam
demonstrado que, quando incubados em meio de cultura RPMI,
na presenca de 10% de soro autdlogo, 30-60% destas células
entraram em apoptose espontaneamente ap6s 24 h de incubagido
(SAVOIE et al., 2000). No presente estudo, foi verificado se o
material vegetal seria capaz de alterar a AE de neutrofilos
humanos. De maneira interessante, foi demonstrado que, tanto o
EBH como a fracdo Alc e o composto isolado DHC foram
efetivos em acelerar a apoptose de neutrdfilos in vitro,
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demonstrando que este alcaloide parece ser um dos principais
responsaveis pelo efeito promovido pelo material vegetal em
neutrofilos humanos, in vitro.

A apoptose de neutrofilos ndo s6 regula o nimero de
células circulantes e/ou presentes no local da inflamagdo, como
também contribui para o processamento de eventuais bactérias
fagocitadas anteriormente por essas células, levando a sintese de
citocinas anti-inflamatorias e a elimina¢do dos corpos apoptoticos
por macrofagos residentes. Entretanto, durante a resposta
inflamatoria, ocorre um atraso no processo de morte programada
dos neutrofilos, podendo levar a uma situagdo de neutrofilia. A
sobrevivéncia dos neutréfilos por um periodo maior de tempo
devido a inibi¢do da apoptose pode promover o acimulo destas
células no local da inflamag@o, levando a uma liberac¢do excessiva
de metabolitos como EROs e ERNs, que levam a um efeito
deletério no tecido em questdo (BRATTON; HENSON, 2011;
GEERING; SIMON, 2011).

Uma vez que a Esenbeckia leiocarpa Engl foi efetiva em
induzir a apoptose de neutrdfilos humanos in vitro, decidiu-se
avaliar o mecanismo de acdo pelo qual o material vegetal
promoveu este efeito. Para isto, primeiramente avaliou-se a
participacdo de diferentes caspases neste processo, utilizando-se
de diferentes inibidores destas proteases. Tanto a apoptose
espontanea, como aquela induzida pelo EBH, fra¢do Alc ou pelo
composto DHC, foram revertidas significativamente pela adi¢do
do inibidor ndo seletivo de caspases z-VAD-FMK, demonstrando
a participacdo efetiva destas enzimas proteoliticas neste processo
de inflamagdo. Contudo, quando foram adicionados os inibidores
seletivos z-DQMD-FMK, para caspase 3, z-VEID-FMK, para
caspase 6 ¢ z-LEHD-FMK, para caspase 9, estes foram apenas
efetivos em reverter a apoptose espontinea, mas ndo aquela
induzida pelo EBH ou pela fracdo Alc. Por outro lado, os
inibidores seletivos para caspases 3, 6 ¢ 9 reverteram
significativamente, tanto o processo de apoptose espontineo,
como aquele induzido pelo composto DHC, sugerindo que estas
caspases participam efetivamente do processo de apoptose
induzido por este alcaloide. Desta forma, estes resultados
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comprovaram que diferentes constituintes quimicos presentes no
EBH, bem como na fragdo Alc, provavelmente induzem a
apoptose de neutrofilos por vias distintas, uma vez que inibidores
especificos para diferentes caspases ndo foram efetivos em
reverter este processo. Alguns estudos tém demonstrado o
envolvimento de uma via alternativa de apoptose de neutréfilos,
caracterizada pelo estresse do reticulo endoplasmatico e ativagao
de caspase 4 (BINET; CHIASSON; GIRARD, 2010).

Outros estudos ja demonstraram que determinados
alcaloides induziram a apoptose celular por mecanismos
dependentes de diferentes caspases. Chen e colaboradores (2009)
demonstraram que o alcaloide berberina foi efetivo em promover
a apoptose de células de glioma de ratos através da ativacao das
caspases 3, 8 e 9. Ainda, Nakamura-Lopez e colaboradores
(2009) demonstraram que o alcaloide estaurosporina induziu a
apoptose de macrofagos da linhagem P388D1, via ativagdo das
caspases 3 e 9, assim como aumentou as concentragoes de TNF-
o, via ativacdo de caspase 8.

Em seguida, para melhor elucidagdo do mecanismo de
acdo pelo qual a planta promoveu a indugdo da apoptose de
neutr6filos humanos, avaliou-se a participagdo das EROs neste
processo, pela adi¢do da enzima CAT, tanto na apoptose
espontdnea, como naquela induzida pela Esenbeckia leiocarpa
Engl.. A CAT ¢é uma enzima antioxidante responsavel pela
degradacdo do H,0O,. De forma interessante, tanto na AE, como
na apoptose induzida pelo material vegetal, o processo de
apoptose celular foi completamente revertido pela adi¢do da
CAT, sugerindo que, em ambos os casos, as EROs desempenham
papel importante para a inducdo da apoptose de neutrofilos.
Estudos ja haviam demonstrado que a produgdo de grandes
quantidades de EROs, tanto pela enzima NADPH oxidase, como
pela abertura de canais de K~ de pequena condutincia ativados
por Ca*", medeiam o processo de apoptose nestas células (LUO;
LOISION, 2008; GEERING; SIMON, 2011). Por outro lado,
Yang e colaboradores (2011) demonstraram que compostos
toxicos, como a hidroquinona induziram a apoptose de
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neutrofilos, no processo mediado pelo aumento na produgdo
intracelular de EROs.

Posteriormente, uma vez que a fagocitose tem um papel
fundamental na internalizagdo e na destrui¢do de patégenos por
células fagociticas, como macrofagos e neutrofilos, decidiu-se
avaliar o efeito do material vegetal sobre esta fungdo exercida por
neutréfilos, in vitro. Neste protocolo experimental, verificou-se
que o EBH e a fragdo Alc, mas ndo o composto DHC,
aumentaram significativamente a fagocitose de eritrocitos de
carneiro exercida por neutréfilos. A presenca de diferentes
compostos neste extrato e/ou fracdo pode estar relacionada a este
efeito estimulatério. Ainda, o aumento na fagocitose exercida
pelos neutréfilos ocorreu 30 min apods a estimulacdo, o que pode
demonstrar um processo de ativagdo celular relativamente rapido,
promovido por constituintes quimicos presentes no EBH e/ou na
fracdo Alc.

Embora possa ocorrer na auséncia da opsonizacdo do
patogeno, a fagocitose ¢ intensificada amplamente pela ativagao
dos FcyR e receptores do complemento (CR), levando ainda a
liberagdo de enzimas lisossomais e promovendo o burst
respiratorio (SIMARD et al., 2011).

De maneira interessante, estudos demonstraram que a
resposta gerada pela ativagdo destes receptores depende da
presenga de EROs e/ou de proteases, como a MPO, a clastase, a
catepsina G e a proteinase-3. Estas, por sua vez, sdo liberadas
pela fusdo de granulos azurdfilos aos fagolisossomas, o que
confere potencial atividade microbicida aos mesmos (FIALKOW;
WANG; DOWNEY, 2007, STANDISH; WEISER, 2009;
VONK; NETEA; KULLBERG, 2012).

Alguns estudos avaliaram o papel dos granulos azurdéfilos
dos neutréfilos humanos na eliminacdo do agente lesivo.
Nordenfelt e colaboradores (2009), utilizando tanto neutréfilos
isolados de sangue periférico humano, como os diferenciados a
partir da linhagem pro-mielocitica HL-60, que contém apenas
granulos azurofilos em seu citoplasma, demonstraram
inicialmente que, durante o processo de formagdo e maturagdo
dos fagossomas, a secre¢do de granulos azurdfilos ocorre
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dependentemente da  concentragdio de Ca’" intracelular.
Entretanto, em uma fase tardia, a secregdo destes granulos ocorre
de maneira independente das concentragdes de Ca”'.

Uma vez que tanto o EBH como a fragdo Alc foram
efetivos em aumentar a fagocitose exercida pelos neutrofilos e
que esta funcdo estd diretamente envolvida com a liberacdo do
conteudo dos granulos destas células, decidiu-se avaliar o efeito
do material vegetal sobre a degranulagdo de neutrdfilos, in vitro.
Neste protocolo experimental, verificou-se o efeito do EBH,
fragdo Alc ou composto DHC sobre a expressdo de moléculas de
superficie especificas para os granulos: vesiculas secretorias,
granulos especificos/de gelatinase e granulos azurdfilos. Neste
estudo, observou-se que o EBH e a fragdo Alc, mas ndo o
composto DHC, promoveram aumento significativo na
degranulagdo celular. Este efeito parece estar diretamente
relacionado a um aumento nos processos de fagocitose e adesdo
celular. De forma interessante, o composto DHC induziu também
a degranulag@o de granulos azuréfilos, demonstrando um efeito
estimulatorio distinto daquele observado para os constituintes
quimicos presentes no EBH e/ou na fragdo Alc.

A degranulacdo celular promovida pelo EBH ¢ pela
fragdo Alc foi evidenciada em diferentes tipos de granulos. Com
relacdo as vesiculas secretorias, a degranulacdo destas ocorre no
inicio da resposta inflamatoria, durante a interagdo dos
neutrdfilos com as células endoteliais. Estas vesiculas endociticas
contém grande quantidade de moléculas de adesdo, como a 2
integrina Mac-1 (SIMARD et al., 2010). Desta forma, o aumento
da degranulagdo destas vesiculas promovido pelo EBH e pela
fragdo Alc parece estar diretamente relacionada ao aumento da
adesao celular promovido por este extrato ou fragéo.

A secre¢do de granulos especificos/de gelatinase
desempenha um papel primordial no remodelamento tecidual,
destrui¢do da cartilagem, bem como no processo de
transmigracgdo celular. A liberagdo de enzimas como a gelatinase
e a metaloproteinase-9 da matriz (MMP-9) promove a degradagéo
da matriz extracelular pela destrui¢do do colageno, elastina,
fibronectina e laminina (O’REILLY; GAGGAR; BLALOCK,
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2008). Finalmente, a liberagdo do conteudo dos granulos
azuro6filos em resposta a um determinado estimulo inflamatorio
pode ocorrer tanto no espago extravascular, como no interior dos
fagolisossomas, pela fusdo aqueles granulos (FIALKOW;
WANG; DOWNEY, 2007, SOEHNLEIN; ZERNECKE;
WEBER, 2009). Portanto, o efeito promovido pelo material
vegetal sobre a degranulagdo de granulos especificos/de
gelatinase e azurodfilos parece estar diretamente relacionado ao
aumento promovido pelo EBH ou fracdo Alc na fagocitose
exercido pelos neutr6filos humanos.

Além disso, outros estudos demonstraram que o processo
de degranulacdo pode ser induzido diretamente por proteinas
intracelulares presentes nos neutréfilos. Simard e colaboradores
(2010) demonstraram que a proteina SI00A9, mas ndo S100A8 e
S100A12 foi efetiva em aumentar a degranulacdo de vesiculas
secretorias, bem como de granulos especificos/de gelatinase,
além de aumentar a libera¢do de albumina e MMP-9 no
sobrenadante de neutréfilos humanos, in vitro em um processo
dependente das vias da p38, ERKI1/2 e JNK MAPKs,
evidenciando a participacdo de diferentes vias de sinalizagdo
celular neste processo.

O processo de degranulagdo de neutrdfilos promove a
liberagdo de uma grande variedade de enzimas, sendo que uma
das principais delas ¢ a MPO. Desta forma, decidiu-se avaliar o
efeito da Esenbeckia leiocarpa Engl. sobre as concentragdes
desta enzima no modelo de inflamagdo estudado. No presente
estudo, verificou-se que o material vegetal foi efetivo em inibir as
concentra¢des da MPO, in vivo. Esta enzima catalisa a reagdo de
formagdo do HCIO, que tem um papel fundamental nas
propriedades microbicidas exercidas por essas células (VAN
DER VEEN; DE WINTHER; HEERINGA, 2009;
MONTESEIRIN, 2009 SORIA-CASTRO et al., 2010).

A MPO esta diretamente associada ao processo de
ativacdo dos neutrofilos e sua expressio ¢ regulada por
mecanismos intracelulares, incluindo ativacdo de diferentes
MAPKs (LORIA et al., 2008; SORIA-CASTRO et al., 2010). De
forma interessante, apesar de o EBH, a fragdo Alc e o composto
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DHC terem aumentado a degranulagio de diferentes granulos in
vitro, incluindo os granulos azuréfilos, estes foram efetivos em
reduzir as concentragdes de MPO, in vivo. Estes resultados
demonstraram que o efeito inibitorio promovido pela Esenbeckia
leiocarpa Engl., in vivo, pode estar relacionado diretamente a
inibicdo da sintese desta enzima, uma vez que, in vitro, foi
verificado aumento na secre¢do dos granulos azurdfilos. Ainda,
com relacdo a inibi¢cdo das concentracdes desta enzima, foi
demonstrado que o DHC parece ser um dos principais
responsaveis por este efeito, uma vez que este composto foi
efetivo em inibir as concentragdes da MPO in vivo, em doses
menores (1 mg/kg), quando comparado ao farmaco de referéncia
indometacina. ~ Outros estudos in Vvivo evidenciaram que
diferentes alcaloides foram efetivos em inibir a atividade da
MPO. Li e colaboradores (2011a) demonstraram que o alcaloide
sofocarpina foi efetivo em inibir, tanto a migragdo de neutréfilos,
como a atividade de MPO na lesfo induzida por isquemia-
reperfusdo, em ratos, demonstrando importante efeito anti-
inflamatério para esta classe de compostos. Ainda, Yan e
colaboradores (2012) demonstraram recentemente que o alcaloide
berberina inibiu a atividade de MPO, bem como as concentragdes
de citocinas pro-inflamatdrias, como TNF-a, IFN-y, quimiocina
de queratindcitos (KC) e IL-17, no modelo de lesdo intestinal e
colite induzida por dextran sulfato de soédio (DSS), em
camundongos.

Além das enzimas presentes nos granulos dos
neutrofilos, outras enzimas pro-inflamatdrias participam do
processo inflamatorio mediado por estas células. Dentre estas
enzimas, destaca-se a ADA. Apesar de ser considerada um
marcador da ativacdo de células mononucleares, a ADA esta
indiretamente relacionada a ativacdo de neutréfilos, uma vez que
estas células liberam adenosina, além de expressar seus quatro
receptores (A, Aza, Azg € A3) (BARLETTA; LEY; MEHRAD,
2012). Em nosso estudo, a Esenbeckia leiocarpa Engl. foi efetiva
em inibir as concentragdes da ADA, outra enzima relacionada ao
processo inflamatorio. Esta enzima participa do metabolismo das
purinas, sendo responsavel pela degradacdo da adenosina em
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inosina, reduzindo desta forma a disponibilidade deste
nucleosideo biologicamente ativo (DESROSIERS et al., 2007). A
adenosina enddégena, por sua vez, apresenta uma agdo
pleiotropica, podendo apresentar diferentes efeitos, dependendo
do tecido em que atua, de sua concentragdo e, consequentemente
do tipo de receptor envolvido (BROWN et al., 2008; LINDEN,
2011). Alguns estudos demonstraram que a adenosina promove
um efeito anti-inflamatdrio, principalmente pela ativagdo do
receptor do tipo Aj;x. Sharma e colaboradores (2010)
demonstraram que a ligagao da adenosina a este receptor tanto em
neutréfilos como em linfocitos T CD4" inibiu a lesdo pulmonar
induzida por isquemia-reperfusdo, em camundongos, além de
inibir a libera¢do de citocinas e quimiocinas pro-inflamatdrias,
como TNF-a, IL-17, KC, MCP-1, MIP-1 ¢ RANTES (CCLS5).
Outros estudos demonstraram que a ligagdo da adenosina ao
receptor A,g promoveu efeito pro-inflamatorio, levando a
liberagdo de citocinas e quimiocinas, como TNF-a, IL-6, KC,
RANTES e MCP-1, no modelo de inflamagdo pulmonar induzido
por isquemia-reperfusdo, em camundongos (ANVARI et al,
2010). Ainda, a ativacdo dos receptores A; e A; promoveu a
inibi¢do da quimiotaxia de neutréfilos, bem como da atividade de
MPO ¢ da liberagio de TNF-a, no modelo de inflamagéo
pulmonar induzida por isquemia-reperfusdo, em coelhos
(GAZONI et al., 2010). Neste estudo, pode-se destacar que, com
relacdo a concentracdo das enzimas pré-inflamatorias MPO e
ADA, tanto o EBH, como as fragdes, subfracdes e compostos
isolados da Esenbeckia leiocarpa Engl. apresentaram perfil
inibitério semelhante ao dos farmacos de referéncia.

Durante a resposta inflamatoria, além da participacdo de
células fagociticas e dos inimeros mediadores pro-inflamatorios
liberados por elas, ocorrem também eventos vasculares, como a
exsudacdo, que ¢ caracterizada pelo extravasamento de proteinas
plasmaticas, decorrente de um aumento na permeabilidade
vascular e da vasodilatacio (OCHOA; STEVENS, 2012). Desta
forma, objetivou-se verificar também o efeito da Esenbeckia
leiocarpa Engl., sobre a exsudac¢do, no modelo da inflamagdo
induzida pela carragenina, em camundongos. Com relagdo a este
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parametro, enquanto que o EBH e a fragdo Alc inibiram este
pardmetro in vivo, as fracdes Hex e AcOEt ndo demonstraram o
mesmo efeito. Este fato pode ser explicado pelas diferentes
caracteristicas quimicas dos compostos presentes em cada uma
destas fracdes. Ainda, ¢é relevante destacar que tanto o EBH e a
fragdo Alc, como as subfragdes Pol e Apol, além do composto
DHC tiveram um perfil de inibigdo semelhante aos farmacos
indometacina e dexametasona. Além disso, a subfracdo Apol foi
efetiva em inibir a exsudacdo em uma dose menor (2 mg/kg),
quando comparada a indometacina (5 mg/kg). Ainda, o composto
DHC inibiu a exsudacdo na mesma dose utilizada para a
dexametasona (0,5 mg/kg).

Diversos eventos vasculares, como a vasodilatagdo estdo
diretamente relacionados a um aumento na concentracdo de
diferentes mediadores, como é o caso do 'NO. Este é uma espécie
reativa que, em condigdes fisioldgicas é um dos responsaveis pela
manutengdo da homeostasia vascular. Contudo, durante a
resposta inflamatéria, o NO ¢ sintetizado em grandes quantidades
pela enzima iNOS, podendo resultar na produgdo de diferentes
EROs ¢ ERNs (KOBAYASHI, 2010; FORTIN et al., 2010).
Desta forma, uma vez que tanto o NO como as EROs apresentam
um papel primordial na elimina¢do do agente lesivo, ainda que
estes promovam efeito deletério durante a resposta inflamatoria,
quando sdo sintetizados em excesso, optou-se por avaliar o efeito
da Esenbeckia leiocarpa Engl. sobre as concentragdes destas
espécies reativas. Para isso, primeiramente verificou-se o efeito
da planta em questdo sobre as concentragdes dos metabolitos do
‘NO, no modelo de inflamagio estudado, in vivo. Neste estudo, o
material vegetal foi efetivo em inibir as concentragdes dos
metabolitos de NO induzidas pela carragenina, em camundongos.
Esta inibi¢8o parece estar diretamente relacionada a inibi¢do da
exsudacdo promovida pelo material vegetal, uma vez que o NO
promove vasodilatagdo e aumento da permeabilidade vascular
(KUBES, 1993; PHILLIPSON, KUBES, 2011).

Outros estudos também ja demonstraram a participagdo
do 'NO na resposta inflamatéria. Elazar e colaboradores (2010)
demonstraram que a sintese de NO esta diretamente relacionada
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a um aumento no influxo de neutréfilos no modelo de mastite
induzido por infec¢do com Escherichia coli, em camundongos.
Além disso, Alves e colaboradores (2009) comprovaram também
que a migracdo de leucécitos € mediada pelo NO no modelo da
peritonite induzido pela carragenina, em camundongos. Em
relagdo a concentracdo dos metabolitos do NO, novamente ¢
interessante destacar que o material vegetal demonstrou, nos
experimentos realizados in vivo, um perfil inibitério equivalente
ao observado para a indometacina e a dexametasona.

Posteriormente, decidiu-se avaliar o efeito da Esenbeckia
leiocarpa Engl. sobre a produgédo intra e extracelular de EROs
por neutrofilos humanos. Neste trabalho, verificou-se que o EBH
inibiu a producdo basal de EROs, enquanto que a fragdo Alc ndo
alterou este parametro. Interessantemente, o composto DHC
promoveu aumento nas concentragdes intracelulares de EROs,
em neutrofilos humanos ndo estimulados. Este efeito pode ser
atribuido a presenca de diferentes compostos, tanto no EBH,
como na fracdo Alc. Em seguida, quando os neutréfilos foram
previamente estimulados com o agonista PMA, tanto o EBH,
como a fragdo Alc e o composto DHC foram efetivos em reverter
a producdo intracelular de EROs. De maneira interessante, o
material vegetal reverteu a produgdo intracelular de EROs por
neutrofilos previamente ativados, o que parece sugerir que
compostos presentes na planta foram efetivos em inibir
especialmente concentragdes elevadas de EROs liberadas pelas
células neutrofilicas ativadas, o que demonstrou potencial efeito
anti-inflamatorio e/ou antioxidante para a Esenbeckia leiocarpa
Engl.

Além disso, optou-se por determinar o efeito do EBH,
fragdo Alc e composto DHC sobre a producdo de EROs no meio
extracelular. Para isto, avaliou-se a producdo extracelular de O~
tanto em neutrofilos ndo estimulados, como naqueles estimulados
por PMA. Primeiramente, verificou-se que apenas o EBH
promoveu aumento na produgdo extracelular basal de O,”
(neutrofilos ndo estimulados) apdés um periodo de 5 min.
Entretanto, de forma interessante, em neutrofilos estimulados
com o agonista PMA, tanto o EBH, como a fragio Alc ¢ o
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composto DHC foram efetivos em reverter a produgdo
extracelular de O,". Estes resultados evidenciaram que o material
vegetal, aparentemente a custa do composto DHC, foi efetivo em
inibir a produgdo excessiva de EROs induzida pelo agonista
PMA, tanto no meio intra como extracelular de neutrédfilos
ativados. Alguns estudos ja haviam evidenciado que a produgéo
de EROs pelos neutrofilos esta diretamente relacionada a
liberagdo de armadilhas extracelulares por estas células (NETS)
(YOUSEFI et al., 2009; PALMER et al., 2012).

Alguns estudos tém demonstrado o efeito inibitério de
alguns alcaloides sobre a produgdo de EROs. Zhao e
colaboradores (2012) verificaram que alguns alcaloides fenolicos
foram efetivos em reduzir a produgdo intracelular de EROs
induzida por isquemia-reperfusdo, tanto em cultura de cortex
primario de ratos, como no modelo de oclusdo da artéria cerebral,
em ratos. Ainda, Bao e colaboradores (2011) demonstraram que o
alcaloide rutaecarpina inibiu a produ¢éo intracelular de EROs, a
expressdo do RNAm para as proteinas Nox2, Nox4 e p47 (phox),
bem como a liberagdo de lactato desidrogenase (LDH) e a
atividade da NADPH oxidase induzidas por isquemia-reperfusio
em células da musculatura cardiaca da linhagem H9c2.

Uma vez que a resposta inflamatoria ¢ mediada
diretamente pela ativacdo de diferentes fatores de transcrigdo
como, por exemplo, o NF-xB, verificou-se o efeito do material
vegetal sobre a ativagdo deste fator de transcricdo, pela
degradacdo da proteina IxB. Para isto, avaliou-se o efeito da
planta sobre a degradagdo da IkB-a neste modelo de inflamacéo.
Com relacdo a este parametro, apenas o composto DHC foi
efetivo em inibir a degradagdo da IkB-a, impedindo desta forma
a ativagdo do NF-xB. Desta forma, pode-se sugerir que,
possivelmente, outros compostos presentes no EBH, e/ou nas
demais fragdes e subfragdes da Esenbeckia leiocarpa Engl., como
o B-Sit, podem mediar o efeito anti-inflamatdrio desta planta por
outros mecanismos de agdo.

Outros estudos demonstraram que alguns alcaloides sdo
capazes de inibir a ativagdo de NF-xB, pela inibigdo da
degradacdo de IkB-a. Zhao, Song e Deng, (2011) demonstraram



114

que a fragdo alcaloide da Sophora alupecuroides inibiu a
fosforilagdo e consequente degradacdo da IkB-o, no modelo da
colite cronica induzida por dextran sulfato de sédio (DSS), em
camundongos. Ainda, Li e colaboradores (2011b) demonstraram
que o alcaloide berberina foi efetivo em inibir a degradacao da
IkB-a no modelo de lesdo intestinal induzido por LPS, em
camundongos. Por outro lado, Valério e Awad (2011)
demonstraram que o composto 3-Sit apresentou outro mecanismo
de acdo anti-inflamatdria, uma vez que este foi efetivo em inibir a
ativagdo dos fatores de transcricio NF-xB e STAT-1 e,
consequentemente a liberagdo de citocinas pro-inflamatorias,
como TNF-a, IL-6, MCP-1 e IFN-y, bem como promoveu um
aumento nas concentragdes de IL-10, no processo mediado pela
ativacdo da tirosina fosfatase SHP-1 em macrofagos murinos da
linhagem J774A,1. Desta forma, pode-se sugerir que outras vias
de sinalizagdo podem estar envolvidos no mecanismo de agdo
anti-inflamatério exercido por outros constituintes quimicos
presentes na Esenbeckia leiocarpa Engl.

A ativagdo de NF-kB promove a sintese de uma grande
quantidade de citocinas pro-inflamatérias. Desta forma para
melhor compreensdo do mecanismo de agdo anti-inflamatoria
exercido pela planta em questdo, foi avaliado o efeito do material
vegetal sobre a concentragdo das citocinas pro-inflamatoérias IL-
1B e TNF-a..

Tanto o EBH, como as fra¢des, subfragdes e compostos
isolados da Esenbeckia leiocarpa Engl. inibiram as concentragdes
de IL-1p e TNF-a. Uma vez que ambas as citocinas sao
sintetizadas essencialmente por macrofagos ativados, o efeito
exercido pelo material vegetal parece estar relacionado também a
inhibicdo da liberagdo de mediadores por macrofagos residentes
ou ainda por células parenquimais presentes na cavidade da bolsa
de ar.

Além disso, outros estudos evidenciaram a relagdo entre
estas citocinas pro-inflamatorias e outras fungdes celulares e/ou
mediadores  pré-inflamatorios. Por exemplo, Alves ¢
colaboradores (2009) demonstraram que estas citocinas mediaram
o processo de rolamento e adesdo dos leucocitos as células
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endoteliais no modelo de peritonite induzido pela carragenina, em
camundongos. Ainda, Oliveira e colaboradores (2008)
demonstraram que a IL-1B e o TNF-a estdo diretamente
relacionadas a exsudagdo, bem como a quimiotaxia leucocitaria.
Finalmente, Pasin e colaboradores (2010) comprovaram que a
ativacdo destas citocinas promoveu um aumento no influxo
leucocitario no modelo de febre induzida por leveduras ou por
PGE,, em ratos.

Desta forma, pode-se destacar que a inibicdo das
concentracdes de IL-1B e TNF-a promovida pelo material
vegetal, parece estar diretamente relacionada a inibicdo da
exsudacdo e da migragdo de leucocitos na inflamagdo induzida
pela carragenina, em camundongos. Ainda, ¢ relevante comentar
que a subfragdo Apol e os compostos DHC e B-Sit inibiram estes
parametros em doses menores que aqueles animais tratados
previamente com a indometacina (5 mg/kg), sugerindo um
potente efeito inibitorio para este parametro inflamatorio.

Uma vez que foi demonstrado que o material vegetal foi
efetivo em inibir as concentragdes de citocinas in vivo, decidiu-se
avaliar o efeito in vitro da planta em questdo sobre as
concentracdes de citocinas e/ou quimiocinas sintetizadas por
neutrofilos humanos estimulados por LPS. De maneira
interessante, verificou-se que tanto o EBH, como a fragdo Alc e o
composto DHC foram efetivos em inibir, in vitro, a producéo da
citocina IL-6, bem como das quimiocinas MIP-la ¢ MIP-1f
induzidas por LPS, em neutr6filos humanos. Ainda, o composto
DHC inibiu também a produgdo da quimiocina GRO-a induzida
por este agonista, nos neutrofilos humanos. Desta forma, foi
demonstrado que, além de inibir as concentragdes de citocinas
pré-inflamatérios, liberadas possivelmente por macrofagos
residentes in vivo, o material vegetal foi efetivo em inibir também
a producdo de citocinas e/ou quimiocinas por neutréfilos ativados
in vitro, demonstrando que a planta em questdo promoveu potente
efeito inibitério, possivelmente em diferentes células imunes.

Da mesma forma, alguns estudos evidenciaram que
extratos contendo diferentes alcaloides foram efetivos em inibir a
expressdo e/ou sintese de diferentes citocinas/quimiocinas, in
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vitro. Wang e colaboradores (2012) demonstraram que uma
fragdo etanodlica rica em alcaloides foi efetiva em inibir tanto a
expressdo como a concentracdo das citocinas pro-inflamatorias
IL-6, IL-1B e TNF-a em macrofagos murinos da linhagem RAW
264,7 estimulados com LPS. Ainda, Chiou, Ko ¢ Wei (2011)
demonstraram que tanto o extrato etandlico, como os trés
alcaloides: diidroevodiamina, evodiamina e rutaecarpina inibiram
a sintese das quimiocinas RANTES e MCP-1 em células
epiteliais da linhagem A549 estimuladas pelo virus influenza A
(HIN1). Finalmente, Chen e colaboradores (2011b) verificaram
que o sinomenina foi efetivo em inibir a liberag¢do de citocinas e
quimiocinas pré-inflamatorias, como IL-6, MCP-1 e CXCLS8 (IL-
8) em sinovidcitos do tipo fibroblasto primario estimulados com
TNF-a e isolados de pacientes com artrite reumatoide.

Aparentemente, a atividade anti-inflamatéria promovida
pela Esenbeckia leiocarpa Engl., tanto in vivo como in vitro
deve-se, a0 menos em parte, a presenga do composto DHC.

Embora nd3o haja estudos descrevendo quaisquer
atividades biologicas para o DHC, alguns estudos tém
demonstrado que outros alcaloides apresentaram propriedades
anti-inflamatorias. Dentre eles, destacam-se os estudos realizados
por Luo e colaboradores (2010), que demonstraram que a
norisoboldina inibiu a resposta inflamatoéria induzida por
colageno no modelo de artrite, em camundongos. Ainda, outro
alcaloide, a cefarantina foi efetivo em inibir tanto a ativacdo do
NF-«B como as concentragdes de diferentes mediadores pro-
inflamatérios, como IL-6, TNF-a ¢ NO, no modelo de peritonite
induzido por LPS, em ratos (KUDO et al., 2011).

Recentes estudos demonstraram que alcaloides inddlicos
como 16-formil-alfa-metoxistrictamina, picralinal e tubotaivina
inibiram a exsuda¢do, no modelo experimental do edema de
orelha induzido por xileno, em camundongos. Ainda, estes
alcaloides inibiram as concentracbes de mediadores
inflamatoérios, como NO, PGE, e malonaldeido (MDA) na
inflamagdo induzida pela carragenina, no modelo da bolsa de ar,
em camundongos (SHANG et al., 2010).
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Posteriormente, tendo em vista que, tanto na apoptose,
como no processo de adesdo dos neutrofilos ao endotélio
vascular, bem como em praticamente todas as fungdes exercidas
por estas células, como fagocitose, degranulagdo e producdo de
citocinas ha a participagdo efetiva do Ca®" decidiu-se avaliar, in
vitro, o efeito do B-Sit, uma vez que este composto apresentou
efeito anti-inflamatorio de maneira dose-dependente, inibindo as
concentracdes das enzimas MPO e ADA, bem como de NOy, IL-
1B e TNF-a nos experimentos realizados in vivo. Desta forma, foi
avaliado se o efeito inibitério promovido por este composto foi
dependente da captagio de Ca’" em neutrofilos previamente
ativados.

Os resultados demonstraram que o P-Sit promoveu
aumento na captacdo de Ca®" de forma dose- ¢ tempo-dependente
e, este aumento foi revertido, tanto pela nifedipina, um inibidor
dos canais de Ca*" voltagem-dependente do tipo L, como pelo
quelante de Ca’" intracelular BAPTA-AM. Estes resultados
sugerem que o B-Sit promoveu aumento na captagdo de Ca®" em
neutro6filos ativados pela modulagdo dos canais de Ca®" voltagem-
dependente do tipo L.

Outros estudos tém demonstrado que o tempo necessario
para o processo de captagdo de Ca*" estd diretamente relacionado
a fungdes efetoras, como a atividade de enzimas pro-oxidantes,
nos neutrofilos (STEEL; ANDERSON, 2002). Tintinger e
colaboradores (2007) demonstraram que a repolarizagdo de
membrana dependente de Ca’" esta implicada na atividade de
enzimas com propriedades microbicidas, como a MPO. Tintinger
e colaboradores (2009a) evidenciaram também que o clearance
de Ca®" intracelular depende da ativagdo do receptor A,s pela
adenosina, em um processo dependente da ativagdo de proteina
quinase A (PKA), levando a um aumento nas concentragdes de
AMPc, em neutrofilos.

Resultados similares ja haviam sido obtidos em
miométrio de ratos, em que o aumento na captagio de Ca®’
induzido pelo B-Sit promoveu aumento nas contragdes uterinas de
ratas (PROMPROM et al., 2010). Ainda, o bloqueio na captacio
de Ca®" pela utilizagdo do quelante intracelular, demonstrou que
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as concentragdes intracelulares deste segundo mensageiro sao
necessarias para sua captagdo do meio extracelular.

Da mesma forma, foi demonstrado que, tanto a via da
PI3K, como os microtibulos estdo envolvidos na captacdo de
Ca’" induzida pelo B-Sit em neutrofilos ativados. A ativagdo da
PI3K ¢ necessaria durante o processo de quimiotaxia leucocitaria,
e esta relacionada a reorganizagido de proteinas do citoesqueleto
celular, como aquelas presentes nos microtubulos (AKIYAMA;
KAMIGUCHI, 2010).

Outros estudos ja haviam demonstrado que o 3-Sit possui
efeito anti-inflamatério. Loizou e colaboradores (2010)
demonstraram que este esterol apresentou importantes
propriedades anti-inflamatdrias, inibindo a expressdo das
moléculas de adesdio VCAM-1 ¢ ICAM-1, além de inibir a
ativacdo do NF-kB, em células endoteliais adrticas humanas
estimuladas por TNF-a. Ding e colaboradores (2009)
demonstram que o B-Sit reduziu a liberacdo de IL-6 ¢ TNF-a, em
macrofagos da linhagem RAW 264,7, estimulados por LPS.

Além disso, outros esterdis, como o (24-R)-5-a-stigmast-
3,6-diona, o 5-a-stigmast-23-eno-3,6-diona e o 3-B-hidroxi-5-o.-
stigmast-24-eno foram efetivos em inibir a exsudag@o no modelo
experimental do edema de orelha induzido por xileno, em
camundongos (OKOYE et al., 2010). Islam e colaboradores,
(2008) demonstraram que esterois como fitosteril ferrulato
inibiram a atividade de MPO assim como a ativacdo de NF-xB
em um modelo experimental de colite induzido por dextran
sulfato de so6dio, em camundongos.
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6. CONCLUSAO

A Esenbeckia leiocarpa Engl. apresentou importante
efeito anti-inflamatorio, que foi demonstrado em experimentos
realizados tanto in vivo como in vitro (Figura 31). Este efeito
parece estar relacionado com a inibi¢do da migragdo de
leucocitos, essencialmente de neutrofilos ativados, uma vez que a
planta promoveu a degranulacdo destas células, inibiu as
concentracdes de enzimas relacionadas a atividade neutrofilica
(MPO e ADA), bem como inibiu a produgdo de EROs, aumentou
a adesdo e a fagocitose, além de induzir a apoptose de neutréfilos.
Ainda, o extrato, fragdes, subfragdes ou compostos isolados da
planta em questdo inibiram a exsudacdo, efeito este que pode ser
explicado pela inibi¢do das concentragdes de NO e de
citocinas/quimiocinas de carater pro-inflamatorio, como: I1L-1f3,
TNF-a, IL-6, MIP-1a ¢ MIP-1B ¢ GRO-a. O DHC parecer ser
um dos responsaveis pelo efeito observado, uma vez que este
composto também demonstrou efeito anti-inflamatério por meio
da inibicdo da migragdo de leucocitos, enzimas e citocinas pro-
inflamatorias, além de inibir a ativagdo do NF-kB. Ainda, o 3-Sit
inibiuzf resposta inflamatéria de forma dependente da captagdo
de Ca™".
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Esenbeckia leiocarpa Engl. ™
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Figura 31: Proposta de mecanismo de acdo anti-inflamatoria para a
Esenbeckia leiocarpa Engl.
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Resultado de SolicitacSo de Protocolo

Protocolo

PPOOZS4

Titulo

ESTUDO B0 EFEITO E DO MECANISMO DE ACAD ANTI-INFLAMATORIA DA Esenbeckis isiocsrps EM MODELOS
EXPERIMENTALS IN VIVO E IN VITRD

Data de Entrada

3o/0f2009

Resultado:

Apravads

Data/Prazo

03/ 0472009

Consideragies

Oficio o 028/ CEUA/PRPeI008

Do: Presidente da Comissio de Efica no Uso de Amimais- CEUA

Ao(3): Prof{a) Dir(a) Tania Silvia Frode - Departamente de Analises Clinicas - CCS

Prezadeda) Professer(a),
Em relacio ao protocolo de pesquiza sob sua responsabilidade a CEUA deliberou o sesuinte:

- APROVADO, par 4 (quairo) anos, para a utilizagie de 1532 camandonges (Mus muscubus). VIDE parecer anexo.
- Processo cadastrade sob o namero: 23020.0048572004-24

Por ocasido do término desse protocolo, DEVERA SER. APRESENTADO RELATORIO detalbado relacionands o uso de
amimais po Projeto desemvohido aos resultados obtides, conforme fornmlario ON LINE CEUA

Atenriosamente.

Eelatorio Final pn:uinu para (80 dias apos término da vigéncia do protocolo ou no moemento da apresentacio
de um novo protocolo)

Data 07 /07 /2012

Diata O7/04/200%

Parecer{es):

{ \}ﬁj (3177001
Prof. Assoc. Carlos Rogério Tonussi, D.5c.

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