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RESUMO

Senecio Brasiliensis Less (S. brasiliensis) popularmente
conhecida como "Flor-das-almas", "Margaridinha" ou "Maria
mole" é utilizada na medicina popular como um anti-inflamatdrio,
no tratamento de Ulcera gastrica e dor de estdbmago. Embora o
género Senecio ja tenha sido amplamente estudado para avaliar
as atividades farmacoldgicas que suportam seu uso na medicina
tradicional, poucos estudos tém avaliado a atividade anti-
inflamatéria desta espécie. Portanto, objetivo deste estudo foi
investigar a atividade anti-inflamatéria da S. brasiliensis, uma
espécie nativa no Brasil, usando um modelo murino de pleurisia
induzida pela carragenina.

As flores secas de S. brasiliensis foram maceradas e
extraidas com etanol obtendo-se o extrato bruto (CE). As fracbes
acetato de etila (AcOEt), fracao rica em alcaléides (AF), hexano
(HEX) e diclorometano (DCM) foram obtidas a partir do CE.
Senecionina (Sen), integerrimina (Int) e N-6xido senecionina
foram obtidas da fracdo FA, e uma mistura de acidos Xx,y-
dicafeiolquinicos (1,4-, 3,4-, 3,5- e 4,5-: DCQs) foi obtida da
fragdo AcOEt. No protocolo para identificar e elucidar a estrutura
dos compostos foram utilizadas técnicas de eletroforese capilar,
infravermelho, ressonancia magnética nuclear (RMN) e
cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria
de massa (HPLC/MS). Neste protocolo experimental utilizou-se o
modelo da pleurisia induzida pela carragenina, em
camundongos. Neste modelo foram estudados os efeitos da S.
brasiliensis sobre: migracdo de leucdcitos, atividades da
mieloperoxidase (MPO) e adenosina desaminase (ADA) assim
como as concentracfes do fator de necrose tumoral alfa (TNF-a),
interleucina 1-beta (IL-1B) e interleucina 17A (IL-17A) . Todos
estes parametros foram analisados no liquido da cavidade
pleural, Além disso, foram analisados no tecido pulmonar, os
efeitos dos compostos Sen, Int e DCQs, sobre a fosforilacdo da
proteina p65 (p-p65) da via do fator de trancricdo nuclear kappa
B (NF-kB). Ensaios colorimétricos foram utilizados para analisar



MPO e ADA e testes imunoenziméticos (ELISA) para TNF-q, IL-
1B, IL-17A e a fosforilacao da p65.

O CE, as frac6es AcOEt e AF, e/ou 0os compostos Sen,
Int e DCQs inibiram os leucdcitos (p < 0.05), a atividade de MPO
e ADA (p < 0.01), as concentracdes de TNF-a(p < 0.05) e IL-17A
(p < 0.01), O CE, as fragcbes AcOEt e AF, e DCQs, também
diminuiram as concentragfes de IL-1B (p < 0.01). Os compostos
isolados Sen, Int e DCQs inibiram fosforilagdo da p-65 (NF-kB) (p
<0.05).

Este estudo demonstrou que a S. brasiliensis tem uma
importante atividade anti-inflamatéria pela inibicdo da migracéo
de leucdcitos ativados devido a diminuicao de neutréfilos no sitio
da inflamacdo. Este efeito pode ser atribuido a inibicdo de
citocinas proé-inflamatérias e também da ativacdo da via do NF-
kB. Os compostos Sen, Int, e DCQs pode ser, pelo menos em
parte, responsaveis pela acdo anti-inflamatéria da S. brasiliensis.

Palavras-chave: Senecio brasiliensis, pleurisia, anti-inflamatério,
senecionina, integerrimina, acido dicafeiolquinico, carragenina,
citocinas.



ABSTRACT

Senecio Brasiliensis (Spreng) Less (S. brasiliensis),
known as "Flor-das-almas”, "Margaridinha" or "Maria mole", is
used in folk medicine as an anti-inflammatory and to treat gastric
ulcers and stomach pain. While the Senecio genus has been
widely studied for its pharmacological activities to support its use
in traditional medicine, few studies focus on the anti-inflammatory
activities of the species. To investigate the anti-inflammatory
activities of S. brasiliensis, a specie native to Brazil, using a
murine  model of pleurisy induced by carrageenan.
The dried flowers of S. brasiliensis were macerated and
subjected to ethanol (96%) extration to obtain the crude extract
(CE). The ethyl acetate (AcOEt), alkaloid (AF), hexane (HEX) and
dichloromethane (DCM) fractions were obtained by extracting the
CE with different solvents. Senecionine (Sen), integerrimine (Int)
and senecionine N-oxide™ and a mixture of dicaffeyoilquinic acids
(1,4-, 3,4-, 3,5- and 4,5- dicaffeoylquinic acids, DCQs) were
obtained from the AF and AcOEt fractions, respectively.

The physical characteristics and column chromatography
were used to extract and identify the compounds. Nuclear
magnetic resonance (NMR), and gas chromatography—mass
spectrometry  (GC-MS), and high-performance liquid
chromatography-diode array detector (HPLC-DAD) coupled with
electrospray mass spectrometry (ESI-MS) (HPLC-DAD-MS/MS)
and infrared (IR) spectroscopy were used to identify, elucidate
and confirm the structures of the compounds. Swiss mice were
used in the in vivo experiments. We evaluated the effect of the
CE, its derived fractions (AcOEt, AF, HEX and DCM), and the
isolated compounds (Sen, Int, N-oxide senecionine) and DCQs
on: leukocyte migration, exudate concentrations,
myeloperoxidase (MPO) and adenosine-deaminase (ADA)
activities, and tumour necrosis factor-a (TNF-a), interleukin 13
(IL-1B) and interleukin 17A levels in the fluid leakage from the
pleural cavity using a mouse model of pleurisy induced by
carrageenan. The effects of the isolated compounds, Sen, Int, N-
oxide senecionine and DCQs, were also analysed for their ability
to inhibit p65 phosphorylation (p-p65) in the nuclear factor-kappa



B (NF-kB) pathway in the lung tissue. MPO and ADA were
analysed by colorimetric assays, and the cytokines and protein
p65 levels were determined using an enzyme immunoassay
(EIA).

The CE, its AcOEt and AF fractions, and its compounds
(Sen, Int and DCQs), significantly reduced leukocyte migration (P
< 0.05), MPO and ADA activities (P < 0.01), and TNF-a (P <
0.05), and IL-17A levels (P < 0.01). The CE, the AcOEt and AF
fractions, and the DCQs also decreased IL-1(3 levels (P < 0.01).
The isolated compounds, Sen, Int and the DCQs, inhibited p65
phosphorylation (NF-kB) (P < 0.05). This study demonstrated that
S. brasiliensis has important anti-inflammatory properties that are
capable of inhibiting activated leukocyte migration by decreasing
neutrophil migration. This effect may be attributed to the inhibition
of pro-inflammatory cytokines and the reduction of the NF-kB
pathway. The compounds Sen Int, and DCQs may be responsible
for the anti-inflammatory actions of S. brasiliensis.

Keywords: Senecio brasiliensis, anti-inflamatory, senecionine,
integerrimine, caffeyoilquinic acid, carrageenan, cytokines, NF-
KB.
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1 INTRODUCAO

1.1 PLANTAS MEDICINAIS

As plantas sdo uma importante fonte de compostos
farmacologicamente ativos. A existéncia destes compostos
garantiu a sobrevivéncias de cada planta ha milhdes de anos
durante a evolucdo (Chen, 2011). As plantas das quais derivam
estes compostos tém tido cada vez mais atencdo de
pesquisadores no mundo (Newman e Cragg, 2012; Petronilho et
al., 2012; Cragg et al., 2014). A visao dos pesquisadores para a
utilidade de produtos naturais, ndo € direcionada somente a
produtos finais, e sim principalmente para fonte de novas
estruturas quimicas com potencial atividade farmacolégica
(Newman e Cragg, 2012).

Em 2005, entre todos os farmacos disponiveis, de 25 a
30% eram provenientes de produtos naturais ou de derivados
destes (Calixto, 2005). No ano de 2010, de um total de 1.369
novos compostos publicados no Journal of Natural Products,
61,7% eram derivados de plantas (Kinghorn et al., 2011). Entre
2008 e 2013, 19 farmacos baseados em produtos naturais foram
aprovados para comercializagdo, sendo 5 classificados como
produtos naturais, 10 como semi-sintéticos, e 10 como farmacos
derivados de produtos naturais (Butler et al., 2014). Para a
pesquisa destes novos farmacos sdo necessdrias 3 etapas: (1)
isolamento e caracterizagdo dos compostos ativos, (2) analise de
modificacdo estrutural ou sintese analoga e (3) estudos de
mecanismo de acéo (Lee, 2010)

Sabendo da importancia das plantas medicinais para a
busca de novos tratamentos, o conhecimento sobre compostos
bioativos se torna alvo de pesquisa. Existem cerca de 200.000
metabdlitos secundarios conhecidos relacionados as plantas,
sendo a maioria isoprenoides, compostos fendlicos e alcaldides
(Kinghorn et al., 2011), classes estas presentes também na
espécie Senecio brasiliensis Less.
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1.1.1 Género Senecio e atividades farmacologicas

A Senecio brasiliensis Less (S. brasiliensis) é
popularmente conhecida como "Maria-mole", "Flor-das-almas",
"Margaridinha", "Tasteirinha" (Cabrera, 1957). E uma planta
perene, com talos eretos, estriados, ramosos, densamente
folhosos, com época de inflorescéncia entre outubro e novembro
e nativa da América do Sul (Fernandes, 2009).

Figura 1 - Imagem da Senecio brasiliensis

O género Senecio tem varias atividades bioldgicas, como:
antibacteriana, antioxidante, antiviral, antitumoral, analgésica, e
anti-inflamatéria (Cabrera, 1957; Gonzalez et al., 2013; Manubolu
et al., 2013; Wang et al., 2013).

A espécie é utilizada na medicina popular no tratamento
de Ulcera gastrica e dor de estdmago (Hariprasath et al., 2012).
Os principais compostos ja isolados da S. brasiliensis foram:
senecionina, usaramina, retrorsina, integerrimina, integerrimina
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N-oxido e senecifilina (Trigo et al., 2003; Toma, Trigo, De Paula,
et al., 2004; Elias et al., 2011). Ainda estudos demonstraram que
os alcal6ides pirrolizidinicos (PA) extraidos da S. brasiliensis
aumentaram as concentracdes de prostaglandia E2 (PGE2) na
mucosa géstrica, promovendo citoprotecdo (Toma, Trigo,
Bensuaski De Paula, et al., 2004).

Existem alguns relatos de casos mostrando que a
espécie pode causar hepatotoxicidade quando consumida, o que
é relacionado diretamente aos PAs. PGrem o Unico estudo que se
propde testar sua toxicidade, mostrou ndo haver toxicidade nas
doses testadas em ratos (Elias et al., 2011).

1.2 PROCESSO INFLAMATORIO

s

A inflamacdo é um resultado de desequilibrio na da
homeostase celular e tecidual, sendo um mecanismo
fundamental para o reparo do tecido apés um dano eventual
(Chovatiya e Medzhitov, 2014). Este processo envolve uma
cascata de reacdes celulares contra a presenca de substancia
endégenas ou exdégenas reconhecidas pelo sistema imune como
suposto agente lesivo. Esta cascata envolve o aumento da
permeabilidade microvascular, migracdo de células imunes,
liberacdo de mediadores inflamatérios, apoptose, fagocitose, e
finalmente a reconstituicdo do tecido e de vasos sanguineos
(Chen, 2011). A resposta inflamatéria pode estar relacionada a
doencas de carater agudo, tais como alergias, e manifestacdes
crbnicas, como doengas autoimunes, neurodegenerativas, entre
outras (Medzhitov e Horng, 2009).

O reconhecimento dos agentes lesivos pode ocorrer por
dois mecanismos: direto, pelo reconhecimento de caracteristicas
estruturais do patégeno, ou um mecanismo indireto, pelo
reconhecimento de caracteristicas funcionais da célula
(Chovatiya e Medzhitov, 2014).

A ativacdo de fagocitos como neutréfilos, macrofagos e
mondécitos também é crucial para a eliminacédo de patégenos e
restos celulares (Soehnlein e Lindbom, 2010). Os neutrdéfilos sdo
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células do sistema imune inato que desempenham uma funcéo
protetora, sendo as primeiras células recrutadas para o local da
lesdo, inflamagé&o ou infeccdo. Estas células tem a capacidade de
eliminar patdégenos, por mecanismos intra e extracelulares, como:
fagocitose, liberacdo de enzimas, formacdo de espécies reativas
de oxigénio, assim como pela formacdo de armadilhas
extracelulares (proteinas e enzimas) que conseguem imobilizar o
patdgeno e facilitar a fagocitose (Mantovani et al., 2011).

Os neutrofilos possuem trés tipos de granulos no seu
citoplasma: granulos priméarios (azurdfilos), secundérios
(especificos) e terciarios (gelatinases). Nos granulos primarios, a
enzima mieloperoxidase (MPQO) destaca-se como uma enzima
proteolitica com acao microbicida (Monteseirin, 2009; Soehnlein
e Lindbom, 2010; Hostetter, 2012).

A MPO ¢é uma proteina com propriedades pro-
inflamatdrias que esta presente principalmente nos neutrdfilos, e
em menor quantidade, nos mononucleares, a qual é usualmente
extinta na maturacdo de mondcitos para macréfagos (Haegens
et al., 2009; Arnhold e Flemmig, 2010). A ativacdo da enzima
nicotinamida adenina nucleotideo fosfato oxidase (NADPH
oxidase) e o influxo de ions no fagossoma favorecem a ativacéo
da MPO (Arnhold e Flemmig, 2010). Neste processo, ha
consumo de oxigénio e a NADPH oxidase converte o oxigénio
em radical anion superéxido (O;’), o qual é dismutado a peréxido
de hidrogénio (H,O,) pela acdo da enzima superdxido desmutase
(SOD) (Arnhold e Flemmig, 2010). Neste momento, a MPO é
liberada no fagossoma e catalisa a formacdo de A&acido
hipocloroso (HOCI) a partir do H,O; e de ions cloreto (Arnhold e
Flemmig, 2010). No entanto, a ativacdo continua do sistema
MPO- H,0,-HOCI pode promover leséo tecidual, uma vez que o
HOCI é capaz de iniciar reacdes oxidativas de lipideos e no acido
desoxirribonucleico (DNA) (Malle et al., 2007).

Durante a eliminacao do patégeno, a MPO liberada pelos
neutréfilos pode se ligar a receptores de manose de macréfagos
(MNR) promovendo o aumento da producdo de citocinas e
guimiocinas (Nussbaum et al., 2013). Esta ativacdo de
macréfagos pela MPO, no sitio de acimulo de neutréfilos, pode
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induzir mais recrutamento de leucécitos e contribuir para a
perpetuacdo da inflamacédo (Nussbaum et al., 2013).

A MPO ainda pode ser considerada marcador de
leucocitos ativados e de neutrofilia em condi¢des de inflamacéo e
sepse (Lau e Baldus, 2006; Faith et al., 2008).

Uma outra enzima envolvida na resposta inflamatoria é a
adenosina desaminase (ADA). A ADA atua no metabolismo das
purinas catalisando irreversivelmente a deaminacdo da
desoxiadenosina e adenosina em desoxinosina e inosina (Krenke
e Korczynski, 2010).

Adenosina € um nucleosideo enddgeno constitutivamente
presente em baixas concentracdes no meio extracelular
(Sachdeva e Gupta, 2013). Esta purina desempenha importante
funcdo nos sistemas: cardiaco, renal, hepatico e respiratério. Seu
efeito biolégico depende do tipo de receptor ao qual esta se liga,
0S quais encontram-se acoplados a proteina G e séo
classificados em 4 tipos: A1, Aga, Azs, € Az (Kumar e Sharma,
2009; Fredholm, 2014). Estes receptores estdo expressos em
varios tipos celulares incluindo neutrdfilos, eosindfilos, basdfilos,
mondcitos e linfécitos, e podem atuar em vias fisiolégicas ou
patolégicas, sendo que a afinidade da adenosina ao receptor é
dependente da densidade do receptor no tecido (Antonioli et al.,
2013; Chen et al., 2013; Fredholm, 2014).

Os receptores considerados de alta afinidade (A1, Axa €
Az necessitam de baixa concentracdo de adenosina para a
ativacdo, enquanto o receptor de baixa afinidade A,g, necessita
de maiores concentracdes do nucleosideo (Hasko et al., 2009).

Estudos mostraram que 0s receptores A,g, atuam na
adaptacdo do tecido, no aumento da tolerancia a isquemia e na
atenuacdo do processo inflamatério agudo em condi¢cdes pelo
qgual as concentracbes de adenosina estdo elevada (hipoxia,
isquemia ou inflamacédo). Estes estudos sugerem um papel
protetor do receptor A,g, principalmente associado com dano
pulmonar agudo (Eckle et al., 2008; Frick et al., 2009; Schingnitz
et al., 2010; Eckle et al., 2012; Chen et al., 2013). Estudos in vivo
em camundongos demonstraram que a producdo de adenosina
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extracelular esta relacionada com a protecdo do pulmé&o apds
lesdo induzida por bleomicina (Volmer et al., 2006).

Portanto, considera-se que a atividade da ADA é
importante na regulacdo das concentracdes extracelulares de
adenosina, sendo que a reducgdo da adenosina disponivel para o
receptor Azg € uma consequéncia das concentracdes de ADA e
de uma interacdo entre ADA e receptor Azg (Antonioli, Fornai, et
al., 2014).

z

Um outro mediador da resposta inflamatéria € o oxido
nitrico (NO). O NO ¢é um radical livre de curta duracao, liberado
por células endoteliais e por macrofagos, capaz de regular o
tonus dos vasos e vias aéreas (Tripathi et al., 2007). Este
mediador é produzido a partir de uma reacéo de conversao da L-
arginina em L-citrulina, catalisada pela enzima oOxido nitrico
sintase (NOS) (Thomas et al., 2008). Esta enzima apresenta trés
isoformas: duas formas constitutivas, neuronal (nNOS, NOS1) e
endotelial (eNOS, NOS3), e uma forma induzida (INOS, NOS2),
regulada por citocinas pré-inflamatérias (Stewart e Katial, 2012).

O envolvimento do NO na patologia de doencas
inflamatdrias, como a asma brbénquica, artrite reumatdide, lupus
eritematoso e osteoartrite, ja esta descrito na literatura (Nagy et
al., 2007; Nagy et al., 2010; Zeiger et al., 2011; Stewart e Katial,
2012).

Além das enzimas descritas e do NO, as citocinas
também sdo importantes mediadores da resposta inflamatéria
(Commins et al., 2010). As citocinas sao proteinas sollveis de
baixo peso molecular, e estdo relacionadas a funcbes de
crescimento, diferenciacdo e ativacdo celular, e desta forma,
auxiliam na manutencdo da homeostasia (Commins et al., 2010).
Dentre as citocinas com atividade pro-inflamatérias, destacam-se
0 TNF-a, aIL-1B3, e a IL-17A.

O TNF-a pode ser liberado por neutréfilos, macréfagos,
células T e B, células citotéxicas do tipo Natural Killer (NK),
mastoécitos, células endoteliais, musculares, osteoclastos, entre
outros. O TNF-a é capaz de induzir a sua prépria liberacédo ou a
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liberacdo de outras citocinas, como a IL-1B (Bradley, 2008;
Cantaert et al.,, 2010). O TNF-a pode se ligar a dois
receptores distintos: TNFR1 ou TNFR2 e, juntamente com
complexos proteicos, tais como o fator 2 associado ao receptor
de TNF-a (TRAF2), promovem a ativagdo do fator de
transcricdo nuclear-NF kappa B (NF-kB). Este fator de
transcricdo, por sua vez, pode ativar cascatas de sinalizacdo que
promovem diferentes respostas biologicas, tais como
apoptose, sobrevivéncia, diferenciacdo, proliferacdo e/ou
migracdo celular (Bradley, 2008; Naude et al., 2011; Wajant e
Scheurich, 2011).

A IL-1B é uma citocina liberada por queratinécitos,
fibroblastos, células sinoviais e endoteliais, neutrdfilos,
macrofagos, mastécitos, células de Schwann, micréglia,
astrécitos, entre outras (Ren e Torres, 2009). A concentracao
desta citocina esta aumentada em doencas como a artrite
reumatoide, a glomerulonefrite, 0 enfisema, a doenca inflamatéria
intestinal, a sepse e a asma (Goleva et al., 2008; Oliveira et al.,
2008). Pode-se observar febre, mialgias, dor nas articulagGes,
fadiga, dor de cabeca, nauseas, desconforto gastrointestinal,
hipotenséo, neutrofilia e trombocitose como resposta sistémica
a esta citocina: (Kasza, 2013).

Outra interleucina estudada no presente trabalho foi a IL-
17A. A familia da IL-17 é composta por seis membros, IL-17A a
IL-17F, que apresentam residuos de cisteinas carboxi-terminal. A
IL-17A é também referida apenas como IL-17, uma vez que esta
citocina foi a primeira desta familia a ser descrita na
literatura (Miossec e Kolls, 2012). Deste modo, a IL-17 é uma
citocina pré-inflamatdria que contribui na patogénese de varias
doencas inflamatérias, autoimunes e cancer (Cua e Tato,
2010; Miossec e Kolls, 2012). Esta citocina € liberada por células
da resposta imune inata (neutréfilos, células epiteliais e NK) e
adaptativa (linfocitos citotoxicos do tipo CD8+, Linfécitos T
gama delta (Tyd), linfécitos T auxiliares do tipo CD4+ e linfocitos
T helper 17 (TH17)) (Benghiat et al., 2009; Aamodt et al., 2010;
Cua e Tato, 2010). A IL-17 contribui tanto para a resposta
inflamatdria aguda quanto crénica, uma vez que promove O
recrutamento de neutréfilos e de mondcitos para o local da
inflamacdao. Isto ocorre porque esta citocina induz a liberacéo
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de citocinas pro-inflamatérias, tais como IL-6, TNF-a, IL-1pB,
além de fatores de crescimento hematopoiético como o fator de
crescimento de colbnias de granulécitos (G-CSF), fator
estimulante de colénia de granulécitos e macréfagos (GM-
CSF), além de quimiocinas (interleucina-8 (IL-8), quimiocina
ligante do tipo cisteina-cisteina-1 (CXCL1), quimiocina ligante
do tipo cisteina-X-cisteina-2 (CXCL2), quimiocina ligante do tipo
cisteina-X-cisteina-5 (CXCL5), quimiocina ligante do tipo
cisteina-X-cisteina-7 (CXCL7) e proteina quimiotatica de
mondcito-1 (MCP-1) (Benghiat et al., 2009; Nembrini et al., 2009;
Cua e Tato, 2010; Miossec e Kolls, 2012)

O fator de transcricao nuclear kappa B (NF-kB) esta
envolvido na regulacéo da cadeia leve de imunoglobulina kappa
em células B e hoje compde uma familia de fatores de
transcricdo (NF-kB1 (p50), NF-kB2 (p52), RelA (p65), RelB e
c-Rel) (Diamant e Dikstein, 2013), que podem ser ativados por
citocinas como a IL-1 e o TNF-q, virus e estresse oxidativo (Lee
e Yang, 2013).

O NF-kB é conhecido como um fator regulador da
resposta inflamatéria. Quando este fator € ativado, ocorre a
inducdo da expressao de genes que regulam diversos processos
biolégicos, como a inflamacdo, a resposta ao estresse, a
proliferacdo e a diferenciacdo celular, a apoptose e o reparo
tecidual (Lee e Yang, 2013). Esta ativacdo € normalmente um
processo transitério, no entanto, em certas doencas
inflamatérias ou no cancer esta ativacdo € persistente. A
atividade dos diferentes dimeros de NF-kB é regulada por
sua interacdo com proteinas inibitérias (p105, p100, e | kappa B-
alpha, beta, gama (IkB-a, B, y), que mantém estes complexos no
citoplasma em sua forma inativa. Quando a célula recebe um
sinal para ativacdo do NF-kB, a interagéo entre o IkKB e o NF-kB é
interrompida permitindo que o NF-kB migre para o nucleo
para ativar diferentes genes. A maioria destes sinais de
ativacdo converge para a ativacdo de um complexo de alto
peso molecular, que contém uma IkB kinase (IKK) que estimula o
NF-kB em duas diferentes vias de sinalizagédo, a candnica e a
nado candnica (Diamant e Dikstein, 2013).
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Na ativacdo do NF-kB pela via canbnica, os sinais
sdo mediados por receptores do tipo toll-like (TLRs), receptor
para IL-1 (IL-1R), receptor para TNF (TNFR) e receptores
para antigenos. Entre as moléculas que estimulam esta via
podemos citar a IL-13, o TNF-a e o lipopolissacarideo (LPS).
Em sequéncia a interacdo das moléculas com seus respectivos
receptores, ocorre a ativagdo do complexo IkB kinase (IkK),
que fosforila a IkBa. Outra via alternativa para a ativacdo do
NF-kB é a via ndo canbnica. Nestavia os sinais sdo mediados
por diferentes receptores, que incluem o fator de ativacdo de
células B (BAFFR), receptor ativador do fator nuclear kappa
B (RANK), entre outros. Na sequéncia, ocorre a ativacdo da
proteina quinase indutora do NF-kB (NIK), que fosforila e
ativa a IKK1. Esta ativagdo induz a fosforilagdo da proteina
pl100, resultando na ubiquitinacdo e degradacédo parcial do p52
(Hoesel e Schmid, 2013).

1.3 FARMACOS ANTI-INFLAMATORIOS

Os anti-inflamatérios nao-esteroidais (AINES)
representam uma classe uma classe de diversos medicamentos,
e sdo e os farmacos mais comumente utilizados em todo mundo.
Esta classe de medicamentos tem efeito analgésico, anti-
inflamatério e antipirético (Conaghan, 2012). A acdo dos AINEs
foi primeiro descrita em 1971 por Vane e Piper, quando eles
demostraram que esta classe inibia a biosintese de
prostaglandinas pela prevencéo da ligacdo de acido aracddnico
no sitio ativo da enzima ciclooxigenase (COX), impedindo assim
a sintese de eicosanodides e de prostandides (Suleyman et al.,
2007; Rao e Knaus, 2008; Conaghan, 2012). Este efeito inibidor
€ também a principal causa da toxicidade desta classe, como a
toxicidade renal, cardiovascular e gastrointestinal (Patrono e
Rocca, 2009; Mcgettigan e Henry, 2011)

Os AINEs podem ser classificados ainda como inibidores
seletivos da COX-2 e inibidores ndo-seletivos da COX-2, sendo
gue a diferenca entre eles ndo esta somente na acdo, mas
também nos efeitos adversos (Conaghan, 2012).

O AINE escolhido como farmaco de referéncia foi a
indometacina, um derivado do acido acético, classificada como
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um inibidor ndo seletivo da COX-2, a qual é metabolizada no
organismo pela isoenzima do citocromo P450 (CYP2C9) e em
menor parte, pela carboxilesterase (Conaghan, 2012; Wyatt et
al.,, 2012) Na figura 2 esta ilustrado o mecanismo de acédo dos
AINESs na via do &cido aracdonico.

Figura 2 - Via do acido araquidbnico e mecanismo de acdo dos
anti-inflamatérios nao-esteroidais (AINES)
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Os AINEs atuam inibindo a enzima ciclooxigenase (COX) que
catalisa a sintese de prostaglandinas. PGG, = prostaglandina G,
PGH, = prostaglandina H,, PGIl, = prostaglandina 1, ou
prostaciclina, PGD, = prostaglandina D,, PGE, = prostaglandina E,,
PGF,, = prostaglandina F, alfa, TXA, = tromboxano A,. Seta
continua (=) = conversdo; seta interrompida ( —7%) =
inibicdo. Fonte: Adaptado de DANNHARDT; KIEFER, 2001.

Via das lipoxigenases
(LOX)

Outro grupo de farmacos utilizados como agentes anti-
inflamatdrios séo os corticéides. No presente estudo, utilizou-se a
dexametasona como farmaco de referécia desta classe. A
dexametasona é um glicocorticéide, e 0 mecanismo de acao
desta classe de medicamentos pode ser classificado em
nao-gendmico e gendmico (Barnes, 2010; Flammer e Rogatsky,
2011). Os efeitos ndo-gendmicos podem ser classificados em
4 mecanismos: 1) sinalizacdo por meio de um receptor de
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membrana citoplasmatica; 2) efeito direto na membrana
citoplasmética; 3) interacdo entre o receptor de glicocorticoide e
outras proteinas sinalizadoras no citoplasma celular, tais
como as proteinas quinases Lck, Fyn e Zap-70; e 4)
translocacdo do receptor de glicocorticoide para a
mitocondria (Boldizsar et al., 2010).

Em outra via, o efeito gendbmico ocorre por meio da
ligacd@o entre o glicocorticoide e um receptor especifico presente
na membrana citoplasmética, seguida da translocacdo do
complexo glicocorticoide-receptor para o ndcleo, onde o mesmo
atua como um fator de transcricdo, ligando-se a elementos
responsivos aos glicocorticoides na regido promotora de
genes alvos e assim modula a expressdo génica por meio
da transrepressdo ou transativacdo (Boldizsar et al., 2010). A
transrepressdo génica faz com que o complexo receptor-
glicocorticoide formado interfira na transcricao de genes alvo, tais
como de citocinas pré-inflamatérias (IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-
11, IL-13, IL-15, TNF-a), fatores de crescimento (GM-CSF,
fator de célula tronco (SCF)), moléculas de adesdo (ICAM-1
e molécula de adesédo vascular-1 (VCAM-1)), NO, autacoides,
entre outros. Por outro lado, a transativagcdo génica promove
a transcricdo de genes de citocinas anti-inflamatérias, tais como
da IL-10 e da IL-12, do antagonista do receptor de IL-1 (IL-1Ra),
da anexina 1, do IkB-a, que é um inibidor do NF-kB, além
de aumentar também a expressdo génica da proteina
quinase fosfatase-1 ativada por mitégenos (MKP-1), a qual inibe
a via das proteinas quinases ativadas por mitdgenos (MAPK)
(Perretti e D'acquisto, 2009; Barnes, 2010).

Na figura 3, esta ilustrado o mecanismo de acdo
anti-inflamatério dos glicocorticoides.
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Figura 3 - Vias de sinalizacao gendmica e nao-genémica dos
glicocorticoides em células T

Dexametasona
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% Fyn , Zap-70
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Mediadores pré-infi; orios, {
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moléculas de adesdo, 6xido nitrico }

( via do acido araquidénico |

1) via genbmica classica, demonstrando a transativagdo génica da
anexina 1, a qual inibe a enzima fosfolipase A2, inibindo a via do
acido araquidébnico, e a transrepressdo génica de mediadores
pro-inflamatorios; 2) efeitos diretos na membrana; 3) sinalizacdo
por meio de um receptor de membrana (MGR); 4) interagdo do GR
com proteinas sinalizadoras citoplasmaticas; 5) via mitocondrial. GC
= glicocorticoide, GR = receptores de glicocorticoides, GRE =
elementos responsivos aos glicocorticoides, TcR = receptor de

células T. Seta continua (=) = converséo; setas tracejadas
(==——) = vias de smahzagao ndo-gendmica; seta interrompida
(—~) inibicdo.

Fonte: Adaptado de BOLDIZAR et aI 2010.



39

1.4 MODELOS DE INFLAMACAO

Atualmente, discute-se no mundo todo, o uso de modelos
experimentais in vivo. Para os pesquisadores, estes modelos
podem avaliar a eficacia, a farmacodinamica, farmacocinética, e
a toxicidade de novos farmacos (Mercer et al., 2015).

Diante da variedade de eventos que ocorre nas reacfes
inflamatdrias, varios sdo os modelos de inflamacgdo utilizados
para que se possa estudar 0s mecanismos imunes envolvidos e
a atividade anti-inflamatéria de farmacos e/ou plantas. Entre
estes modelos destacam-se a pleurisia, a bolsa de ar, o edema
de pata e de orelha, a artrite e o implante de esponjas embebidas
de agentes irritantes, entre outros (Sedgwick e Lees, 1986).

Dentre as espécies utilizadas nos modelos in vivo
envolvendo o sistema respiratério, temos: primatas nao-
humanos, cées, porcos, ratos, camundongos e humanos, sendo
gue os camundongos tém sido a espécie de maior escolha para o
estudo nos modelos que mimetizam doencas pulmonares
(Mercer et al., 2015).

A partir dos diversos modelos, podem-se estudar
doencas inflamatdrias que envolvam a formacdo de edema, a
migracdo de leucdcitos e a liberacdo de mediadores pré e anti-
inflamatdrios. Dentre os acometimentos de vias aéreas, podemos
destacar a asma brdnquica, sendo ela de carater eosinofilico ou
neutrofilico. Portanto, os modelos que mimetizam a asma
humana permitem a avaliacdo das alteracfes morfoldgicas,
imunoldgicas, fisiolégicas e de mecanismos de acdo, nas vias
respiratorias (Leukowich; Wills-Karp, 2008)

Para o estudo de inflamacdo pulmonar, podemos
destacar o modelo de inflamacdo eosinofilica utlizando a
ovoalbumina (OVA). Neste modelo Fukunaga e colaboradores
(2007), utilizaram camundongos BALB/c, pelo qual o animal é
sensibilizado com OVA e inicia uma resposta inflamatéria
alérgica imediata, e posteriormente uma tardia. Neste tipo de
modelo, o lavado bronco-alveolar foi coletado um ou dois dias
apos a inducdo, possibilitando a analise de marcadores
inflamatdrios como a migracao celular (eosinoéfilos e macréfagos),
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assim como a dosagem de imunoglobulina E (IgE) no soro do
animal (Fukunaga et al., 2007).

Em um outro modelo de inflamacdo pulmonar para o
estudo da asma, utilizam-se particulas virais, como o virus
sincicial respiratorio (VSR), justificando-se que infec¢des virais no
sistema respiratério sdo comuns, e podem iniciar uma reacao
asmatica assim como exacerbar seus sintomas (Dulek e Peebles,
2011). Com a administracdo do VSR via intranasal em
camundongos, é possivel avaliar pardmetros imunolégicos
sistémicos e locais, sendo que a maior desvantagem deste
modelo é o seu custo (Tourdot et al., 2008). Ainda utilizando o
VSR, pode-se combina-lo a OVA, permitindo demonstrar que
pacientes alérgicos quando expostos a infecgbes virais,
apresentam episddios de hiperresponsividade das vias aéreas e
exacerbacdo da doenca, com resposta inflamatéria local e
sistémica (Kloepfer e Gern, 2010; Chi et al., 2011)

A pleurisia € um modelo de inflamacao neutrofilica de
vias aéreas na cavidade pleural, e foi originalmente desenvolvido
em ratos (Spector, 1956). Na década de 90 este modelo foi
descrito em camundongos e utilizando a carragenina (Cg) como
agente flogistico (Henriques et al., 1990; Saleh et al., 1996).

A Cg é uma substancia composta por uma mistura de
polissacarideos derivados de algas Chondrus crispus, cujo nome
popular € musgo-irlandés (Brito, 1989). O modelo da pleurisia
induzida pela Cg é caracterizado por uma resposta inflamatéria
do tipo bifasica sendo que a primeira fase ocorre 4 h e a segunda
48 h apés a inducéo da inflamacédo por Cg, na cavidade pleural
de camundongos. Na primeira fase ocorre a infiltracdo de
leucocitos, principalmente de neutréfilos, e formacdo de
exsudato. Na segunda fase, observa-se também o aumento da
exsudacao, bem como um infiltrado de células imunes do tipo
mononucleares (Saleh et al., 1996) (Figura 4).

Este modelo mimetiza a asma neutrofilica que ocorre em
humanos, uma vez que evidencia uma resposta do tipo bifasica
que também ocorre na asma humana. Neste caso, a Cg promove
sua acéo pro-inflamatéria pela inducdo de receptores celulares
do tipo Toll 4 (TLR4), sendo que em pacientes asmaticos a
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expressao génica deste receptor esta também aumentada (Tsuji

et al., 2003; Reynolds et al., 2007).

Figura 4 - Perfil temporal do modelo da pleurisia induzida pela
carragenina em camundongos
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Modelo de resposta bifasica: primeira fase (4 h) ocorre aumento da
exsudacao e da infiltracdo de leucdcitos, principalmente neutrdfilos;
na segunda fase (48 h) observa-se aumento da exsudacéo e
também aumento de mononucleares.
Fonte: Adaptato de SALEH; CALIXTO; MEDEIROS, 1996.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Estudar o efeito anti-inflamatério do extrato bruto, fracdes
e compostos isolados das flores da Senecio brasiliensis Less.,
administrados sistemicamente, utilizando-se, o modelo da
pleurisia induzido pela carragenina, em camundongos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar o efeito do extrato bruto, fracbes e
compostos sobre a migracdo de leucdcitos e a
exsudacao;

Investigar o efeito do extrato bruto, fracbes e
compostos sobre a atividade das enzimas
mieloperoxidase (MPO) e adenosina desaminase
(ADA);

Investigar o efeito do extrato bruto, fracdes e
compostos sobre as  concentracdes de
nitrito/nitrato (NOy), fator de necrose tumoral alfa
(TNF-a), interleucina 1 beta (IL-18) e interleucina
17A (IL-17A);

Investigar a acdo dos compostos sobre a
fosforilagdo da proteina p65 (NF-kB).
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3 METODOLOGIA

3.1 MATERIAL VEGETAL

As flores da espécie Senecio brasiliensis foram coletadas
em uma propriedade rural, localizada no 3° Distrito de Jaguaréo,
Rio Grande do Sul, durante a época de inflorescéncia (Outubro
2010). O material foi identificado pelo botanico Rafael Trevisan
da Universidade Federal de Santa Catarina, e uma exsicata da
espécie (24592) estad depositada no herbario da Universidade
Federal de Pelotas, Rio Grande do Sul, Brasil.

3.1.1 Preparacdo do extrato bruto (CE), suas fracdes, e
identificacéo e elucidacdo dos compostos.

As analises fitoquimicas foram realizadas pela Dra.
Lizandra Czermainski Bretanha, no Laboratério de Quimica de
Produtos Naturais (LQPN) da UFSC, sob a orientacdo do
professor Dr. Moacir Geraldo Pizzolatti.

O extrato bruto das flores foi obtido a partir de 1,5
kg previamente seco em circulagcdo de ar a 30°C durante trés
dias. ApOs esse periodo o material vegetal foi macerado em
etanol (96%) por sete dias, o solvente resultante foi removido a
pressédo reduzida, rendendo aproximadamente 300 g de extrato
bruto das flores (Figura 5).

3.1.1.1 Fracéo rica em alcaldides e seus compostos
isolados

O primeiro processo foi baseado numa extracdo acido-
base, sendo 50 g do CE dissolvidos em 100 mL de uma solugéo
de etanol (15%, pH 2.0, ajustada com acido hipocloridrico). A
seguir, foi realizada uma extracdo com acetato de etila (2 x 200
mL) ajustando o pH para 12.0 com adicdo de NaOH para obter a
fracdo rica em alcaloides (AF). Para a separacdo dos compostos
esta fracdo foi submetida a silica gel (Merck) em um sistema
isocratico contendo metanol, cloroférmio e hidréxido de
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amonio (85:14:1), deste processo foram isolados dois
compostos, que apdés serem analisados por HPLC-DAD-MS/MS,
RMN, infravermelho e por caracteristicas fisicas como ponto de
fusdo, foram identificados como: (1) senecionina (e seu isémero,
integerrimina) e 2 N-6xido senecionina.



a7

Figura 5 - Fluxograma da sequéncia de obtencdo do extrato bruto, fracbes e compostos da S.
brasiliensis.
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Fonte: Desenvolvido pelo autor.
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3.1.1.2 Fragdes acetato de etila, hexano e
diclorometano e compostos fendlicos.

O segundo processo realizado, foi a separacdo liquido-
liquido. Partindo-se de 50 g do CE os quais foram dissolvidos em
100 mL de uma solucdo de etanol (15%), que em seguida foi
extraida com 200 mL de solventes de diferentes polaridades
(acetato de etila, hexano e diclorometano). Este procedimento foi
repetido trés vezes, dando origem as fra¢des: hexano (com menor
polaridade), diclorometano (polaridade intermediaria) e acetato de
etila (com maior polaridade). Destas fragBes, apenas a acetato
de etila foi submetida a separagdo cromatografica, originando
uma (3) mistura de &cidos dicafeoilquinicos, que foram
submetidos a analise por HPLC-DAD-MS/MS.

3.2 ANIMAIS

Neste protocolo experimental, foram utilizados
camundongos albinos Swiss, fémeas, com cerca de 1 més de idade,
pensando entre 18-22 g, fornecidos pelo biotério central da
Universidade Federal de Santa Catarina. Os animais foram
acomodados no biotério do laboratdrio de pesquisa em imunologia
(LAPI), localizado no 4° andar do bloco H, no Centro de Ciéncias da
Saude (CCS), na Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC).
Estes animais foram acomodados em gaiolas plasticas com
serragem, receberam alimentacdo e agua ad libitum durante todos
os dias e foram mantidos sob temperatura ambiente controlada (20
+ 2°C), com ciclo claro/escuros alternados a cada 12 h e umidade
entre 50-60%. Este projeto foi aprovado pela Comisséo de Etica no
Uso de Animais (CEUA) da UFSC sob protocolo nimero PP00757,
e 0s experimentos foram realizados de acordo com as normas do
Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal
(CONCEA).

Neste protocolo foram utilizados os seguintes grupos de
animais (Tabela 1).
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Tabela 1: Grupos de animais utilizados no protocolo experimental.

Concentracéo/ Via de
Grupos Agente Dose(s) administracdo
Controle Salina (NacCl) 0,95 % i.pl.
negativo
Controle Carragenina (Cg) 1% i.pl.
positivo
25/50/100/ :
Extrato bruto  Extrato bruto 200 mg/kg i.p.
) 1/25/5/10/ .
Acetato de etila 25 mglkg i.p.
. " 1/25/5/10/ :
FracSes Rica em alcaldides 25 mglkg i.p.
Aguosa 5/10/25mg/kg i.p.
Diclorometano 5/10/25mg/kg i.p.
Mistura de acidos 0,25/0,5/1 i
dicafeiolquinicos mg/kg P
Compostos Senecionina 0,5/1/2mglkg i.p.
Integerrimina 0,5/1/2mglkg i.p.
N-oxido 0,5/1/2mglkg i.p.
senecionina
Farmacos de Dexametasona 0,5 mg/kg i.p.
referéncia Indometacina 5 mg/kg i.p.

i.pl. intrapleural, i.p. intraperitoneal, n= nimero de animais.
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3.2.1 Procedimento anestésico

A anestesia foi induzida com pentobarbital (60 mg/kg),
administrado por via intraperitoneal (i.p.) , a fim de possibilitar a
administracdo do corante Azul de Evans (50 mg/kg) administrado
por via intravenosa (i.v.), utilizando a veia gengival (De Oliveira et
al., 2009).

3.2.2 Morte indolor assistida

Os animais foram submetidos a eutanasia com overdose de
pentobarbital (180 mg/kg).

3.3 EXPERIMENTOS IN VIVO

3.3.1 Pleurisia induzida pela carragenina em
camundongos

A técnica da pleurisia seguiu o protocolo descrito por Saleh,
Calixto e Medeiros (1996). Nos dias dos experimentos, 0s animais
receberam 0,1 mL de solucéo salina estéril (NaCl, 0,95%) ou do
agente flogistico carragenina (Cg, 1%), administrados na cavidade
pleural direita através do espaco intercostal (entre a 7% e a 8%
vertebra) utilizando-se uma agulha 13x5 mm, adaptada com uma
canula de poliestireno. Ap6s 4 h, os animais foram submetidos a
morte indolor assistida com overdose de pentobarbital administrada
por via i.p.. Para isso, os mesmos foram fixados em mesa cirdrgica,
em declive de 30° a 45°, e realizou-se uma inciséo transversal na
pele e nos musculos abdominais, a fim de expor o térax. A seguir, 0
apéndice xiféide foi pincado e a cavidade pleural exposta através de
uma incisdo na porc¢ao inferior do esterno. A cavidade pleural foi
lavada com aliquotas de 0,5 mL (total 1 mL) de solugcdo salina
tamponada e heparinizada [pH 7,6, NaCl (130 nM), Na;HPO, (5
nM), KH,PO,4 (1 nM) e heparina (20 Ul/mL)]. As aliquotas do lavado
pleural foram coletadas para a avaliacdo de parametros
inflamatoérios: quantificacdo total e diferencial de leucécitos,
concentracdo de exsudacdo, atividades das enzimas MPO e ADA,
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bem como a quantificacdo dos metabdlitos do NO (NOyx) e de
citocinas pro-inflamatorias (TNF-q, IL-1B e IL-17A). As amostras de
tecido pulmonar foram também coletadas para posterior avaliacdo
da fosforilagdo da proteina p65 (p-p65 de NF-kB).

Para o estudo da curva dose-resposta, diferentes grupos de
animais foram tratados com diferentes doses de extrato bruto (CE:
25-200 mg/kg), fracao rica em alcaldides (AF: 1-25 mg/kg), fracdo
acetato de etila (AcOEt: 1-25 mg/kg), fragdo hexano (HEX: 5-25
mg/kg), fracdo diclorometano (DCM: 5-25 mg/kg), e fracdo aquosa
(5-25 mg/kg), além dos compostos isolados: senecionina (Sen: 0,5-
2 mg/kg), interregimina (Int: 0,5-2 mg/kg), N-6xido senecionina (0,5-
2 mg/kg), e a mistura de acidos dicafeiolquinicos (DCQ: 0,25-1
mg/kg), administrados por via i.p. 30 min antes da inducdo da
pleurisia com Cg (1%). Conforme o protocolo experimental, para a
avaliacao indireta da exsudagdo, 10 minutos antes da administracéo
i.p. do extrato bruto, fragbes e compostos isolados da S.
brasiliensis, alguns animais receberam a inje¢éo da solucdo de azul
de Evans (50 mg/kg, 0,1 mL/animal, i.v.) (Saleh et al., 1996).

De acordo com os resultados obtidos nos estudos das
curvas dose-resposta, CE (50 mg/kg), AF (2,5 mg/kg), AcOEt (5
mg/kg), Sen (1 mg/kg), Int (1 mg/kg) e DCQ (0,5 mg/kg), ou seja a
melhor dose (menor dose capaz de inibir significativamente a
migracéo de leucdcitos), foram administradas em diferentes grupos
de animais para a andlise de seus efeitos sobre a atividade das
enzimas: MPO e ADA, concentragbes de NOx TNF-a, IL-1B e IL-
17A. Para a avaliacdo da fosforilacdo da proteina p-65, somente os
compostos (DCQs, Sen e Int) foram utilizados (Figura 6).

3.4 TECNICAS UTILIZADAS
3.4.1 Contagem total e diferencial de leucdcitos

As aliquotas de 15 pL dos lavados da cavidade pleural
foram utilizadas para a contagem de leucécitos total, utilizando-se
contador hematoldgico veterinario automatizado ajustado para
parametros para camundongos (MINDRAY, BC-2800 Vet, Nanshan,
Shenzhen, China). Os resultados foram expressos em nimero de
leucécitos x10°/mL.
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Os esfregacos celulares foram obtidos através de aliquotas
de 50 pL dos lavados da cavidade pleural. Estas aliquotas foram
centrifugadas em citocentrifuga (Cytopro® cytocentrifuge Wescor
7620, Logan, Utah, EUA). A seguir, as laminas foram coradas pelo
método de MayGrinwald-Giensa. A contagem celular diferencial
(polimorfonucleares e mononucleares) foi realizada em microscopio
Optico comum, com auxilio da objetiva de imersdao (aumento de
1000 vezes), contando-se 100 células por lamina. Os resultados
foram expressos em nimero total de células x10° (Saleh et al.,
1996).
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Figura 6 - Modelo experimental de pleurisia induzida pela carragenina, em camundongos.
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3.4.2 Determinacao da exsudacao

Para a determinacéo indireta da exsudag¢do, 200 pL dos
lavados da cavidade pleural foram reservados para a avaliagdo
das concentragfes do corante azul de Evans (Saleh et al., 1996).
Assim, em cada grupo experimental, os animais receberam 100
pL do corante (50 mg/kg) através da veia gengival (De Oliveira et
al., 2009), 10 min antes dos tratamentos com material vegetal ou
farmacos de referéncia. Este parametro foi mensurado através
da densidade oOtica em leitora de microplacas de
enzimaimunoensaio (ELISA) (Organon Teknica, Roseland, New
Jersey, EUA), em 620 nm (Saleh et al., 1996). Para a
quantificagdo das concentracdes de azul de Evans, foi realizada
uma curva-padrdo com concentracdes conhecidas do corante
(0,01-50 pg/mL), e a partir desta foram determinadas as
concentragdes das amostras. Os valores das concentragGes
foram expressos em pg/mL, com o auxilio da equagéo da reta.

3.4.3 Determinacéao da atividade da mieloperoxidase

A determinacdo da MPO foi realizada imediatamente
apos a coleta do lavado da cavidade pleural, de acordo com a
metodologia descrita por Rao e colaboradores (1993). Neste
protocolo 100 pL do lavado pleural foram adicionadas a 100 pL
de brometo de hexadeciltrimetii aménio (HTAB 0,5%). Esta
mistura foi submetida a um ciclo de vortex (10 seg) - banho de
gelo (10 seg) por 3 vezes consecutivas, e centrifugadas a
40.000g durante 15 minutos a 4°C. A seguir, adicionou-se 20 pL
do sobrenadante a 180 pL da solucdo reagente (0,167 mg/mL de
o-dianisidina 2HCI e 0,0005% de H,0,) e esta mistura foi
transferida para microplacas de ELISA e a reacdo enzimatica foi
incubada 15 minutos a 37 °C (banho-maria). Esta etapa foi
interrompida pela adicdo de 15 pL de azida sodica (1%). As
amostras foram incubadas por mais 10 minutos a 37 °C (banho-
maria), e tranferidas para microplaca de ELISA, pela qual foi lida
as densidades ¢tica (450 nm) em leitor de ELISA (Organon-
Tecknica, Roseland, New Jersey, EUA). Uma curva-padrao com
atividade conhecida da MPO de neutréfilos humanos (0,7 - 140
mU/mL) foi utiizada para a quantificacdo dos valores
desconhecidos, com auxilio da equacado da reta, e os resultados
foram expressos em muU/mL.
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3.4.4 Determinagcdo da atividade da adenosina
desaminase

Para a quantificacdo da atividade da enzima ADA,
utilizou-se uma solugdo padrdo de sulfato de aménio com
concentracdo conhecida, composta de: NaH,PO;.H,O (35
mM), Na;HPO,.12H,0 (15 mM) e (NH4)2SO, (15 mM). Esta
solucéo foi preparada para se obter uma curva-padrdo (10 - 50
U/L). As amostras do lavado pleural (10 pL) contendo a
enzima ADA, foram transferidas para tubos de ensaio, onde a
reacdo foi iniciada com a adicdo de: solugdo de tampdao
fosfato [pH 6,5, 250 pL, composicdo: NaH,PO4.H,O (35 mM),
Na;HPO,.12H,0 (15 mM) e adenosina (0,5 mM)]. Apds o
periodo de incubag&o de 60 minutos a 37 °C, foi adicionado ao
meio 500 pL de solugdo de fenol (CgHsOH, 1 mM) e
nitroprussiato de sédio (CsFeNsNa,0.2H,0, 0,17 mM), seguida
pela adicdo de 500 uL de solucédo alcalina de hipoclorito de sodio
(NaOCl, 11 mM) (Giusti G., 1984). A avaliagdo da atividade
enzimatica da ADA, foi avaliada pela geracdo de amobnia
promovida pela quebra da adenosina que foi adicionada ao
meio. O produto da reagdo, a amonia, reage com o fenol e o
hipoclorito, reacdo dependente de pH alcalino e catalisada
pelo nitroprussiato de sddio, para aformacao de um indofenol
de coloragdo azul. A concentracdo de amodnia é diretamente
proporcional a concentracdo de indofenol gerado. A
densidade 6tica foi mensurada com auxilio de um leitor de
ELISA (Organon - Tecknica, Roseland, New
Jersey, EUA), utilizando o comprimento de onda de 620 nm. Os
valores da atividade de ADA foram expressos em UJL,
guantificados através da equacao da reta.

3.4.5 Quantificacdo dos metabdlitos do 6xido nitrico
(NOx)

O 6xido nitrico (NO) foi indiretamente quantificado, no
lavado pleural, pela formacédo de seus metabdlicos nitrito (NO,) e
nitrato (NO3), utilizando-se a reacdo de Griess (Green et al.,
1982). Para esta analise, no dia dos experimentos, 300 puL
de cada amostra do lavado pleural foi submetida a
desproteinizacdo. Para isso, em cada amostra, foram
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adicionados 30 pL de solucdo de sulfato de zinco (20%), sob
agitacdo em vortex e incubadas em banho de gelo por 60
minutos. As amostras foram centrifugadas (2.000 g por 15
minutos) obtendo-se, desta forma, um sobrenadante limpido.
Em seguida, 100 pL do sobrenadante de cada amostra foi
transferido para um pogo da microplaca de ELISA. A seguir
adicionou-se 100 pL de solugéo saturada de cloreto de vanadio
(0,8%) (p/v) e acido cloridrico (HCI) (3%) (p/v) e, 100 pL de
solucdo de Griess: sulfanilamida (1%) (p/v), acido fosférico
(5%) (v/iv) e N-(1-naftil) etilenodiamina (0,1%) (p/v)). A mistura foi
incubada por 40 minutos, a 37° C (Miranda et al., 2001). Nesta
reacdo o cloreto de vanadio converte o NO3z; em NO, e com
a adicao do reagente de Griess produz uma coloracdo résea,
que foi quantificada por meio da leitura das densidades
Oticas em leitor de ELISA (Organon-Tecknica, Roseland, New
Jersey, EUA) em 540 nm. Curvas-padrdo com concentracdes
previamente conhecidas de NO,(0-150 uM) também tiveram
suas densidades Oticas determinadas, permitindo a
quantificagdo dos valores de nitrito/nitrato no exsudato da
cavidade pleural, em uM, com auxilio da equacgéo da reta.

3.4.6 Determinacédo das concentracfes de TNF-a , IL-
1B e IL-17A.

Para analise das concentracBes destas citocinas proé-
inflamatdrias, imediatamente ap6s a coleta do lavado da
cavidade pleural, aliquotas foram processadas para posterior
quantificagdo das citocinas por ELISA. Neste protocolo, foram
utilizados kits comerciais com anticorpos monoclonais
especificos para cada citocina. A técnica utilizada foi ELISA do
tipo sanduiche, de acordo com as instrucdes de cada fabricante.
As curvas padrdo dos ensaios foram as seguintes: TNF-a (5-
2000 pg/mL), IL-1B (100-6400 pg/mL) e IL-17A (4 — 500 pg/mL).
Os coeficientes de variacéo intra e interensaios (CV) para TNF-q,
IL-1p e IL-17A foram os seguintes: intra CV: TNF-a = 7,8 + 0,9%,
IL-13=6,2+0,4% e IL-17A =75+ 1,7%; inter CV: TNF-a=9,6 £
2,1%, IL-1p = 51 + 0,6% e IL-17A = 96 = 2,1%,
respectivamente. As sensibilidades dos kits foram de: TNF-a =
50 pg/mL, IL-13 = 1,7 pg/mL e IL-17A = 4 pg/mL. As
concentracbes de citocinas foram calculadas utilizando-se
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curvas-padrdo por medida colorimétrica em 450 nm, realizadas
em um leitor de ELISA (Organon Teknika, Roseland, New Jersey,
USA). Todos os resultados foram expressos em pg/mL.

3.4.7 Quantificacdo da fosforilagdo da proteina p65
(p-p65-NF-kB)

Para esta analise, 20 mg do tecido pulmonar dos
camundongos foram coletados para a avaliacdo do efeito dos
compostos, Sen, Int, e DCQs, sobre a fosforilacdo da proteina
p65 (NF-kB). O kit comercial utilizado foi PathScan® Phospho-
NF-kB p65 Ser536 (Cell Signaling Technology, Inc., Danvers,
Massachusetts, EUA). A técnica utilizada foi ELISA com
anticorpos monoclonais especificos de acordo com o protocolo
do fabricante. A absorcdo das amostras foi obtida em 450 nm,
em um leitor de microplacas de ELISA (Organon Teknika,
Roseland, New Jersey, USA). A metodologia para a
quantificacdo total de proteinas utilizada foi a descrita por
LOWRY e colaboradores (1951) e o conteudo foi ajustado para
60 mg de proteina por amostra. Os resultados foram expressos
em comparagdo com 0 grupo controle negativo (salina), que
representa a expresséao basal de fosforilagdo da proteina p-65.

3.5 REAGENTES

Neste estudo, foram utilizados os seguintes reagentes
e farmacos: dexametasona (Prodome Quimica e
Farmacéutica Ltda., Campinas, SP, Brasil), pentobarbital
(Hypnol®, Cristdlia, Sdo Paulo, SP, Brasil), carragenina-A
(grau V), hidréxido de sédio (NaOH), mieloperoxidase de
neutréfilos humanos, azida sédica, cloreto de vanadio (lll) (VCls),
sulfanilamida (CgHsN20,S) (Sigma Chemical Corporation, St.
Louis, MO, EUA), indometacina (Aspen Pharma), o-
dianisidina.2HCI (3,3’dimetoxibenzidina)peroxido de hidrogénio
(H.O, 30 %) (Biotech, S&do Paulo, SP, Brasil),adenosina
(C10H13NsO4) (Fluka, Ronkonkoma, Nova York, EUA), heparina
(Liquemine®, Roche, Sédo Paulo, SP, Brasil), fosfato de sédio
(NaH,PO4.H,0), sulfato de zinco (ZnSO,) (Vetec, Duque de
Caxias, RJ, Brasil), fenol (CgHsOH), fosfato de hidrogénio
dissddico dodecahidratado (Na,HPO,.12H,0) (Reagen, Rio
de Janeiro, RJ, Brasil), nitroprussiato (CsFeNsNa,0.2H,0)
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(Nuclear, Sdo Paulo, SP, Brasil), sulfato de amonio
(NH3SO,) (Labsynth, Sdo Paulo, SP, Brasil), acido cloridrico
(HCI), etanol PA, acetato de etila PA, hexano PA (Synth,
Diadema, SP, Brasil), MayGriinwald (Newprov, Pinhais, PR,
Brasil), Giemsa (Laborclin, Pinhais, PR, Brasil), Azul de Evans
(C34H24N6014S4Nay) (AcrosOrganics, Geel, Antwerp, Bélgica);
Dihidrocloreto de N-(1-naftil)-etilenodiamina (C12H16CI2Ny)
(Merck, Frankfurter, Darmstadt, Alemanha). Neste protocolo
foram utilizados ainda, kits de ELISA para a quantificacdo de
TNF-qa, IL-17A (eBioscience, Inc., San Diego, CA, USA), IL-
18 BD (Biosciences Pharmingen, San Diego, CA, USA), e
p65 - NF-kB (Cell Signaling Technology, Inc., Danvers,
Massachusetts, EUA). Agarose (Laboratorios Conda, Torrejon
de Ardoz, Madri, Espanha). Outros sais e reagentes de grau
de pureza analitica foram obtidos de diferentes fontes
comerciais.

3.6 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados dos parametros inflamatérios estudados
foram apresentados como a média + erro padrdo da média
(e.p.m) de cinco animais por grupo e em valores em
percentuais. As diferencas estatisticas dos parametros
analisados entre os grupos controle e grupos tratados com o
material vegetal ou com os farmacos de referéncia (Dexa ou
Indo) foram determinadas por analise de variancia de duas
vias (ANOVA), seguida pelo teste pos-hoc de Newman-Keuls ou
teste T de Student quando necessario. Valores de p < 0,05
foram considerados significativos. Toda a andlise estatistica
foi realizada com o programa GraphPad Prism (versdo 5.0)
(San Diego, Califérnia, EUA).






61

4 RESULTADOS

4.1 ANALISE FITOQUIMICA

As andlises fitoquimicas do CE da flores de S. brasiliensis
revelaram a presenca de trés compostos isolados e uma mistura
de acidos dicafeiolquinicos (Figura 7). Os compostos senecionina
e integerrimina s&o isbmeros, sélidos branco cristalino e
representam 28% da fracdo AF. O composto N-oxido
senecionina possui caracteristicas morfolégicas amorfas com
coloracdo branca palida. Estes compostos apresentaram ponto
de fusdo na faixa entre 167 e 170° C.

Os compostos foram confirmados pela comparacdo com
resultados previamente publicados (Clifford et al., 2005; Conradie
et al., 2005).

4.2 EFEITO DO EXTRATO BRUTO, FRACOES E
COMPOSTOS DA SENECIO BRASILIENSIS (SPRENG)
LESS. SOBRE A MIGRACAO DE LEUCOCITOS E
EXSUDACAO

O extrato bruto (CE) nas doses de 50, 100 e 200 mg/kg
reduziu significativamente a migracao de leucdcitos, de 30,8 *
6,3% a 33,7 £ 5,2% (P < 0,01), as custas de neutrdfilos de 35.5+
6.7% a 40.4 £ 5.6%%, mas ndo a exsudacao (p > 0,05) (Tabela
2). As fragOes, acetato de etila (AcOEt) nas doses de 5, 10 e 25
mg/kg inibiu os leucdcitos de 19,3 = 5,3% a 43,24 = 3,8% (P <
0,05) as custas de neutrofilos de 26.9 + 4.5% a 53.5 + 2.8% (P <
0,05). O mesmo foi observado para a fragdo rica em alcal6ides
(AF) pelo qual nas doses de 2,5, 5, 10 e 25 mg/kg também
inibiram os leucdcitos de 21.4 + 4.6% a 475 + 7.3% e os
neutrdéfilos de 25.3 £ 4.2% a 39.9 + 8.3% (P < 0,05) (Tabela 2).

No entanto, as fracdes: hexano (HEX) e diclorometato
(DCM), nédo inibiram a migracdo de leucécitos em nenhuma das
doses estudadas (p > 0,05) (resultados ndo mostrados). Além
disso, nenhuma das quatro fracdes estudadas (AF, AcOEt, HEX
e DCM) foram capazes de inibir a exsudacdo (p > 0,05) (Tabela
2).



62

A mistura de &cidos cafeiolquinicos (DCQs) extraida da
fracdo acetato de etila, foi capaz de inibir a migracdo de
leucdcitos nas doses de 0,5 e 1 mg/kg (% de inibicdo 0,5 mg/kg:
18,8 + 4,2% e 1 mg/kg: 25,4 + 6,4). Estes compostos também
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Figura 7. Espectros de massa dos compostos da S. brasiliensis: (A) senecionina/integerrimina, (B) N-oxido
senecionina e (C) acido 4,5-dicafeiolquinico.
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foram capazes de inibir a exsudacéo nas doses de 0,5 e 1 mg/kg
(% de inibicdo: 0,5 mg/kg: 18,4 + 2,5% e 1 mg/kg: 21,3 + 4,9%)
(P <0,05) (Tabela 2).

Dos trés compostos extraidos da fragdo AcOEt somente
Sen e a Int foram capazes de reduzir de forma significativa a
migragao de leucadcitos, principalmente de neutréfilos, ambos nas
doses de 1 e 2 mg/kg (% de inibicdo Sen: 1 mg/kg 24,1 + 3,8% e
2 mg/kg 38,7 £ 2,6%, e Int: 1 mg/kg 23,4 + 5,5% e 2 mg/kg 30,9 +
4,6%) (P < 0,01) (Tabela 1). Apesar disso, nenhum dos trés
compostos foi capaz de inibir a exsudacdo (p > 0,05) (Tabela 2).

O estudo da curva dose-resposta demonstrou que as
melhores doses, ou seja, a menor dose capaz de inibir
significativamente migrac@o leucocitéria, do CE, fragbes e
compostos foram as seguintes: CE 50 mg/kg, AcOEt 5 mg/kg, AF
2,5 mg/kg, Sen 1 mg/kg, Int 1 mg/kg e DCQs 0,5 mg/kg (Tabela
2).

Os farmacos de referéncia (Dexa: 0,5 mg/kg e Indo:
5 mg/kg) inibiram significativamente estes parametros
inflamatdrios (P < 0,01) (Tabela 2).

As menores doses de cada grupo capazes de inibir a
migracdo de leucécitos, foram escolhidas como as melhores
doses e utilizadas nos experimentos seguintes (Tabela 2).

Tabela 2 - Melhores doses do extrato bruto da Senecio
brasiliensis, suas fragdes e compostos.

Senecio brasiliensis Melhor dose (mg/kg)
Extrato bruto (CE) 50
Fracéo acetato de etila (AcOEt) 5
Fracdo rica em alcal6ides (AF) 2,5

Fracdo hexano (Hex) -

Fracdo diclorometano (DCM) -
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Acidos dicafeiolquinicos (DCQs) 0,5
Senecionina (Sen) 1
Integerrimina (Int) 1

4.3 EFEITO DO EXTRATO BRUTO, FRACOES E
COMPOSTOS DE SENECIO BRASILIENSIS LESS.
SOBRE A ATIVIDADE DA MIELOPEROXIDASE E
ADENOSINA DESAMINASE

O tratamento prévio (0,5 h) dos camundongos, com CE
(50 mg/kg), fracbes AF (2,5 mg/kg), AcOEt (5 mg/kg), e
compostos isolados Sen (1mg/kg), Int (1 mg/kg) e DCQs (0,5
mg/kg), inibiram a atividade da MPO (% de inibigcdo: CE:
34,47+4,07%, AcOEt: 44,68+2,56%, AF: 24,06+0,81%, DCQs:
26,30+1,42%), Sen: 43,81+4,27% e Int: 32,39+4,33% (P < 0,01)
(Tabela 3).

Como ja esperado, a dexametasona e a indometacina
também reduziram significativamente a atividade da MPO
(Tabela 3).

O CE (50 mg/kg), fracbes AF (2,5 mg/kg), AcOEt (5
mg/kg), e compostos Sen (1 mg/kg), Int (1 mg/kg) e DCQs (0,5
mg/kg) também inibiram a atividade da ADA (% de inibicao: CE:
70,12+3,94%, AcOEt: 72,94+3,56%, AF: 56,83+0,68%, DCQs:
57,24+0,47%, Sen: 58,87+7,41% e Int 60,07+7,19%) (P < 0,01)
(Tabela 2). Como ja esperado, a dexametasona e a indometacina
também reduziram significativamente a atividade da ADA (Tabela
3).

Tabela 3 - Efeito do extrato bruto da Senecio brasiliensis, suas
fracOes e compostos sobre a migragdo leucocitaria e exsudacao.

Doses Leucocitos Neutrofilos Exsudacéo

Grupos (x10%mL) (x10%mL) (ng/mL)

(mg/kg) (% de inibicdo) (% de inibicdo) (% de inibigdo)
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sal 0,95%°  1,39+0,06 0,36+ 0,04 1,04 +0,17
Cg 19%° 5874035  513+039 7,51 +0,36
257 5921024 500026 6270723
b 380 + 031 306+ 0,29
50 (33,7 + 5,206 (40,4 + 5,6%)~ ©:96%0.38
CE b 397 + 043 329+ 037
100 (32,5 + 7,3%)* (359 + 7,3%) 0321025
b 406 + 037 331+ 034
200 (30,8 + 6,3%)* (355+ 6,7%) 0081042
17 5,352 0,15 459:015 6922029
2,5° 5,28+ 0,25 4244025 6224027
5° 4,744 0,31 3,75 = 0,23
ACOEt (19,3+53%) (269 + 4,5%)+ 021051
b 454+ 0,14 357 + 0,10
10 (22,6 + 2,4%) (30,4 + 2,0%)~ 24033
333 0,23
' 23 539 + 0,14
25° (43,24+ ' ke 7,52 +0,37
e (53,5 + 2,8%)
1’ 574%028  574:028  7,97:040
b 462 + 027 462 + 027
2.5 (21,4 + 4.6%)™ (253 + 420y 42026
b 414 + 032 414 + 0,32
AF 5 (29,5 + 5,5%)* (19,3 + 6,3%) 40030
b 343 + 013 343 + 0,32
10 (41,6 + 2.2%) (33,2 + 2,6%) 060033
b 308 + 043 308 + 043
25 (47,5 + 7,3%)* (39,0 + 8,30y~ 037025
0.25° 596:022  513:020 683032
D
DCQs 0,5 438 + 038 364 + 030 613 + 0,19
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(25,4 + 6,4%)**

(29,1 + 5,9%)**

(18,4 + 2,5%)*

1P 477 + 025 388 + 0,17 591 + 0,37
(18,8 £ 4,2%)** (24,3 + 3,3%)** (21,3 + 4,9%)**
0,5° 5,22 +0,11 4,40 + 0,08 7,68+0,21
b 450 + 0,32 381 + 0,28
Int 1 (23,4 + 5,5%)* (25,7 + 5,5%)** 7042021
b 406 + 027 3,46 =+ 0,23
2 (30,0 + 4,60%) (32,6 + 4,40y ©0:98% 0,32
0,5° 5,50 + 0,43 4,60 + 0,34 7,40 + 0,27
b 446 + 022 3,73 + 0,19
Sen 1 (24.1 + 3,8%)* (27,3 + 3,706y 30+ 0.33
b 360 + 0,15 3,10 * 0,15
2 (38,7 + 2,6%)** (39,6 + 3,0%)** 7,07£0,45
Dexa 05" 156 + 0,20 1,12 + 0,21 392 + 0,50
: (69,5 + 0,2%)** (74,6 + 0,3%)** (47,7 + 6,6%)**
indo 2 g 1,85 + 0,32 1,54 + 0,25 463 + 0,45

(63,8 + 0,3%)**

(64,9 + 3,3%)**

(38,3 + 6,0%)**

Extrato bruto (CE), fracdo rica em alcaléides (AF), fracéo

(AcOEt), Senecionina (Sen),

Integerrimina  (Int),

acetato de etila
mistura de acidos

cafeiolquinicos (DCQs), Dexametasona (Dexa),Indometacina (Indo)), Salina

(Sal),

Carragenina (Cg). a =
administracdo por

intraperitoneal.

administragdo por via intrapleural, b=

*P < 005 = P < 0,01

4.4 EFEITO DO EXTRATO BRUTO, FRACOES E
COMPOSTOS DE SENECIO BRASILIENSIS LESS.
SOBRE A CONCENTRACAO DOS METABOLITOS DO
OXIDO NITRICO (NOy)

As flores da S. brasiliensis, ndo foram capazes de reduzir
a concentracdo dos metabolitos do 6xido nitrico (p > 0,05). Os
farmacos de referéncia, dexametasona e indometacina,
reduziram a concentracdo destes metabdlitos (p <0,05).



Tabela 4: Efeito do extrato brutro da Senecio brasiliensis, suas
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fracBes e compostos sobre a atividade das enzimas MPO e ADA

MPO (mU/mL) ADA(UIL)

Grupos (o4 de inibicio) (% de inibico)

Sal® 81712047 0,690.23

Cg®  168,8%13,63 6,040,094

CE®  110,6%6,87 1,8020,24 (70,12+3,94)"
(34.47+4.07)*

ACOEC"  93,38+4,33 1,630 21 (72,94%3,56)
(44.68+2 56Y*

AF 128,241,537 2,61%0,04 (56,83+0,68)
(24.06+0.81Y**

DCQsS”  124,4+2,4 (26,30+ 1,42y  2,58%0,03 (57,240,47)"

Sen”  04,84x7,21(43,814,27)* 2,48+0,45 (58,87+7,41)*

Int® 114,1+7,31(32,39+4,33)** 2,41+0,44 (60,07+7,19)**

Dexa’  110,7+7,22 2,815+0,18
(34.41+4.28)** (53.40+2.98)**

Indo® 59,61+6,4 (64,68+3,79)**  2,330+0,25(67,72+7,96)**

Extrato bruto (CE), fracdo rica em alcaléides (AF), fracdo acetato de etila
(AcOEt), Senecionina (Sen), Integerrimina (Int), mistura de A&cidos
cafeiolquinicos (DCQs), Dexametasona (Dexa), Indometacina (Indo), Salina
(Sal), Carragenina (Cg). a = administracdo por via intrapleural, b=
administracéo por via intraperitoneal. ** P < 0,01.

4.5 EFEITO DO EXTRATO BRUTO, FRACOES E
COMPOSTOS DE SENECIO BRASILIENSIS LESS,
SOBRE A CONCENTRACAO DE TNF-A, IL-1B E IL-17A

Os animais tratados previamente com CE (50 mg/kg),
fracbes AcOEt (5 mg/kg), AF (2,5 mg/kg), e compostos isolados:
Sen (1 mg/kg), Int (1 mg/kg) e DCQs (0,5 mg/kg), reduziram
significativamente as concentracdes de TNF-a (% de inibicdo CE:
32,01+6,06%; AcOEt: 45,11+4,73%; AF: 28,58+3,49%, Sen:
16,42+3,52%; Int: 15,39+5,87%; e DCQs: 36,36+3,23%) (P <
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0,05) (Tabela 4). Nas mesmas condi¢cdes experimentas, foi
observado que CE (50 mg/kg), fracbes AF (2,5 mg/kg), AcOEt (5
mg/kg), e os compostos Sen (1 mg/kg), Int (1 mg/kg) e DCQs
(0,5 mg/kg), foram capazes de diminuir a concentracéo de IL-1f3
(% de inibicdo: CE: 40,97+4,74% , AcOEt: 51,32+3,55%, AF:
41,62+8,37%, e DCQs: 50,03+4,91%, (P < 0,05). Ja os dois
compostos, Sen e Int, ndo foram capazes de reduzir as
concentragdes desta citocina (p > 0,05) (Tabela 4). Nas mesmas
condicbes experimentais a IL-17A, também teve sua
concentracdo reduzida (CE: 34,82+4,15%, AcOEt: 23,46+6,77%;
AF: 24,88+,51%, Sen: 39,55+5,76%; Int: 31,99+1,54%, e DCQs:
25,04+6,02%) (P < 0,01) (Tabela 4).

Dexametasona e a indometacina também reduziram
significativamente as concentracdes destas trés citocinas proé-
inflamatdrias, TNF-qa, IL-18 e IL-17A e (Tabela 4) (P < 0,01).

Tabela 5: Efeito do extrato bruto da Senecio brasiliensis, suas
fracdes e compostos sobre a concentragcao de TNF-a, IL-18 e IL-

17A.

TNF-a(pg/mL)

IL-1B8(pg/mL)

IL-17A(pg/mL)

Grupos (o4 de inibicio) (% de inibicdo) (% de inibic&o)
Sal® 53,71%9,85 158,5+8,88 37,78+2,27
Cg” 258421425 927,5£85,9 606,6+40,50
CE’ 1757£156,7 547,5£43,97 395,425,16
(32,0146,06)*  (40,97+4,74)*  (34,82+4,15)*
ACOEt" 1418+122,1 451,5£32,9 455,7+9,17
(45,11%4,73)*  (51,32¢355)*  (24,88+1,51)*
AP 1846£90,18 541,5£77,67 464,3+41,09
(28,58+3,49)*  (41,62+8,37)*  (23,46+6,77)**
DCQs®  1645:83,47 463,5£45 51 443,2+31,96
(36,36£3,23)*  (50,03+4,91)*  (25,04+6,02)*
Sen®  2073196,19 920,1+140,6 366,734,904
(16,42+3,52)* (39,5545, 76)**
Int”® 2186+151,8 902,8+104,8 412,6+9,36
(15,3945,87)* (31,99+1,54)**
Dexa® 1441t  117,4 462,8+4239 136,1%6,7(77,56+1, 11)*

(44,22+4,54)**

(50,10+4,57)**
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Indo® 966,9+87 641,8+61,62 88,89+7,74(85,35+1,28)**
(62,58+4,3,67)** (30,81+6,64)**

Extrato bruto (CE), fracdo rica em alcal6ides (AF), fracdo acetato de etila
(AcOEt), Senecionina (Sen), Integerrimina (Int), istura de &cidos
cafeiolquinicos (DCQs), Dexametasona (Dexa),Indometacina (Indo)), Salina
(Sal), Carragenina (Cg). a = administragdo por via intrapleural, b=
administragdo por via intraperitoneal. *P < 0,05 * P < 0,01

4.6 EFEITO DOS COMPOSTOS DE SENECIO
BRASILIENSIS LESS, SOBRE A FOSFORILACAO DA
PROTEINA P-65 (P-P65 NF-KB)

Nossos experimentos mostraram que 0S compostos
DCQs (0,5 mg/kg), Sen (1 mg/kg) e Int (1 mg/kg) foram capazes
de reduzir significativamente a fosforilagdo da subunidade p65
NF-kB (% de inibicdo: DCQs: 23,59 + 3,2%, Sen: 28,58 + 5,0%, e
Int: 28,36 + 4,1%) (P < 0,05) (Figura 8).
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Figura 8 - Efeito da S. brasiliensis sobre a fosforilagdo da
subunidade p65 do NF-kB
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Sal=animais tratados somente com salina por via intrapleural, Cg=
animais tratados somente com Cg por via intrapleural; compostos
DCQs: 0,5 mg/kg, Sen: 1 mg/kg, Int: 1 mg/kg, de Senecio
brasiliensis, Dexametasona (Dexa: 0,5 mg/kg), Indometacina (Indo:
5 mg/kg), administrados por via intraperitoneal (i.p.) 30 min antes da
inducdo da inflamacdo pela carragenina (Cg) (1%) administrada
por via intrapleural (i.pl.) sobre a fosforilacdo da proteina p65 (p-
p65-NF-kB). *P < 0,05 e P < 0,01
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5 DISCUSSAO

No presente estudo, foi avaliado o efeito anti-
inflamatdrido do extrato bruto (CE), das fragBes acetato de etila
(AcOEt), fracdo rica em alcaldides (AF), hexano (HEX) e
diclorometano (DCM) e dos compostos isolados: senecionina
(Sen), Integerrimina (Int), N-O0xido senecionina e uma mistura de
acidos dicafeiolquinicos (DCQs), obtidos a partir das flores da
Senecio brasiliensis (Spreng) Less, utilizando-se o modelo da
pleurisia induzida pela carragenina em camundongos.

Os resultados deste estudo demonstraram que o material
vegetal utilizado foi capaz de inibir a migragdo de leucécitos, e
esta inibicdo ocorreu, as custas da diminuicdo da migracédo de
neutrdéfilos. Este efeito parece estar associado com a diminuigéo
da atividade das enzimas MPO e ADA, assim como inibi¢cdo das
citocinas pro-inflamatorias: TNF-a, IL-1B e IL-17A. Estudos
prévios in vivo e in vitro, jA demonstravam que as plantas da
familia Asteraceae, apresentam atividade anti-inflamatéria
(Goulart et al., 2007; Ekenas et al., 2008; Capelari-Oliveira et al.,
2011; Gonzalez et al., 2013).

Dentre as fracbes estudadas, a fracdo AF apresentou
melhor efeito anti-inflamatério, uma vez que em uma dose de 2,5
mg/kg, a fracdo ja foi capaz de inibir significativamente a
migracdo de leucécitos, em comparagcdo com a dose de 5 mg/kg
para a fracdo AcOEt. As fragcbes HEX e DCM ndo conseguiram
inibir a migracéao leucocitaria, por isso nao foram utilizadas para a
andlise dos outros marcadores inflamatérios.

Observando o efeito dos compostos, concluimos que a
DCQs foi capaz de inibir significativamente a migracdo
leucocitaria, em uma dose menor que as da Sen e a Int (0,5
mg/kg; 1 mg/kg e 1 mg/kg, respectivamente). O alcal6ide, N-
oxido senecionina, nao teve atividade sobre a migracdo
leucocitaria, ndo sendo, portando utilizado para as andlises
posteriores.
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Nas andlises seguintes, foram escolhidas duas enzimas,
a MPO que esta relacionada com a ativacdo de neutrdfilos, e a
ADA que inicialmente foi associada somente com
mononucleares. Estudos tem demonstrado a participacdo da
ADA na resposta inflamatéria pelo qual apresenta um carater
celular do tipo neutrofilico (Frode e Medeiros, 2001; Antonioli,
Csoka, et al., 2014).

Tanto o CE quanto as fracbes AcOEt e AF e os
compostos Sen, Int e DCQs, foram capazes de inibir a atividade
da MPO, a principal enzima proé-inflamatéria presente no
citoplasma das células e considerada um marcador de neutréfilos
ativados, tendo papel fundamental nas doencas inflamatérias
agudas (Van Der Veen et al., 2009).

A S. brasiliensis também foi capaz de inibir a ADA,
porém com perfil diferente entre os grupos. Entre as fracdes
estudadas, a fracdo AcOEt demonstrou melhor resultado do
percentual de inibicdo da MPO (AcOEt: 44,68% e AF: 24,06%),
sendo que a mesma relacdo ocorreu com a inibicdo da ADA
(AcOEt: 72,94% e AF: 56,93%). Porém quando avaliamos os
compostos, o que mais inibiu a enzima MPO foi a Sen, e 0 que
mais inibiu a ADA foi a Int, sendo que para esta Ultima enzima os
resultados de inibicdo foram semelhantes. De forma geral,
observou-se que a planta foi capaz de inibir as duas enzimas, o
que leva a conclusdo que ela ndo somente inibe o influxo de
neutréfilos como também a ativacao destas células.

Frode e colaboradores (2001) demostraram que as
citocinas TNF-a e IL-1B, estdo envolvidos na resposta
inflamatéria induzida pela carragenina, no modelo da pleurisia,
em camundongos. O agente flogistico carragenina é capaz de
ativar os receptores do tipo Toll 4 e vias intracelulares, incluindo
a transcricdo de citocinas, como o TNF-a e IL-1B (Tsuji et al.,
2003; Reynolds et al., 2007). Ambas as citocinas pro-
inflamatdrias exercem papel fundamental na migracdo de
leucocitos (Frode et al., 2001). O extrato bruto, as fragcbes AcOEt
e AF e o composto DCQs, foram capazes de reduzir a
concentracdo de TNF-a e IL-1.
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Outra citocina estudada foi a IL-17A, a qual é
reconhecida por ser um importante marcador pré-inflamatdério.
Esta citocina esta envolvida em muitas doencas imunes, como a
asma, pela inducdo da inflamacdo que causa nos pulmbes e a
regulagdo da expressdo de outros mediadores inflamatorios que
atuam no recrutamento e na ativacao de neutrdfilos (Park e Lee,
2010). Modelos animais sugerem que as células T helper 17
(Th17), principais responsaveis pela liberacdo desta citocina,
promovem uma inflamacdo do tipo neutrofilica, e em conjunto
com as células Th2, desencadeiam importante
hiperresponsividade das vias aéreas (Cosmi et al., 2011). Nossos
resultados, demostraram que a S. brasiliensis, foi capaz de
reduzir a concentracdo desta citocina, confirmando portanto, o
seu potencial anti-inflamatorio.

Em nossos experimentos, os compostos, DCQs, Sen e
Int, demostraram efeito inibitério na fosforilacdo da subunidade
p65, demonstrando que a planta atua também na via do NF-kB.
Como ja citado anteriormente, a Cg € capaz de induzir a ativagcao
de receptores TLR4, que ativa a via canbnica do NF-kB
(Bhattacharyya et al., 2008). A fosforilacao do inibidor da proteina
inibitéria da via do NF-kB (IkB) e a sua posterior degradacédo
proteossomal, libera os dimeros de NF-kB, p50 e p65, que séo
translocados para o nucleo. O NF-kB é um fator de transcricao
que atua a nivel nuclear, induzindo a producdo de mediadores
inflamatério, como TNF-a e IL-1B (Oeckinghaus et al., 2011).






I

6 CONCLUSAO

Os resultados deste estudo sugerem que a Senecio
brasiliensis (Spreng) Less. possui importantes propriedades anti-
inflamatérias, devido a sua capacidade em inibir a migracdo de
células e producéo de mediadores pré-inflamatérios na cavidade
pleural de camundongos. Estas propriedades parecem estar
relacionadas com a inibicdo da atividade das enzimas MPO e
ADA, bem como das citocinas pro-inflamatérias (TNF-a, IL-1B e
IL-17A). Ademais, a inibicdo da via do NF-kB pelos compostos
corroborou com a inibicdo da migracao de leucdcitos e citocinas
pré-inflamatérias promovidos pela S. brasiliensis. Por fim, os
compostos Sen, Int e DCQs parecem ser 0s principais
responsaveis por este efeito anti-inflamatério (Figura 9)
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Figura 9 - Resumo gréfico dos efeitos da S. brasiliensis sobre mediadores
pré-inflamatorios
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