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RESUMO

Ageratum conyzoides L. é utilizada na medicina popular brasileira
como agente anti-inflamatério. Os objetivos deste estudo foram:
I) Avaliar o efeito anti-inflamatério do extrato bruto (EB), das
fragbes: etanol (EtOH-F), hexano (HEX-F), acetato de etila
(AcOEt-F) e diclorometano (DCM-F) e dos compostos isolados
5’-metoxi nobiletina (MeONOB), 1,2-benzopirona (BP) e
eupalestina (EP) da A. conyzoides L.; Il) Elaborar uma revisao
sistematica sobre o efeito anti-inflamatdrio das cumarinas (in vitro
e in vivo). Neste estudo, foi utilizado o modelo da pleurisia
induzida pela carragenina, em camundongos. Os parametros
analisados foram: leucécitos, concentragbes de: proteinas do
exsudato, mieloperoxidase (MPQO), adenosina desaminase
(ADA), metabdlitos do 6xido nitrico (NOx) e citocinas (IL-10, IL-
17A, IL-6, TNF-qa, IFN-y, MCP-1) e fosforilagdo de p65 NF-kB (p-
p65 NF-kB), p38 MAPK (p38 e p-p38 MAPK) e ERK (p-ERK).
Para revisado sistematica, foi realizada a pesquisa de literatura
publicada entre 01/01/2005 e 31/12/2015, nas bases de dados
PUBMED, MEDLINE, Web of Science e Scopus, utilizando os
termos ‘anti-inflammatory’ e ‘coumarin’ e ‘in vivo’ ou ‘in vitro’. EB,
fracbes e compostos isolados inibiram leucdcitos, as
concentragdes de proteinas do exsudato de MPO, ADA e NOx
(p<0,05). EB, EtOH-F e os compostos isolados inibiram as
concentragbes de IL-17A, IL-6, TNF-a e IFN-y (p<0,05). EB,
EtOH-F, MeONOB e BP reduziram as concentragcbes de MCP-1
(p<0,01). EB, EtOH-F e BP aumentaram as concentragdes de IL-
10 (p<0,05). Os compostos isolados inibiram p-p65 NF-kB e p-
p38 MAPK (p<0,01). Em relagdo a revisao sistematica, a maioria
dos estudos utilizou ensaios in vitro. Os estudos avaliaram
principalmente citocinas, edema, estresse oxidativo, células
inflamatdrias, NOx, NF-«xB, MAPK, MPO e COX-2. A. conyzoides
L. possui importante atividade anti-inflamatéria e seu mecanismo
de agao parece estar associado a inibigdo da fosforilagao de p65
NF-kB e p38 MAPK. Os compostos isolados MeONOB, BP e EP
€ as cumarinas podem ser considerados importantes candidatos
para o desenvolvimento de novos farmacos anti-inflamatorios.

Palavras-chaves: Ageratum conyzoides L., inflamacgao,
mediadores proé-inflamatérios, NF-kB, MAPK, cumarinas.






ABSTRACT

Ageratum conyzoides L. is used in Brazilian folk medicine as an
anti-inflammatory agent. The aims of this study were: |) Evaluate
the anti-inflammatory effect of the crude extract (CE), of the
fractions: ethanol (EtOH-F), hexane (HEX-F), ethyl acetate
(EtOAc-F) and dichloromethane (DCM-F) and of the isolated
compounds 5-methoxy nobiletin (MeONOB), 1,2-benzopyrone
(BP) and eupalestin (EP) from A. conyzoides L.; Il) Make a
systematic review about the anti-inflammatory properties of
coumarins (in vitro and in vivo). In this study, the model of
pleurisy induced by carrageenan was used, in mice. The
parameters analysed were: leukocytes, concentrations of the
exudate protein, of myeloperoxidase (MPQO), of adenosine
deaminase (ADA) and of nitric oxide metabolites (NOx), cytokines
levels (IL-10, IL-17A, IL-6, TNF-a, IFN-y, MCP-1), and
phosphorylation of p65 NF-kB (p-NF-kB p65), p38 MAPK (p38
and p-p38 MAPK) and ERK (p-ERK). For the systematic review, it
was carried out the research of literature published between
January 1, 2005 and December 31, 2015, in PUBMED,
MEDLINE, Web of Science and Scopus using the keywords: 'anti-
inflammatory' and 'coumarin' and 'in vivo' or 'in vitro'. CE, fractions
and isolated compounds inhibited leukocyte, protein
concentrations of the exudate, MPO, ADA and NOx
concentrations (p<0.05). CE, EtOH-F and isolated compounds
significantly reduced IL-17A, IL-6, TNF-a and IFN-y levels
(p<0.05). CE, EtOH-F, MeONOB and BP significantly reduced
MCP-1 levels (p<0.01). CE, EtOH-F and BP increased IL-10
levels (p<0.05). The isolated compounds reduced p-p65 NF-kB
and p-p38 MAPK (p<0.01). In relation to the systematic review,
most of the studies used in vitro assays. The studies focused
mainly in cytokines, oedema, oxidative stress, inflammatory cells,
NOx, NF-kB, MAPK, MPO, and COX-2. A. conyzoides L. has
important anti-inflammatory activity and its mechanism of action
seems to be associated with the inhibition of phosphorylation of
p65 NF-kB and p-p38 MAPK. The isolated compounds MeONOB,
BP and EP and coumarins may be considered important
candidates for the development of new anti-inflammatory drugs.

Key words: Ageratum conyzoides L., inflammation, pro-
inflammatory mediators, NF-kB, MAPK, coumarins.
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1. INTRODUGAO
1.1 USO DE PLANTAS MEDICINAIS NA SAUDE

O campo das praticas integrativas e complementares
contempla sistemas médicos e recursos terapéuticos, os quais
sdo também denominados pela Organizagdo Mundial da Saude
(OMS) de medicina tradicional e complementar/alternativa. Tais
sistemas e recursos envolvem abordagens que buscam estimular
0s mecanismos naturais de prevencgao de agravos e recuperagao
da saude por meios eficazes e seguros, com énfase na escuta
acolhedora, no desenvolvimento do vinculo terapéutico e na
integracdo do ser humano com o meio ambiente e a sociedade
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2003).

Dentre as diferentes medicinas tradicionais, pode-se
destacar a medicina tradicional indiana e a chinesa. A medicina
tradicional indiana € uma das mais antigas ciéncias da saude e &
baseada em seis sistemas: naturopatia, unani, siddha,
homeopatia, yoga e ayurveda, sendo esta ultima a pratica
medicinal indiana mais antiga, difundida e aceita no mundo
(JAISWAL; LIANG; ZHAO, 2016). Ja a medicina tradicional
chinesa é um sistema milenar que inclui a acupuntura, praticas
corporais como tai-chi-chuan, e praticas mentais como a
meditacdo (ZHANG et al., 2012a; CHUNG et al., 2014). A pratica
da medicina tradicional chinesa e da ayurveda tem em comum
seu principal material medicinal: as plantas medicinais.

O uso de plantas medicinais remonta as primeiras
civilizagcdes. A evidéncia escrita mais antiga data de mais de
5.000 anos e foi encontrada em Nagpur, na india. Trata-se do
registro em tabuletas cuneiformes de 12 preparagdes medicinais
que fazem referéncia a mais de 250 plantas diferentes
(PETROVSKA, 2012).

No Brasil, a utilizagdo de espécies vegetais bioativas &
anterior ao Periodo Colonial, e integrava as praticas tradicionais
das diversas nagdes indigenas. Desde entdo, ao longo da
historia, a medicina popular brasileira se construiu fundamentada
ndao s6 em conhecimentos indigenas, mas também no
conhecimento do imigrante europeu e africano (ROCHA et al.,
2015).
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Nas décadas de 1940 e 1950, mesmo com o
desenvolvimento dos farmacos sintéticos, as plantas medicinais
permaneceram como forma alternativa de tratamento de
enfermidades em varias partes do mundo, mas foi nas ultimas
décadas do século XX que se observou a “redescoberta” de
preparagdes a base de plantas para fins terapéuticos (BADKE et
al., 2012).

Atualmente, muitos fatores tém contribuido para o aumento
da utilizagdo das plantas como recurso medicinal, entre eles, o
alto custo dos medicamentos industrializados, o dificil acesso da
populagédo a assisténcia médica, bem como a tendéncia ao uso
de produtos de origem natural. Acredita-se, que o cuidado
realizado por meio das plantas medicinais seja favoravel a saude
humana, desde que o usuario tenha conhecimento prévio de sua
finalidade, riscos e beneficios (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2013; ROCHA et al., 2015).

A legitimacdo e a institucionalizacdo de abordagens de
atencdo a saude, voltadas para a medicina tradicional no Brasil,
teve inicio a partir da década de 1980, principalmente apés a
criagdo do Sistema Unico de Saude (SUS). Mais tarde, foi criada
a Politica Nacional de Praticas Integrativas e Complementares no
SUS, instituida pela Portaria do Ministério da Saude n° 971, de
03 de maio de 2006, tendo como objetivo ampliar as opgodes
terapéuticas aos usuarios do SUS, dentre estas, as plantas
medicinais, com garantia de acesso aos fitoterapicos e a servigos
relacionados a fitoterapia, com seguranga, eficacia e qualidade,
na perspectiva da integralidade da atencdo a saude. Somando-
se a isso, o Programa Nacional de Plantas Medicinais e
Fitoterapicos, instituido em 2007, visava "garantir a populacéo
brasileira o acesso seguro e o uso racional de plantas medicinais
e fitoterapicos, promovendo o uso sustentavel da biodiversidade,
o desenvolvimento da cadeia produtiva e da industria nacional"
(BADKE et al., 2012; ROCHA et al., 2015)

Neste cenario, o Brasil, que €& o pais de maior
biodiversidade do planeta, tem o potencial necessario para
desenvolvimento de pesquisas de novas op¢des terapéuticas.
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1.2 AGERATUM CONYZOIDES L.

A Ageratum conyzoides Linn (A. conyzoides L.) (Figura 1),
conhecida popularmente como mentrasto, catinga de bode ou
erva de Sdo Jodo, € uma espécie do género Ageratum,
pertencente a familia Asteraceae (LIMA et al., 2011).

Figura 1- Imagem de Ageratum conyzoides Linn
Fonte: http://www.sweetpics.site/a/ageratum-conyzoides.html.
Acesso em 12 de agosto de 2016.

A. conyzoides L. é uma planta tropical comum na Africa
Ocidental, algumas partes da Asia, América do Sul e América
Central que € utilizada na medicina popular em muitos paises,
como India, Camardes, Congo, México, llhas do Caribe, dentre
outros. E considerada uma erva anual cosmopolita tropical, muito
comum nas areas do nordeste do Brasil, especialmente em
serras. Tem odor peculiar, sendo na Australia, comparado ao
odor de bode, dai o nome popular de catinga de bode
(OKUNADE, 2002; AGRA et al., 2008).

Na medicina popular brasileira, a infusdo das folhas A.
conyzoides L. (2-3 g em 150 mL de agua de duas a trés vezes ao
dia) é utilizada como anti-inflamatério e analgésico, para o
tratamento de dores articulares que ocorrem na artrite e na
artrose, e também como agente antidiarreico (OKUNADE, 2002;
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SINGH et al.,, 2013; SILVA; FRANCISCONI; GONCALVES,
2016).

Estudos in vitro e in vivo, bem como estudos clinicos,
evidenciaram importantes propriedades farmacolégicas desta
planta, incluindo analgésica (YAMAMOTO et al, 1991),
antimicrobiana (DURODOLA, 1977; ADETUTU et al., 2012),
antiprotozoario (NOUR et al., 2010; UKWE et al., 2010; HAREL
et al., 2011), antiproliferativa e antioxidante (ADEBAYO et al.,
2010a), além de efeito anti-inflamatério (MOURA et al., 2005;
BIRADAR et al., 2011; HASSAN et al., 2012).

A andlise fitoquimica da A. conyzoides L. identificou a
presenca de diferentes constituintes: mono- e sesquiterpenos,
benzofurano, cromonas, cromenos, cumarinas, flavonoides
(euplanestina e nobiletina), alcaloides, triterpenos e esteroides
(SINGH et al., 2013).

Por outro lado, a toxicidade desta planta ainda é pouco
estudada. Estudos publicados reportaram a presenga de
alcaloides potencialmente hepatotdxicos, tais como os alcaloides
pirrolizidinicos, na A. conyzoides L. (BOSI et al., 2013; ROEDER,;
WIEDENFELD, 2013; NEUMAN et al., 2015). Entretanto, estudos
in vivo nao observaram efeitos toxicos, sugerindo que a A.
conyzoides L. ndao oferece risco quando administrada via oral
(MOURA et al., 2005; ADEBAYO et al., 2010b; DIALLO et al.,
2010).

Apesar do uso consolidado da A. conyzoides L. na
medicina popular e das propriedades farmacolégicas publicadas,
faltam estudos cientificos que elucidem os alvos moleculares que
contribuem para sua agdo anti-inflamatdria. Neste contexto, o
estudo da atividade anti-inflamatéria da A. conyzoides L. torna-se
importante para o embasamento cientifico de seu uso medicinal,
bem como para contribuir no desenvolvimento de novos
farmacos com potencial agao anti-inflamatéria.

Vale a pena ressaltar que um dos principais compostos
isolados da A. conyzoides € uma cumarina simples (1,2-
benzopirona).

As cumarinas s&o compostos organicos aromaticos
heterociclicos que representam uma importante classe de
compostos fendlicos. Tais moléculas compreendem uma grande
classe de compostos que sao encontrados em todo o reino
vegetal, principalmente em frutos, raizes, caule e folhas de
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membros das familias Apiaceae e Rutaceae (GARCIA-BELTRAN
et al., 2014; WALASEK et al., 2015).

Essas moléculas tém suas estruturas provenientes de
lactonas do acido o-hidroxi-cindmico (2H-1-benzopiran-2-onas) e
sdo classificadas em quatro subtipos, que ocorrem na natureza
na forma de metabdlitos secundarios das plantas: 1) cumarinas
simples; IlI) furanocumarinas; |Ill) piranocumarinas; e 1V)
piranocumarinas substituidas (ROHINI; SRIKUMAR, 2014;
SKALICKA-WOZNIAK et al., 2016).

Sabe-se que esta classe de compostos organicos,
provenientes de fontes naturais ou sintéticas, possui diversas
fungdes bioldgicas, além de propriedades farmacologicas. Na
medicina, as cumarinas sdo utilizadas no tratamento de
diferentes condigbes clinicas devido a sua atividade
anticoagulante (LEI et al., 2015), antiproliferativa (LI et al., 2015;
BAI et al.,, 2016), antioxidante (KANCHEVA et al.,, 2010;
KARTHIKEYAN et al., 2016), e anti-inflamatoria (OKUYAMA et
al., 2013; SAHU et al., 2015; LIU et al., 2016; NGUYEN et al.,
2016; WEI et al., 2016b).

Apesar da variedade de estudos quimicos sobre sua
estrutura, poucos foram conduzidos com foco na avaliagédo das
propriedades farmacoldgica das cumarinas.

1.3 PROCESSO INFLAMATORIO

A inflamagao é uma resposta fisiolégica desencadeada por
lesdo tecidual ou estimulos antigénicos e que, muitas vezes,
torna-se prejudicial ao organismo. Este processo pode ser
definido como uma cascata de eventos na qual ocorre a
liberagdo de mediadores e a ativagao de células que tem como
objetivo o reparo do tecido lesado (ASHLEY; WEIL; NELSON,
2012; HEADLAND; NORLING, 2015).

As caracteristicas clinicas do processo inflamatério ja
foram descritos ha mais de 2.000 anos por Celsus e estao bem
estabelecidas pelos sinais cardinais classicos, como: calor, rubor,
tumor e dor (DORWARD et al., 2012). Inicialmente, observa-se
uma resposta de fase aguda, que possui duragido variavel, na
qual ha o aumento da permeabilidade vascular, expressdo de
moléculas de adesdo, tais como selectinas, integrinas, molécula
de adeséo intercelular (ICAM-1) e molécula de adesao vascular
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(VCAM-1), seguido pela adeséo e infiltragdo de células no local
da lesdo, liberagcdo de mediadores, apoptose celular e
crescimento de novos tecidos e vasos (ASHLEY; WEIL;
NELSON, 2012; HEADLAND; NORLING, 2015) Ainda, se a
inflamagao nao for interrompida com éxito, ocorre a progressao
da lesdo tecidual devido a ativagao celular exacerbada e a
producdo de mediadores inflamatérios, com posterior perda da
atividade funcional do 6rgao afetado (DORWARD et al., 2012).

Na resposta inflamatéria e na resposta imune inata, ocorre
a ativagao de células fagociticas, dentre as quais se destacam os
mondcitos e os neutrofilos (JANG; RABB, 2015; ZHOU et al.,
2015).

Os neutréfilos desempenham fungdo protetora devido a
sua capacidade de fagocitar e produzir importantes substancias
antimicrobianas, enzimas proteoliticas e espécies reativas de
oxigénio (KOLACZKOWSKA; KUBES, 2013; LEMESCH et al.,
2016). As proteinas presentes nos neutrofilos estdo distribuidas
em seus granulos primarios (azurdfilos), secundarios
(especificos) e terciarios, bem como em vesiculas secretoras.

A mieloperoxidase (MPQO) é uma peroxidase expressa
principalmente nos granulos azurdéfilos dos neutréfilos, mas
também pode estar presente nos  mononucleares
(mondcitos/macréfagos), porém em  menor  quantidade
(ARNHOLD; FLEMMIG, 2010; PROKOPOWICZ et al., 2012).

Além de sua participagdo na imunidade inata, a MPO
também é importante na formacao das armadilhas extracelulares
de neutrdfilos (Neutrophil Extracelular Traps — NETS), visto que
foi observado que a deficiéncia desta enzima prejudica a
formagéao de NETs (METZLER et al., 2011).

A atividade da MPO esta relacionada principalmente com a
atividade fagocitica dos neutréfilos. Concomitante com o
processo de fagocitose, os neutréfilos ativam a enzima
nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH) oxidase e
recrutam seus granulos para se fundirem com o fagossoma
recém-formado. A NADPH oxidase transfere elétrons para dentro
do fagossoma, gerando o anion superoéxido (O2’) e o peroxido de
hidrogénio (H20>), a partir de oxigénio molecular. O anion cloreto
(CI"), presente no citoplasma dos neutréfilos, entra no fagossoma
através de canais de cloro, principalmente via proteina
transmembrana denominada de Regulador de Condutancia
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Transmembrana da Fibrose Cistica (CFTR - Cystic Fibrosis
Transmembrane Conductance Regulator). Outros canais de
cloro, como os canais de cloreto dependente de voltagem 3
(CIC3) e os co-transportadores K*/CI- 3 (KCC3), também
promovem aporte de CI, porém, em menor escala. Neste
processo, a MPO, fornecida pelos granulos azurdéfilos, reage com
0 H202 formando o Composto | (Cpd 1), que por sua vez catalisa
a oxidagao dos dois elétrons do anion ClI-, formando o cation CI*.
O cation CI* resultante desta reacdo € entdo utilizado para a
formagéo do acido hipocloroso (HOCI). O HOCI formado reage
com peptideos e proteinas do proprio hospedeiro e do
microrganismo fagocitado gerando uma variedade de produtos,
incluindo as monocloraminas (NH2Cl) e o0s compostos
cloroaminados (PNHCI). Estes produtos gerados na reagédo do
HOCI podem ainda promover a formacdo de compostos
aldeidicos, os quais, assim como o HOCI e seus derivados, tem
potencial agao microbicida (KLEBANOFF et al., 2013).

No entanto, a ativagdo persistente do sistema MPO-H20.-
HOCI durante o processo inflamatério faz com que a MPO seja
liberada para o espaco extracelular podendo promover lesao
tecidual. A lesao tecidual ocorre porque ha produgéo de espécies
reativas de oxigénio que sido capazes de iniciar reagdes de
oxidacdo em lipideos, no DNA e em lipoproteinas
(PROKOPOWICZ et al., 2012; KLEBANOFF et al., 2013).

Durante o processo inflamatério o acumulo de neutréfilos é
acompanhado pela intensa atividade da MPO, assim, a analise
da atividade desta enzima torna-se uma ferramenta util para a
avaliagdo indireta da presenga de neutrofilos ativados no sitio
inflamatorio.

Na clinica, o aumento da atividade da MPO pode ser
detectado no endotélio coronariano de pacientes com
aterosclerose (DE VRIES et al., 2016), no plasma de pacientes
com doengas neurodegenerativas, como Alzheimer, Parkinson e
esclerose multipla (TZIKAS et al., 2014; JUCAITE et al., 2015;
RAY; KATYAL, 2016), e no soro de pacientes com artrite
reumatoide (STAMP et al.,, 2012) e de pacientes asmaticos
(NADEEM et al., 2014; CIEPIELA; OSTAFIN; DEMKOW, 2015).

Além dos neutrofilos, outras células importantes do sistema
imune sdo mondcitos. Durante o processo inflamatério, uma vez
que migram para o tecido, os mondcitos se diferenciam em
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macrofagos, e estas células serdo responsaveis por fagocitar
corpos estranhos e promover a apresentacdo de antigenos para
os linfocitos T, através do complexo proteico denominado
complexo principal de histocompatibilidade classe 1l (MHC-II)
(DAS et al., 2015). Além disso, os macréfagos ativados podem
secretar citocinas pro-inflamatérias como: interleucina-1 (IL-1),
interleucina-6 (IL-6) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a),
contribuindo para o desenvolvimento do processo inflamatdrio
(DAS et al., 2015, ITALIANI; BORASCHI, 2015).

Dentre os mediadores secretados pelos macroéfagos, pode-
se destacar outra importante enzima envolvida no processo
inflamatdrio, a adenosina desaminase (ADA). Apesar de serem
os macroéfagos ativados a principal fonte de ADA, neutrofilos,
linfocitos T e B e células endoteliais também secretam esta
enzima no sitio inflamatério, regulando as concentragbes
plasmaticas de adenosina, que esta associada diretamente com
a resposta inflamatéria (BEYAZIT et al., 2012; ANTONIOLI et al.,
2014; CAORSI et al., 2016).

A ADA é uma enzima envolvida no metabolismo das
purinas, que catalisa a desaminacéao hidrolitica da adenosina ou
em inosina ou 2-desoxiadenosina em 2’-desoxiinosina
(ANTONIOLI et al., 2014; CORTES et al., 2015).

A ADA pode ser encontrada em diferentes tecidos e fluidos
corporais. Inicialmente, sua fungido primordial € o controle das
concentragdes de adenosina, entretanto, sua atividade biolégica
nao se limita a atividade enzimatica. Sabe-se que a ADA
participa da diferenciagdo e da proliferagdo de linfécitos T, bem
como da maturagdo e da fungdo dos mondcitos e dos
macréfagos (CAORSI et al., 2016).

Em humanos, foram identificadas duas isoformas de ADA,
designadas de ADA1 e ADA2 (BEYAZIT et al., 2012; KALJAS et
al., 2016). A isoforma ADA1 pode ser expressa por todos os tipos
de células, enquanto a ADA2 é expressa principalmente por
mondcitos e outras células da linhagem mieloide. Em relagéo a
atividade, a isoforma ADA1 atua principalmente no ambiente
intracelular. Por outro lado, a isoforma ADA2 é secretada no
microambiente, onde exerce suas fungdes, sendo assim
facilmente detectada no plasma (CAORSI et al., 2016; KALJAS
etal., 2016).
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A avaliagdo da ADA2 no soro e demais fluidos bioldgicos
auxilia o diagndstico de condigdes patoldgicas, uma vez que a
atividade desta enzima se encontra aumentada em pacientes
com doengas inflamatérias, como artrite reumatoide
(VINAPAMULA et al.,, 2015), Ilupus eritomatoso sistémico
(SAGHIRI et al., 2012), colite ulcerativa (BEYAZIT et al., 2012) e
tuberculose (IGE; EDEM; ARINOLA, 2016).

A adenosina, substrato da ADA, é um nucleosideo
endogeno presente tanto no espaco intra como extracelular, com
acdo pleiotrépica, que desempenha seus efeitos anti-
inflamatérios  (acdo  constitutiva) ou  pré-inflamatérios,
dependendo do tipo de receptor ativado e da sua concentragio
no sitio inflamatério (ANTONIOLI et al., 2014).

Os receptores de adenosina pertencem a familia de
receptores acoplados a proteina G e sao classificados em quatro
diferentes subtipos: A1, Aza, Az € As. Estes receptores sao
expressos em neutréfilos, eosindfilos, basofilos, mondcitos,
linfocitos T e B, macroéfagos, células dendriticas, células do
epitélio bronquico, fibroblastos e células endoteliais (ANTONIOLI
etal., 2014; CORTES et al., 2015).

A ativagcao dos receptores de adenosina pode promover
diferentes efeitos bioldgicos, que muitas vezes sao antagbnicos.
A interacdo da adenosina com os receptores A+, Aza € Az inibe a
produgdo de citocinas pro-inflamatorias, tais como: TNF-a, IL-6,
IL-12 e proteina inflamatéria de macrofago (MIP-1), ao mesmo
tempo que induz a producdo de IL-10, promovendo um efeito
anti-inflamatdrio. Por outro lado, a interagdo da adenosina com o
receptor Azg pode promover efeito pré ou anti-inflamatério
dependendo do tecido e das condigbes do microambiente
(ANTONIOLI et al., 2014). Por exemplo, em modelos
experimentais de colite e isquemia pulmonar, observou-se que a
interacdo da adenosina com o receptor Az induz a expressao e
a liberacao de diferentes mediadores pro-inflamatorios (IL-6,
TNF-a, IFN-y) (ANVARI et al., 2010; INGERSOLL et al., 2012).

Além de enzimas e células, outros mediadores também
sdo liberados na resposta inflamatoéria. Dentre eles pode-se
destacar o 6xido nitrico (NO).

O NO é um radical livre gasoso que regula as fungdes
celulares em condigbes fisiolégicas, incluindo o relaxamento
vascular, a inibicdo da agregagdo plaquetaria, a



34

neurotransmissao, as atividades antimicrobiana e anti-tumoral
dos macrofagos, entre outras (PREDONZANI et al.,, 2015;
WALTZ et al., 2015).

O NO ¢ sintetizado a partir do metabolismo do aminoacido
L-arginina mediado pela enzima oxido nitrico sintase (NOS). Esta
enzima apresenta trés isoformas: NOS neuronal (NOSn ou
NOS1), NOS endotelial (NOSe ou NOS3) e NOS induzida (NOSi
ou NOS2) (KOBAYASHI, 2010; ASTUTI; NASUNO; TAKAGI,
2016).

As isoformas NOS1 e NOS3 produzem pequenas
quantidades de NO, envolvidas na manutengdo das funcgdes
fisiologicas do organismo, por isso sdo ditas isoformas
constitutivas (ASTUTI; NASUNO; TAKAGI, 2016).

Por outro lado, a atividade da isoforma NOS2, expressa
por macrofagos, neutrdfilos, células dentriticas, células
endoteliais e epiteliais, resulta na produgcdo de grande
quantidade de NO, que esta associada a condi¢des patologicas,
tais como Ilupus eritematoso sistémico (SANDOUGHI et al.,
2016), asma (DABBOUS et al.,, 2016) e doenga inflamatoria
intestinal (IKONOMI et al., 2016).

Além do NO, outros mediadores sao liberados durante o
processo inflamatodrio, entre eles as citocinas. As citocinas
interagem com receptores especificos nas células alvo
promovendo seu efeito biologico. Estes receptores estao
localizados na membrana celular ou no citoplasma, e
normalmente estdo presentes em pequeno numero (BRYANT;
SLADE, 2015).

Dentre as principais citocinas que participam ativamente do
processo inflamatorio destacam-se o TNF-a, IFN-y, IL-6, IL-17A,
proteina quimiotatica de mondécitos 1 (MCP-1) e IL-10 (KAPOOR
et al., 2011; BRYANT; SLADE, 2015).

O TNF-o. € uma citocina associada a doencgas inflamatérias
importantes, como a artrite reumatoide (WEI et al.,, 2016a), a
asma (HUANG et al., 2016) e a colite ulcerativa (SONG et al.,
2016).

A secrecao de TNF-a sinaliza o dano tecidual, o que
resulta em diferentes tipos de respostas celulares, tais como:
efeitos citotoxicos em células tumorais, inducdo de moléculas de
adesdo que favorecem a migragdo leucocitaria para o sitio
inflamatério, atuagdo sobre a funcdo de neutréfilos mediando
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processos como adesao, quimiotaxia, degranulagéo, entre outras
(COMMINS; BORISH; STEINKE, 2010; ZELOVA; HOSEK, 2013).
Tais efeitos ocorrem pela interagdo do TNF-a com seus
receptores tipo 1 e 2 (TNFR1 e TNFR2) e, juntamente com
complexos proteicos, tais como o fator 2 associado ao receptor
de TNF-a (TRAF2), promovem a ativagdo do NF-kB e da proteina
ativadora 1 (AP-1) (SEDGER; MCDERMOTT, 2014).

O IFN-y é uma citocina que ativa macréfagos e neutrdfilos
em resposta a diferentes estimulos, como LPS ou DNA
bacteriano, por meio da interacdo com seu receptor nas células
alvo. Esta citocina também estimula a expressdo do MHC-II nas
células apresentadoras de antigenos (APC) (SCHURGERS;
BILLIAU; MATTHYS, 2011). Paralelamente, o IFN-y ainda é
capaz de induzir a expressdo do MHC-Il em células que
normalmente ndo expressariam esta molécula, o que associa
esta citocina ao desenvolvimento de doencgas autoimunes, como
o lupus eritematoso sistémico (WANG et al., 2015).

Durante o processo inflamatério, o IFN-y atua
sinergicamente com o TNF-a estimulando a secregdo de
quimiocinas e a diferenciagdo de células T virgens em células
Th1 (JIN et al., 2016; LIM et al., 2016). Paralelamente, o IFN-y
ainda induz a expressdo de moléculas de adesao ICAM-1 e
VCAM-1 nas células endoteliais, promovendo o recrutamento de
neutrofilos para o local da inflamagéo (BISWAS et al., 2015).

A IL-6 é uma citocina que apresenta diferentes fungbes
biolégicas, dentre as quais se destacam: a proliferacdo e a
diferenciacdo celular, especialmente de células Th17, de
mondcitos/macrofagos e células dendriticas  (DITTRICH;
HESSENKEMPER; SCHAPER, 2015; FONTES; ROSE;
CIHAKOVA, 2015; SCHAPER; ROSE-JOHN, 2015). Além de
estimular a secrecdo de IL-21 por células Th virgens e por
células T de memodria e estimular a producao de imunoglobulinas
(IgG, IgM e IgA) por células B e de proteinas de fase aguda, tais
como proteina C reativa e haptoglobina, a IL-6 ainda é capaz de
induzir a producao e a1l-antitripsina, pelos hepatocitos (RATH et
al., 2015).

Em contrapartida, a IL-6 € capaz de induzir a diferenciagcao
de linfocitos B regulatérios (Breg), que por sua vez secretam IL-
10, citocina de propriedades anti-inflamatérias, auxiliando na
resolucao do processo inflamatério (ROSSER et al., 2014).
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A IL-6 é considerada o mediador chave na transi¢cdo da
inflamagao de fase aguda para crénica, uma vez que inibe o
influxo de neutréfilos e estimula o influxo e a ativacdo de
leucécitos mononucleares no local da inflamagdo (FONTES;
ROSE; CIHAKOVA, 2015; RATH et al., 2015).

Reconhecida n&o somente como um marcador pré-
inflamatdrio, a IL-6 ainda esta relacionada a patogénese de
doengas como a doenga pulmonar obstrutiva crénica (WEI et al.,
2015) e a artrite reumatoide (SU et al., 2016).

Dentre varias quimiocinas liberadas durante o processo
inflamatdrio, destaca-se a MCP-1, também denominada de
quimiocina C-C ligante 2 (CCL2), uma vez que é um potente fator
quimiotatico de mondcitos (DESHMANE et al., 2009). A MCP-1
pode ser produzida constitutivamente ou apds estimulos
diversos, incluindo estresse oxidativo, citocinas e fatores de
crescimento. Trata-se de um mediador importante nas respostas
imunes e durante o processo inflamatorio, regulando a migragéo
e a infiltracdo de células NK, mondcitos e linfécitos T para os
tecidos (DESHMANE et al., 2009; KOLATTUKUDY; NIU, 2012).
Ainda, sabe-se que esta quimiocina esta relacionada com a
patogénese de doengas como a asma (SZALAI et al., 2001; LEE
et al.,, 2015), a osteoartrite (XU et al., 2015) e as doencgas
neurodegenerativas, como Alzheimer (BOSE; CHO, 2013;
ZHANG et al., 2013).

A IL-17 é um importante mediador do processo inflamatério
capaz de induzir a liberagdo de quimiocinas, citocinas,
metaloproteinases de matriz (MMP) e peptideos anti-microbianos
de células mesenquimais e mieldides (ISAILOVIC et al., 2015).
Como resultado dos eventos mediados pela IL-17, ha a ativacao
e o acumulo de leucdcitos no local da inflamagdo, além da
ativagdo do sistema imune inato e adaptativo.

Paralelamente, dados da literatura evidenciam a
participacao desta citocina na patogénese da asma (HALWANI et
al., 2014) e da artrite reumatoide (GULLICK et al., 2013). Na
artrite reumatoide, a IL-17 (principalmente a IL-17A) se encontra
em concentragdes elevadas no liquido sinovial e contribui para o
desenvolvimento do processo inflamatdrio nas articulagbes, além
estar envolvida na destruigdo da cartilagem e na erosao Ossea.
Isso ocorre uma vez que, dentre outras atividades, a IL-17 é
capaz de induzir a secrecdo de IL-6, TNF-a e IL-18 por
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fibroblastos, células endoteliais e macroéfagos nas articulagdes
inflamadas (JOVANOQVIC et al., 1998; CHABAUD et al., 1999).

Outra citocina importante no processo inflamatério é a IL-
10. A IL-10 se destaca principalmente por sua atividade anti-
inflamatéria (MANNINO et al., 2015; TRIFUNOVIC et al., 2015).
Ao interagir com seus dois receptores, IL-10R1 e IL-10R2 e,
juntamente com complexos proteicos, janus quinase (JAK) e
sinal transdutor e ativador de transcrigdo (STAT), a IL-10 ativa a
via de sinalizagdo JAK-STAT, promovendo seus efeitos
biolégicos (VILLARINO et al., 2015). Trata-se de um importante
mediador inflamatdrio capaz de inibir a resposta Th1, via inibigao
da expresséao das citocinas pro-inflamatorias, como IL-2, IL-5, IL-
12, TNF-a e IFN-y induzida por IFN-y e por inibir a expressao do
MHC-Il nas células apresentadoras de antigeno (LEVAST; LI,
MADRENAS, 2015; MANNINO et al., 2015; Nl et al., 2015).

Ainda, a IL-10 é capaz de inibir a resposta Th2 e Th17,
bem como a produgido de quimiocinas (IL-8, CXCL10, CCL3 e
CCL4), o que previne o recrutamento de células inflamatérias
para o local da inflamacgao. Desta forma, a IL-10, inibe a resposta
pré-inflamatéria que ocorre na imunidade inata e adaptativa,
ajudando a prevenir lesdes nos tecidos (LEVAST; LlI;
MADRENAS, 2015; MANNINO et al., 2015; Nl et al., 2015).

Pacientes com doengas como artrite reumatoide (YUDOH
et al., 2000; GUGGINO et al., 2015) e psoriase (HAYASHI et al.,
2016), apresentam concentragdes reduzidas de IL-10, fato que é
fortemente associado a severidade da doenca. Por outro lado,
pacientes com ldpus eritomatoso sistémico apresentam
concentragdes elevadas de IL-10, que induz a produgao de auto-
anticorpos por células B, indicando que esta citocina também é
importante na patogénese de doengas autoimunes (HEDRICH et
al., 2014; GODSELL et al., 2016).

Além das células e dos mediadores, alguns fatores de
transcricdo e proteinas cinase ativadas por mitdgeno (MAPK)
estdo envolvidos diretamente no processo inflamatério, mediando
as respostas biologicas, como a produgao de citocinas,
apoptose, a sobrevivéncia, a diferenciacdo, a proliferacdo e/ou a
migracao celular.

Dentre os fatores de transcrigdo, podemos destacar NF-kB.
O NF-kB é um fator de transcricdo essencial em diversos
processos biologicos, incluindo inflamagdo, imunidade e
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apoptose, regulando a atividade de diversos genes, dentre os
quais se pode destacar os genes relacionados a producgédo de
enzimas, como NOS2 e COX-2, de interleucinas (IL-1, IL-6, IL-
17), TNF-a e de moléculas de adesio (E-selectina, ICAM-1,
VCAM-1) (BATRA; BALAMAYOORAN; SAHOO, 2011).

Quando nao estimulado, o NF-kB encontra-se no
citoplasma ligado a uma proteina inibitéria: o IkB. Esse complexo
impede a translocagédo do NF-kB para o nucleo. Para a ativagao
do NF-kB e posterior translocagdo para o nucleo, € necessario
que ocorra a fosforilagdo e a degradagdo do IkB. O IkB, assim
como as subunidades que compde o NF-kB, pertence a familia
de proteinas Rel. Os subtipos mais estudados de proteinas
inibitérias sdo o IkBa e o IkBB (BATRA; BALAMAYOORAN;
SAHOO, 2011; OECKINGHAUS; HAYDEN; GHOSH, 2011).

A ativacdo do NF-kB pode ocorrer via diversos fatores, tais
como: neurotransmissores (glutamato), citocinas (IL-1 e TNF-a),
ésteres de forbol, ceramidas, produtos provenientes de virus e
bactérias, radiagdo ultravioleta e produtos de reagbes de
enzimas como a NOS2 e a COX-2 (BATRA; BALAMAYOORAN;
SAHOO, 2011; HAYDEN; GHOSH, 2014).

A literatura descreve trés vias de ativagdo do NF-kB: a
classica (candnica), a alternativa (n&do-canbnica) e a atipica
(KRIETE; MAYO, 2009; HAYDEN; GHOSH, 2011).

A via classica corresponde a via de ativagdo do
heterodimero p50/RelA por meio da interagdo de LPS, TNF-a ou
IL-1 com seus receptores, o receptor do tipo Toll (TLR), receptor
de fator de necrose tumoral (TNFR) e receptor de interleucina 1
(IL-1R), respectivamente. A via alternativa é via de ativagdo do
heterodimero p52/RelB pelo conjunto de receptores da familia do
TNF, que inclui receptores de linfotoxina B (LTBR), receptor de
fator ativador de células B (BAFF), receptor ativador de NF-«kB
(RANK) e o ligante de CD40 (CD40L). Por fim, a via atipica é a
via de ativacdo do NF-kB mediada por estresse oxidativo ou
genotéxico (GLOIRE; LEGRAND-POELS; PIETTE, 2006;
KRIETE; MAYO, 2009).

Com a ativagédo da via classica do NF-kB, os receptores
TLR4 e TNFR recrutam proteinas adaptadoras como o fator de
diferenciagdo mieloide 88 (Myd88), o adaptador contendo
dominio Toll/IlL-1R induzido por interferon-B (TRIF), a molécula
adaptadora relacionada ao TRIF (TRAM) e o fator regulatério de
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interferon 3 (IRF-3), para o dominio intracelular que resultara na
ativacdo de mediadores subsequentes na cascata de sinalizagéo.

O fator 6 associado ao receptor de fator de necrose
tumoral (TRAF6) € uma proteina presente na via classica que
exerce atividade de ubiquitina ligase e esta envolvida na
fosforilagédo e ativacdo de IKK, que, uma vez ativada, promovera
a fosforilagdo da proteina inibitéria IkB, que por sua vez, ativara
NF-kB (RIM et al., 2012; WANG et al.,, 2013). Enquanto que a
proteina 3 induzida por TNF-a (TNFAIP3) é uma proteina que
regula negativamente a via do NF-kB através da remocgdo das
por¢gdes de ubiquitina de TRAF6 ou pela ligagdo direta ao
TRAFG6, impedindo sua atividade (YU et al., 2014a).

A ativacdo persistente de NF-kB e a consequente
produgdo continua de mediadores inflamatérios (TNF-a e IL-6 e
IL-17) tem forte relagdo com a patogénese de doengas como a
asma (HART et al., 1998; SHIMIZU et al., 2012) e a artrite
reumatoide (FUJISAWA et al., 1996; SWIERKOT et al., 2016).

A ativacdo de alguns fatores de transcricao envolvidos no
processo inflamatério depende ndo apenas de mediadores como
citocinas e fatores de crescimento, mas também da ativagédo da
cascata das MAPK (SZYMANSKA,; SKOWRONEK;
MIACZYNSKA, 2016).

As MAPK englobam varias cinases que fosforilam serina e
treonina e regulam os processos celulares, como: crescimento,
proliferacao e diferenciacao celular. Estas cinases dividem-se em
trés subfamilias: cinases reguladas por sinal extracelular (ERK);
cinases c-Jun N-terminal (JNK) e as cinases p38 (PASTUHOV;
HISAMOTO; MATSUMOTO, 2015).

A p38 MAPK tem um papel central em respostas
inflamatdrias regulando multiplas cascatas de sinalizagdo e esta
amplamente expressa em diferentes células, incluindo células do
sistema imunoldgico (macrofagos, mondcitos e neutrdéfilos).
Diferentes estimulos sdo capazes de ativar a p38 MAPK, dentre
eles o estresse, LPS, peptideoglicanos, radiagcao ultravioleta e
citocinas (TNF-a, IL-1B). Além disso, essa proteina esta
envolvida em processos de autofagia, apoptose e diferenciagéao
celular (YANG et al., 2014). Essa cinase € capaz de regular a
expressao génica por meio de quatro diferentes mecanismos: 1)
fosforilagdo direta de fatores de transcrigdo; Il) regulagao da
estabilidade no RNA mensageiro (RNAm); Ill) regulagdo de
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proteinas responsaveis pela tradu¢ao do RNAm; IV) regulagao
da ligagcdo do NF-kB com genes a serem transcritos (SACCANI;
PANTANO; NATOLI, 2002; KUMAR; BOEHM; LEE, 2003;
SOLOAGA et al., 2003; SAKLATVALA, 2004).

Tipicamente, a ativagdo das MAPK ¢ iniciada por citocinas
inflamatdrias, como o TNF-a, que ao interagirem com seus
receptores, promovem a ativagao da cascata. A p38 MAPK pode
ser ativada intracelularmente, por duas diferentes MAP cinase
cinase (MAPKK). As duas MAPKKs geralmente responsaveis
pela ativacado da p38 MAPK sdo MAPKK3 e a MAPKKG, embora
outras cinases possam ativar a p38 MAPK. Apds sua
fosforilagdo, a p38 MAPK ¢é capaz de induzir fatores de
transcricdo e proteinas intracelulares como o fator ativador de
transcricao (ATF-1/2/6), proteina ligante ao elemento de resposta
de adenosina monofosfato ciclica AMPc, fator de resposta sérica
(SRF), fator otimizador de midcitos 2, fator de transcrigao
induzido por dano ao DNA 3, proteina especifica de linfécitos 1,
tristetraprolina e cinase interativa com MAPKSs, os quais ativam a
transcricdo de genes que expressam moléculas de adesao
(VCAM-1) e mediadores inflamatérios, tais como citocinas (TNF-
a, IL-1B, IL-2, IL-3, IL-6, IL-8), COX-2 e prostaglandinas E:
(PGE2) (ZARUBIN; HAN, 2005; YANG et al., 2014; PASTUHOV;,
HISAMOTO; MATSUMOTO, 2015; YOKOTA; WANG, 2016).

Devido a contribuicio da p38 MAPK para o
desenvolvimento do processo inflamatoério, moléculas inibidoras
dessa MAPK vém sendo alvo de pesquisa para o
desenvolvimento de novos farmacos com acgéo anti-inflamatdria
(LUKEY, 2012; KREMENTSOV et al.,, 2013; MACNEE et al.,,
2013; RASK-ANDERSEN et al., 2014).

Outra via das MAPKs ndo menos importante é a ERK. A
via da ERK é encontrada em todas as células eucaritéticas e esta
associada principalmente com a proliferagao, a diferenciacdo, a
migragao, a senescéncia e a apoptose celular (SUN et al., 2015).
Tem como principal MAPKKK a isoforma Raf-1 (ou c-Raf),
enquanto que a MAPKK desta via é constituida das isoformas
MEK1/2 (proteina cinase cinase ativada por mitégeno 1/2). Raf-1
faz parte da familia das isoformas Raf que s&o proteinas capazes
de fosforilar as MEKs em uma cascata Unica. Esta via constitui
uma cascata de eventos de ativacdo enzimatica por meio de
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fosforilagbes que resultam em ativacdo da ERK 1/2 e seus
substratos (SUN et al., 2015).

A via de sinalizacdo da ERK pode ser ativada em resposta
a estimulos, como fatores de crescimento, estresse e citocinas
pro-inflamatorias (IL-1B) (REBER et al., 2009; SUN et al., 2015).
Entretanto, a ERK também participa da resposta inflamatodria,
promovendo, indiretamente, a transcricdo de genes de citocinas
(IL-1B, IL-6, IL-8 e TNF-a) e quimiocinas (MCP-1) (CARTER;
MONICK; HUNNINGHAKE, 1999; KUROSAWA et al., 2000; SUN
et al., 2008; LEYVA-ILLADES et al., 2012). Isso ocorre uma vez
que, durante o processo inflamatério, como consequéncia da
ativacao da via de sinalizacdo da ERK, ha a ativagcédo de fatores
de transcricdo, como NF-kB e AP-1 (FROST et al., 1994; REBER
et al., 2009).

1.4 FARMACOS ANTI-INFLAMATORIOS ESTEROIDAIS OU
GLICOCORTICOIDES

Desde a sua descoberta na década de 1940, e o
reconhecimento de seus efeitos anti-inflamatoérios, os
glicocorticoides, naturais e sintéticos, sdo amplamente utilizados
no tratamento de doengas autoimunes e doencgas inflamatérias
agudas e crbnicas (BARNES, 2010; MONTUSCHI, 2010;
VANDEVYVER et al., 2013; FU et al., 2016; HEIER et al., 2016).

Entretanto, sua eficacia clinica € comprometida pelos
efeitos metabdlicos do seu uso em longo prazo, que incluem
osteoporose, hipertensao, dislipidemia e diabetes mellitus tipo 2
(SCHACKE; DOCKE; ASADULLAH, 2002; MOGHADAM-KIA;
WERTH, 2010).

O mecanismo de agdo dos glicocorticoides € complexo e
pode ser classificado em genbmico e n&o-gendmico
(COUTINHO; CHAPMAN, 2011; AYROLDI et al., 2012;
VANDEVYVER et al., 2013).

O efeito gendmico ocorre por meio da interagdo do
glicocorticoide com um receptor especifico presente na
membrana citoplasmatica, seguido da translocacdo do complexo
glicocorticoide-receptor para o nucleo, onde o mesmo atua como
um fator de transcrigao, ligando-se a elementos responsivos aos
glicocorticoides na regidao promotora de diversos genes alvos e,
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desta forma, modula a expressao génica de diversos mediadores
por transrepressao ou transativagao (KING et al., 2013).

Por meio da transrepressdo génica, o complexo
glicocorticoide-receptor atua sobre fatores de transcricdo como
NF-kB e AP-1, impedindo a transcrigdo 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), de enzimas pro-inflamatérias (NOS2, COX-2 e
fosfolipase A2), de fatores de crescimento e de moléculas de
adesao (ICAM-1 e VCAM-1), além de inibir a expressao génica
do oxido nitrico, via inibicio de NOS2, de prostanoides,
autacoides (histamina), entre outros (AYROLDI et al.,, 2012;
KING et al., 2013; VANDEVYVER et al., 2013).

Paralelamente, os  glicocorticoides, através da
transativagdo génica, promovem a transcricio de genes de
citocinas anti-inflamatérias (IL-10, IL-22, antagonista do receptor
de IL-1 - IL-1Ra), do IkBa, inibindo a ativagdo da via do NF-kB,
além de aumentar a expressao génica da fosfatase 1 da proteina
cinase ativada por mitégeno (MKP-1) e da anexina 1, que por
sua vez inibem a via das MAPK (AYROLDI et al., 2012).

Além disso, os glicocorticoides promovem também os
efeitos ndo-gendmicos, dentre os quais: |) sinalizagdo por meio
de um receptor de membrana citoplasmatica; Il) interagdo do
receptor de glicocorticoide com outras proteinas sinalizadoras no
citoplasma celular, tais como as proteinas cinases (Lck, Fyn e
Zap-70); ou lll) translocagéo do receptor de glicocorticoide para a
mitocondria (NEWTON, 2000; AYROLDI et al., 2012; KING et al.,
2013).

No presente estudo, utilizou-se a dexametasona como
farmaco anti-inflamatoério de referéncia por duas razées:

a) De acordo com a literatura, o modelo experimental
utilizado neste estudo (pleurisia) € um modelo
importante para o estudo do efeito de corticoides sobre
a inibicdo da migragao leucocitaria e da formacao de
exsudato (SEDGWICK; LEES, 1986);

b) O uso da dexametasona como farmaco de referéncia
permite a comparacdo com outras substancias,
farmacos ou plantas, que tenham a mesma via de
sinalizag&o na inibi¢cdo da resposta inflamatoria.
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Entretanto, destaca-se que o uso da dexametasona como
farmaco anti-inflamatério apresenta algumas desvantagens,
dentre elas a toxicidade e os efeitos adversos desencadeados
pelo uso prolongado de glicocorticoides, como sindrome de
Cushing, diabetes mellitus tipo 2, dislipedemia e osteoporose.

1.5 MODELOS DE INFLAMACAO

Ha mais de 80 anos, o meio cientifico faz uso de modelos
animais no estudo do processo inflamatério e autoimune. Sabe-
se que, mesmo que o animal ndo desenvolva a doenga humana
de forma natural, os modelos experimentais auxiliam a
compreender, em parte, os aspectos de diversas patologias. Ou
seja, 0os modelos animais podem reproduzir/mimetizar certos
aspectos da doenca humana, porém nao a doenga em si (WEBB,
2014).

Mesmo que a maioria das doencas inflamatérias, severas e
debilitantes, em seres humanos seja de carater crbnico, a
maioria dos modelos experimentais utilizados na pesquisa sao
modelos de inflamagédo aguda. Mesmo assim, estes modelos sdo
Uteis principalmente por duas razdes. Primeiro, porque modelos
de inflamagdo aguda simples e reproduziveis sdo ideais para
pesquisa e triagem de novos farmacos e/ou substdncias com
potencial propriedade anti-inflamatéria. Segundo, porque os
modelos de inflamagdo aguda auxiliam no estudo dos
mecanismos envolvidos na transicdo da fase aguda para fase
crénica na inflamagdo. Além do mais, modelos de inflamagao
aguda permitem avaliar o tempo de resposta de componentes
celulares e vasculares envolvidos na inflamagdo (SEDGWICK;
LEES, 1986; WEBB, 2014).

Modelos experimentais de inflamagéo de cavidade sao de
especial interesse no estudo da artrite, uma vez que a inflamacgéao
neste caso é localizada na cavidade sinovial. A cavidade pleural,
por sua vez, € uma regiao anatbmica adequada para avaliagao
de migragdo leucocitaria, concentragdo de mediadores da
inflamacdo e edema, caracteristicas comuns de doencgas
inflamatérias do trato respiratério (WILLOUGHBY, 1975;
SEDGWICK; LEES, 1986).

A injecdo de agentes irritantes, tais como histamina,
bradicinina, prostaglandinas ou carragenina, na cavidade pleural,
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induz o desenvolvimento do modelo experimental denominado
pleurisia. A pleurisia € considerada por alguns autores como um
dos melhores modelos de inflamagdo aguda (CAPASSO et al.,
1975; WILLOUGHBY, 1975; DHALENDRA; SATAPATHY; ROY,
2013). Destaca-se que a pleurisia foi um dos modelos
experimentais utilizados no estudo pré-clinico do medicamento
anti-inflamatorio Acheflan® (Cordia verbenacea) (PASSOS et al.,
2007).

De acordo com estudo publicado por Saleh, Calixto e
Medeiros (1996), no modelo da pleurisia induzida pela
carragenina em camundongos, observa-se uma resposta
inflamatdria do tipo bifasica (Figura 2). A primeira fase desta
resposta (4 h) é caracterizada pela formagao de exsudato e o
aumento da infiltragdo de leucdcitos, principalmente de
neutréfilos, na cavidade pleural dos camundongos. Por outro
lado, na segunda fase (48 h), também se observa o aumento da
exsudacdo, porém a infiltracdo de leucocitos é mediada
predominantemente por mononucleares (SALEH; CALIXTO;
MEDEIROS, 1996).

Dentre os possiveis agentes flogisticos para indugdo da
pleurisia, pode-se destacar a carragenina. A carragenina é uma
mistura de polissacarideos extraida das algas Eucheuma
denticulatum, Kappaphycus alvarezi, Chondrus crispus e
Gigartina radula (PRAJAPATI et al., 2014).

De acordo com a literatura, a classificagdo antiga da
carragenina dividia a substancia em duas familias kappa (k) e
lambda (A) de acordo com a solubilidade em cloreto de potassio
(KCI), sendo k a carragenina soluvel e A a insoluvel em KCI. Mais
tarde, a classificagdo baseada no numero, na posicdo dos
grupamentos sulfatos e na presenga de pontes 3’,6’-anidro nos
residuos D-galactopiranosilos deu origem a 8 familias: kappa (k),
beta (B), lambda (A), iota (1), nu (v), mu (u), theta (8) e xi (),
sendo K, A, I as carrageninas de relevante interesse comercial.

Das carrageninas de interesse comercial, a variagdo A é a
que apresenta maior conteudo de éster sulfato em sua estrutura
quimica, conferindo a ela boa solubilidade em agua, propiciando
alta viscosidade, porém sem o inconveniente da gelificagdo
(PRAJAPATI et al., 2014; LIU et al., 2015).

Apesar de ser uma substancia irritante e de desencadear
uma resposta inflamatéria significativa, o principal inconveniente
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do uso da carragenina como agente flogistico € o fato de seu
mecanimos de agado nao ser completamente elucidado. Em 2003,
um estudo realizado por Tsuji e colaboradores relatou que a
ativacdo da resposta imune inata pela carragenina era
dependente de TLR4 e Myd88, e resultava na producdo de
citocinas proé-inflamatérias, como TNF-a e IL-6. Em 2008, um
estudo conduzido por Bhattacharyya e colaboradores descreveu
que o efeito inflamatoério da carragenina estava relacionado a
ativagdo de NF-kB, via TLR4 e Bcl10, resultando no aumento da
producédo de IL-8. Porém, o mecanismo de acdo descrito nao
esclarecia todos os efeitos observados na inflamagao induzida
pela carragenina. Ainda em 2008, o mesmo grupo de pesquisa
publicou um novo estudo que associou o efeito da carragenina
sobre NF-kB n&o apenas a Bcl10, mas também a producéo de
espécies reativas de oxigénio (BHATTACHARYYA; DUDEJA;
TOBACMAN, 2008).
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Figura 2 - Perfil temporal do modelo da pleurisia induzida pela
carragenina, em camundongos. O modelo de inflamag&o induzido
pela carragenina é caracterizado por uma resposta inflamatéria do
tipo bifasica. Na primeira fase (4 h) ocorre o aumento da infiltragao
de leucécitos, principalmente neutrdéfilos, bem como a exsudagao na
cavidade pleural. Ja na segunda fase (48 h), observa-se, também, o
aumento da exsudacdo, além do aumento de células
mononucleares. Adaptado de (SALEH; CALIXTO; MEDEIROS,
1996).
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Neste trabalho, para o estudo do efeito anti-inflamatério da

A. conyzoides L., optou-se pelo modelo experimental da pleurisia

induzida carragenina A em camundongos, utilizando-se apenas a

primeira fase da resposta inflamatdria, que ocorre 4 h apés a

indugdo da inflamagao na cavidade pleural pelo agente flogistico.

A escolha da pleurisia como modelo experimental levou em
consideragdo as vantagens e as desvantagens do modelo,
dentre elas (SEDGWICK; LEES, 1986; DHALENDRA;

SATAPATHY; ROY, 2013):

a) E um modelo de inflamagdo adequado para triagem de novos
farmacos e substancias com potencial efeito anti-inflamatorio;

b) Permite a analise de diferentes parametros em um unico
analito, o lavado pleural;

c) O lavado pleural ¢ livre da contaminagao por sangue, evitando
interferéncias de células e mediadores que nao estejam
envolvidos na inflamacéo;

d) E um modelo experimental de simples e rapida execug&o;

e) Como a cavidade pleural € uma regido altamente
vascularizada, o volume se substancia irritante, no caso, a
carragenina, € menor que em outros modelos experimentais
de cavidade, como o modelo da bolsa de ar;

f) E, ainda devido a vascularizagao da cavidade pleural, o tempo
de resposta do modelo é inferior ao de outros modelos de
inflamagao (bolsa de ar);

g) A pleurisia apresenta aspectos inflamatérios comuns em
diversas doencgas inflamatérias e ndo mimetiza uma Unica
doenga humana;

h) Assim, este modelo ndo possibilita o estudo de caracteristicas
particulares de uma doenga humana especifica.

No que diz respeito a carragenina, a variagdao A foi
escolhida como agente flogisitico devido ao seu intenso efeito
irritante e boa solubilidade em solugdo salina (NaCL 0,9%)
(PRAJAPATI et al., 2014; LIU et al., 2015).

A escolha da planta alvo deste estudo, a A. conyzoides L.,
foi baseada em dois aspectos. Primeiro, porque se trata de uma
planta cujo uso popular como anti-inflamatério ja é bem
estabelecido (OKUNADE, 2002; SINGH et al., 2013). Segundo,
porque ainda ha poucos registros cientificos que elucidem seu
mecanismo de agao anti-inflamatério.
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A via de administragdo escolhida para o extrato bruto,
fragbes e compostos isolados da A. conyzoides L. foi a via
intraperitoneal (i.p.). Trata-se de uma via de administragédo
sistétmica que apresenta diversas vantagens, dentre elas
(TURNER et al., 2011):

a) E uma via indicada para animais de pequeno porte, como
camundongos;

b) Permite a administracdo de volumes maiores do que o
permitido por outras vias de administragdo, em animais de
pequeno porte;

c) Apesar de ser uma via parenteral, a farmacocinética das
substancias administradas via intraperitoneal se assemelha
a via oral, uma vez que a absor¢ao ocorre principalmente
nos vasos mesentéricos, que drenam para veia porta,
passando pelo figado. Assim, as substancias administradas
via i.p. sofrem metabolismo de primeira passagem antes de
atingirem a circulagéo sistémica.

d) E uma técnica simples e menos estressante para o animal
qgue a via de administragao oral;

e) Evita os contratempos da via de administragdo oral, tais
como o risco de provocar vomito e/ou diarreia nos animais,
interferéncia pela dieta, falta de absorgcédo sistémica pelo
intestino, degradacgéo por enzimas e acidos digestivos.

1.6 HIPOTESE

O extrato bruto, fragbes etanol, hexano, acetato de etila e
diclorometano, e os compostos isolados, 5-metoxi nobiletina,
1,2-benzopirona e eupalestina possuem efeito anti-inflamatario.

2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito anti-inflamatério do extrato bruto, fragcoes e
compostos isolados da A. conyzoides L., administrados via i.p.,
no modelo da pleurisia induzida pela carragenina A, em
camundongos e elaborar uma revisao bibliografica do efeito anti-
inflamatdrio das cumarinas.
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

I.Avaliar o efeito anti-inflamatério do extrato bruto (EB),

fracbes etanol (EtOH-F), hexano (HEX-F), acetato de
etila (AcOEt-F) e diclorometano (DCM-F), bem como dos
compostos isolados 5’-metoxi nobiletina (MeONOB), 1,2-
benzopirona (BP) e eupalestina (EP) obtidos das partes
aéreas da A. conyzoides L., sobre a migracdo dos
leucécitos e concentragio das proteinas do exsudato, na
inflamacgao induzida por carragenina A;

. Investigar o efeito do EB, fragdes e compostos isolados

sobre as concentragdes das enzimas MPO e ADA;

. Investigar o efeito do EB, fragdes e compostos isolados

sobre as concentragcdes de NOx, IL-17A, IL-6, TNF-q,
IFN-y, MCP-1 e IL-10;

Investigar o efeito dos compostos isolados MeONOB, BP e
EP sobre a fosforilagdo da subunidade p65 do NF-kB, da
p38 MAPK e da ERK.

Realizar uma revisdo sistematica sobre o efeito anti-
inflamatério das cumarinas, a partir de dados extraidos
de artigos publicados em revistas cientifica indexadas
nas bases de dados PUBMED, MEDLINE, Web of
Science e Scopus, no periodo entre 1° de janeiro de
2005 e 31 de dezembro de 2015.
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3. METODOLOGIA

ENSAIOS  PARA AVALIACAO DO EFEITO  ANTI-
INFLAMATORIO

3.1 MATERIAL VEGETAL

3.1.1 Coleta do material vegetal

As partes aéreas (folhas, flores e galhos) da A. conyzoides
L. foram coletadas em novembro de 2010 (48° 31,018 W e 27°
35,855 S) e agosto de 2011 (48° 25,157 W e 27° 23,492’
S), no municipio de Floriandpolis, Santa Catarina. A espécie foi
identificada pelo botanico Prof. Dr. Renato Zachia e a excicata
(No. SMDB 13.138) encontra-se depositada no Herbario da
Universidade Federal de Santa Maria.

3.1.2 Obtengao do extrato do bruto, fragbes e compostos
isolados da A. conyzoides L.

A preparagdao do extrato bruto, fragbes e compostos
isolados foi realizada pelas alunas Cristiane Fracari Bosi e
Daniela W. Rosa, sob orientagdo da Prof? Dra. Maique Weber
Biavatti, no laboratério de farmacognosia da Universidade
Federal de Santa Catarina - UFSC. Para realizagdo do protocolo
de extragdo, as partes aéreas (folhas, flores e galhos) da A.
conyzoides L. (2 kg) foram inicialmente secas em estufa com
circulagédo de ar e temperatura controlada de 50°C por 6 dias. A
seguir, o material vegetal foi triturado em liquidificador e
armazenado a 8°C, em geladeira, até 0 momento do uso.

O EB foi obtido a partir da maceragao de 1 kg de material
vegetal seco e triturado com etanol 95% (3 L), concentrado em
rotaevaporador (Heidolph, Schwabach, Germany), formando 60 g
de EB (Figura 3).

Para a obtencdo das EtOH-F e HEX-F, 1 kg de material
vegetal seco e triturado foi submetido a extragdo seletiva com
diferentes solventes de polaridades crescentes: n-hexano e
etanol. Com a remocgéao do etanol em rotaevaporador, foi obtida a
EtOH-F (30 g). Essa fragéo foi entdo dissolvida em 600 mL de
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agua e particionada com solventes de polaridades crescentes,
originando as sub-fragdes DCM-F (8 g) e AcOEt-F (2,5 g), e uma
fragcdo aquosa remanescente (Figura 3).

Para a obtencdo dos compostos isolados, a DCM-F foi
cromatografada em coluna silica gel tipo “flash”, utilizando-se
como eluentes gradientes de diclometano e metanol. Desta
cromatografia, foram coletadas 100 porgdes. As porgdes 27-34
resultaram em 700 mg da cumarina BP, e as porg¢des 35-69 em
uma mistura de flavonoides metoxilados, que foram re-
cromatografados em coluna silica gel do tipo “flash”, utilizando-se
como eluentes gradientes de diclometano e metanol, e assim
obtendo-se os compostos purificados EP (60 mg) e MeONOB (90
mgq) (Figura 3).

Partes aéreas secas Maceragdo com
(2 kg) etanol 95% (3L) — Extrato bruto (60 g)
A. conyzoides L. \ )

Maceracao com Fragao hexano
n-hexano (1,3 9)

Maceragao etanol Fragao etanol

95% (30 9)
-
Sub-fragéo Sub-fragdo
diclorometano acetado de etila
.. (B9 2,5
Porgoes 27-34 Porgoes 35-69
Cumarina (700 mg) Mistura flavonoides

metoxilados

5’-Metoxi nobiletina Eupalestina

(90 mg) (60 mg)

Figura 3 - Esquema de extragdo do extrato bruto, das fragdes e dos
compostos isolados a partir das partes aéreas da A. conyzoides L.

Os compostos isolados obtidos MeONOB, BP e EP (Figura
4) foram identificados por comparagdo dos dados de 1H NMR
com os dados da literatura (VYAS; MULCHANDANI, 1984;
KUPRIYANOVA, 1997; WANG et al., 2005). A analise NMR foi
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realizada em Ascend 600 (600 MHz for 1H, 125 MHz for 13C)
(Bruker Co., Germany) e os dados obtidos foram processados
utilizando-se o software TopSpin 3.1.

MeONOB BP EP

Figura 4 - A) Composto isolado 5’-metoxi nobiletina (MeONOB); B)
composto isolado 1,2-benzopirona (BP); C) composto isolado
eupalestina (EP) identificados por ressonancia nuclear magnética.

3.2 EXPERIMENTOS IN VIVO
3.2.1 Animais

Nestes experimentos, foram utilizados camundongos
albinos Swiss, 1 més de idade, ambos os sexos, pesando entre
18 e 22 g, fornecidos pelo Biotério Central da UFSC. Os animais
foram acomodados em gaiolas plasticas com serragem, sob
temperatura ambiente e luz artificial, com ciclo de claro e escuro
de 12 h, com alimentacdo e agua ad libitum e ambientados no
biotério setorial por no minimo 7 dias. Este estudo foi aprovado
pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA — protocolo
numero PP00757) da Universidade Federal de Santa Catarina
(UFSC).

3.2.2 Procedimento anestésico

A anestesia foi induzida com cetamina (75 mg/kg) e
xilazina (15 mg/kg), administrada por via intraperitoneal (i.p), a
fim de possibilitar a administragdo do corante azul de Evans (25
mg/kg), administrado por via intravenosa (i.v.), para posterior
avaliagao das proteinas do exsudato.
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3.2.3 Eutanasia dos animais

Os animais, previamente anestesiados, foram submetidos
a eutanasia com cloreto de potassio (KCI) (125 mg/kg, i.v.). Antes
da administragao do KClI, os reflexos dos animais foram testados,
a fim de confirmar a completa anestesia.

3.2.4 Pleurisia induzida pela carragenina em camundongos

A técnica da pleurisia foi realizada de acordo com os
procedimentos descritos por Saleh, Calixto e Medeiros (1996).
No dia do experimento, os animais receberam 0,1 mL de solugao
salina estéril (NaCl 0,95%) ou do agente flogistico carragenina
(1%), administrados na cavidade pleural direita através do
espaco intercostal utilizando-se uma agulha 13 x 5 mm, adaptada
a uma canula de poliestireno. De acordo com o protocolo
experimental, os animais foram submetidos a eutanasia 4 h apés
a administragdo da carragenina. A seguir, os mesmos foram
fixados em mesa cirurgica, em declive de 30° a 45°, e realizou-se
uma incisdo transversal na pele e nos musculos abdominais.
Logo, o apéndice xifoide foi pingado e a cavidade pleural foi
exposta através de duas incisbes paralelas ao longo do esterno.
Imediatamente, a cavidade pleural foi lavada com duas aliquotas
de 0,5 mL (totalizando 1 mL) de solugéo salina tamponada [pH
7,6, NaCl (130 mM), Na:HPO. (5 mM), KH2PO4 (1 mM) e
heparina (20 Ul/mL)]. Aliquotas do lavado da cavidade pleural
foram coletadas com auxilio de pipeta automatica para a
quantificagdo total e diferencial de leucdcitos. Conforme o
protocolo experimental, 10 minutos antes da administracdo do
extrato bruto, alguns grupos de animais receberam a injecao de
solucdo de azul de Evans (25 mg/kg, 0,2 mL/animal, i.v.),
permitindo a determinagdo da concentragdo de proteinas do
exsudato no lavado da cavidade pleural (SALEH; CALIXTO;
MEDEIROS, 1996).

Para avaliagdo das concentragdes das enzimas MPO e
ADA, concentragdes de NOx, IL-17A, IL-6, TNF-a, IFN-y, MCP-1
e IL-10, e fosforilagdo da subunidade p65 de NF-kB, p38 MAPK e
ERK os animais ndo receberam a injegcdo com azul de Evans,
uma vez que este corante pode interferir nos ensaios utilizados
para a quantificagdo desses parametros.
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3.2.5 Protocolo experimental

Inicialmente foi realizado o grupo controle positivo (animais
tratados apenas com carragenina 1%, i.pl.) e o grupo controle
negativo (animais tratados apenas com solugao salina (NaCl,
0,9%, i.pl.).

Paralelamente, a fim de avaliar se o veiculo utilizado para
dissolver o extrato bruto, as fragbes e compostos isolados
promovia algum efeito téxico e/ou alteragdo nos parametros
inflamatdrios, um grupo de animais recebeu a administragdo
intraperitoneal do veiculo (solugao de salina tamponada + DMSO
10%).

Para avaliar se a solugdo do extrato bruto exibia efeito
téxico e/ou alteragdo nos parametros inflamatérios em condigbes
basais, outro grupo de animais recebeu a administracdo
intraperitoneal de solugao do extrato bruto (10-200 mg/kg).

Dando continuidade ao protocolo experimental, para o
estudo da curva dose-resposta (Figura 5), diferentes grupos de
animais (n= 5 por grupo) foram tratados com diferentes doses de
EB (10-200 mg/kg), EtOH-F (5-25 mg/kg), HEX-F (10-50 mg/kg),
AcOEt-F (10-50 mg/kg), DCM-F (10-50 mg/kg) ou dos compostos
MeONOB (2,5-10 mg/kg), BP (2,5-10 mg/kg) ou EP (2,5-10
mg/kg) administrados por via i.p. 0,5 h antes da indugdo da
pleurisia com carragenina (1%), administrada por via i.pl..

Para administragdo do extrato bruto, fragdes e compostos
isolados via i.p., os mesmos foram previamente solubilizados em
solugdo isotdnica de salina tamponada (NaCl a 0,95%) e quando
necessario, foi adicionado 10% de dimetilsulféxido (DMSO).

Apo6s 4 h, os animais foram submetidos a eutanasia e os
paradmetros inflamatérios (leucécitos e proteinas do exsudato)
foram analisados. A dexametasona (0,5 mg/kg) administrada por
via i.p., 0,5 h antes da inducdo da pleurisia, foi utilizada como
farmaco de referéncia de acao anti-inflamataria.

Em outro grupo de experimentos, para avaliar o perfil
temporal, diferentes grupos de animais receberam uma dose
Unica do EB (50 mg/kg), EtOH-F (10 mg/kg), HEX-F (50 mg/kg),
AcOEt-F (50 mg/kg), DCM-F (50 mg/kg), MeONOB (5 mg/kg), BP
(5 mg/kg) ou EP (5 mg/kg), em diferentes periodos de tempo
(0,5-2 h) antes da admini stragdo da carragenina e os mesmos



54

parametros inflamatérios foram avaliados 4 h apds a indugao da
pleurisia (Figura 6).

A dose escolhida para essa etapa do protocolo foi a menor
dose capaz de inibir o influxo de leucdcitos e/ou as proteinas do
exsudato, determinada na etapa anterior deste protocolo.

Para a curva-tempo resposta escolheu-se o menor tempo
pelo qual se observou inibigdo dos mesmos parametros
analisados no estudo da curva dose-reposta. Com base nos
resultados obtidos nos estudos das curvas dose-resposta e
tempo-resposta, as seguintes doses foram escolhidas para os
experimentos subsequentes: EB (50 mg/kg), EtOH-F (10 mg/kg),
HEX-F (50 mg/kg), AcOEt-F (50 mg/kg), DCM-F (50 mg/kg),
MeONOB (5 mg/kg), BP (5 mg/kg) e EP (5 mg/kg), administrados
via i.p. 0,5 h antes da indugéo da carragenina. Estas doses foram
utilizadas para analisar os efeitos do material vegetal sobre as
concentragdes das enzimas MPO e ADA, concentracoes de NOXx,
IL-17A, IL-6, TNF-a, IFN-y, MCP-1 e IL-10 e IL-6 e sobre a
fosforilagdo da subunidade p65 do NFkB, p38 MAPK e ERK.

3.3 TECNICAS UTILIZADAS NOS ESTUDOS IN VIVO

3.3.1 Contagem total e diferencial dos leucdcitos

Apods a eutanasia dos animais (4 h apds a indugdo da
inflamacao), aliquotas de 15 pL do lavado da cavidade pleural
foram utilizadas para determinar a contagem total dos leucécitos,
em contador celular automatizado veterinario com os parametros
ajustados para camundongos (MINDRAY, BC-2800 Vet,
Nanshan, Shenzhen, China). Os resultados foram expressos em
numero total de leucdcitos x108/mL.

Para a contagem diferencial dos leucécitos, 50 pL das
aliquotas do lavado da cavidade pleural foram centrifugados em
citocentrifuga para confecgdo do esfregago (Cytopro®
cytocentrifuge Wescor, modelo: 7620 EUA), que posteriormente
foram corados pelo método de MayGrinwald-Giemsa. A
contagem celular diferencial (polimorfonucleares e
mononucleares) foi realizada em microscopio 6ptico comum, com
auxilio de objetiva de imersdo (aumento de 1.000 vezes),
contando-se 100 células por lamina. Os resultados foram
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expressos em numero total de células x10%mL (SALEH;
CALIXTO; MEDEIROS, 1996).

v
Azul de Evans (25 mg/kg, i.v, 0,2 mL) EB (10-200 mg/kg, i.p.) EtOH-F (5-25 mg/kg, i-p.), HEX-F (10-50 m |
mg/kg, i.p.), ACOEt-F (10-50 mg/kg, i.p.) ou DCM-F (10-50
mg/Kg, i.p.), MeONOB (2,5-10 mg/kg, i.p.), BP (2,510 mg/kg,
i.p.) ou EP (2,510 mg/kg, i.p.), A.conyzoides L. Contagem de
leucocitos totais

—> & ]

Contagem
diferencial

)

Exsudagao
SALEH et al, 1996

Sop .

Carragenina (1%, i.pl.; 0,1 mL)

Figura 5 - Protocolo experimental para andlise da curva dose-
resposta utilizando o modelo experimental da pleurisia induzida pela
carragenina, em camundongos. Inicialmente foi administrado uma
solugao de azul de Evans (25 mg/kg) em todos os animais por via
i.v. para que as proteinas do exsudato fossem posteriormente
quantificadas. Apds 10 minutos da aplicagdo do azul de Evans, os
animais receberam o tratamento com diferentes doses de extrato
bruto, fragdes ou compostos isolados da A. conyzoides L. por via
i.p.. Paralelamente um grupo controle recebeu tratamento com
dexametasona (Dexa: 0,5 mg/kg; i.p.). Passados 30 minutos do
tratamento foi administrado, por via intrapleural, carragenina 1%,
exceto nos animais do grupo salina, que receberam salina por via
intrapleural. Os animais sofreram eutanasia 4 horas apdés a
aplicagcao da carragenina e os parametros iniciais: leucécitos totais,
neutrofilos e proteinas do exsudato foram quantificados no lavado
pleural. i.v.: administracdo intravenosa; i.p.: administragdo
intraperitoneal; i.pl.: administragao intrapleural.
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i.p.), AcOEt-F (50 mg/kg, i.p.) ou DCM-F (50 mg/kg, i.p.),
MeONOB (5 mg/kg, i.p.), BP (5 mg/kg, i.p.) ou EP (5 mg/kg,
i.p.), A.conyzoides L.

Azul de Evans (25 mgl/kg, i.v, 0,2 mL) EB (50 mg/kg, i.p.) EtOH-F (10 mg/kg, i.p.j: HEX-F (50 mg/kg% = |

Contagem de
leucécitos totais

= &

Contagem

S
P
Exsudagao
SALEH et al, 1996

Carragenina (1%, i.pl.; 0,1 mL)

Figura 6 - Protocolo experimental para analise da curva tempo-
resposta utilizando o modelo experimental da pleurisia induzida pela
carragenina, em camundongos. Inicialmente foi administrado uma
solucdo de azul de Evans (25 mg/kg) em todos os animais por via
i.v. para que as proteinas do exsudato fossem posteriormente
quantificadas. Apdés 10 minutos da aplicagdo do azul de Evans,
diferentes grupos de animais receberam o tratamento com extrato
bruto, fragbes e compostos isolados da A. conyzoides L., nas doses
determinadas na curva dose-resposta, 0,5 h, 1 h ou 2h antes da
administragdo da carragenina (1%, i.pl.). Paralelamente um grupo
controle recebeu tratamento com dexametasona (Dexa: 0,5 mg/kg;
i.p.). Os animais sofreram eutanasia 4 horas apds a aplicagdo da
carragenina e os parametros iniciais: leucécitos totais, neutréfilos e
proteinas do exsudato foram quantificados no lavado pleural. i.v.:
administragdo intravenosa; i.p.: administragdo intraperitoneal; i.pl.:
administragdo intrapleural.

3.3.2 Determinagao da concentracdo das proteinas do exsudato

A concentragao das proteinas do exsudato foi determinada
pela avaliacdo da concentracdo do corante azul de Evans no
lavado da cavidade pleural, uma vez que este corante se liga

diferencial
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fortemente a albumina, a concentragao de corante é proporcional
a concentragdo de proteinas na amostra (SALEH; CALIXTO;
MEDEIROS, 1996). Assim, a fim de quantificar as proteinas do
exsudato da cavidade pleural, em cada grupo experimental, os
animais receberam injegdo i.v. de solugdo azul de Evans (25
mg/kg), administradas 10 minutos antes do EB, fragbes ou
compostos isolados, ou, no caso dos grupos controles negativo e
positivo, 0,5 h antes da injegcado i.pl. de salina e carragenina,
respectivamente.

No dia dos experimentos, uma aliquota (200 pL) do lavado
da cavidade pleural foi coletada e mensurada por meio da
densidade  otica em leitora de  microplacas de
enzimaimunoensaio (ELISA) (Organon Teknica, Roseland, New
Jersey, EUA), em 620 nm, de acordo com a metodologia descrita
por Saleh, Calixto e Medeiros (1996). Para a quantificagdo da
concentragcdo de azul de Evans, utilizou-se uma curva padrao,
determinada a partir de concentragdes previamente conhecidas
do corante (0,01-50 ug/mL) e suas respectivas densidades oticas
em 620 nm. A partir destas absorbancias, formulou-se a equacgéao
da reta que permitiu a quantificacdo dos valores desconhecidos.
Os valores das concentragdes de azul de Evans foram expressos
em pg/mL.

3.3.3 Determinagao da concentragao da mieloperoxidase

As amostras do lavado da cavidade pleural foram
coletadas imediatamente apds a eutanasia dos animais para a
quantificagdo da concentragao da enzima MPO, de acordo com a
metodologia descrita por Rao et al, 1993. Aliquotas de 20 yL do
lavado da cavidade pleural ou do padrdo (MPO de neutréfilos
humanos (0,7-140 mU/mL)) foram transferidos para placas de
ELISA e a reagdo enzimatica foi iniciada com a adi¢cdo de 180 uL
de solugédo contendo 0,167 mg/mL de orto-dianisidina, 2HCI e
0,0005% de H202. Apds 15 minutos de incubagéo, a temperatura
ambiente, a reagdo enzimatica foi interrompida com a adi¢do de
30 pL de azida sodica (1%) (RAO et al.,, 1993). Na etapa
seguinte, as placas contendo as amostras foram lidas em leitor
de ELISA (Organon Teknica, Roseland, New Jersey, EUA), em
450 nm. Curva-padrdao com concentragdes conhecidas da MPO
(0,7-140 mU/mL) também teve suas densidades oticas
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determinadas, permitindo a quantificagdo dos valores
desconhecidos em mU/mL, com o auxilio da equacéo da reta.

3.3.4 Determinagao da concentragdo da adenosina desaminase

As amostras do lavado da cavidade pleural (10 uL) foram
transferidas para cubetas iniciando-se a reagédo enzimatica com a
adicdo da solugdo de tampao fosfato [pH 6,5, 250 pL,
composi¢do: NaH2PO4.H20 (35 mM), NaoHPO4.12H,0 (15 mM) e
adenosina (0,5 mM)]. Ap6és um periodo de incubagao de 1 h a 37
°C, a reagao foi bloqueada pela adigdo da solugdo (500 yL) de
fenol (1 mM), nitroprussiato de sddio (0,17 mM) e tampao
alcalino (500 pL: NaOCIl: 11 mM e NaOH: 125 mM) (GIUSTI;
GALANTI, 1984).

Além disso, foi utilizada uma solugcao padrao de sulfato de
aménio com concentragdo conhecida, e de composicao:
NaH2PO4.H20 (35 mM), NazHPO4.12H.0 (15 mM) e (NH4)2SO4
(15 mM). A avaliagdo da concentracdo da ADA no lavado da
cavidade pleural foi analisada pela geragdo de amonia
ocasionada pela quebra da adenosina que foi adicionada ao
meio. A amoénia gerada reage com o fenol e o hipoclorito, reagao
dependente de pH alcalino e catalisada pelo nitroprussiato de
sodio, favorecendo a formagdo de um indofenol de coloragao
azul. A concentragdo de amoénia é proporcional a concentragao
de indofenol produzido. As absorbancias das amostras e dos
padrées foram mensuradas em leitora de ELISA (Organon
Teknica, Roseland, New Jersey, EUA) em 620 nm (GIUSTI;
GALANTI, 1984). Os valores da concentracdo de ADA foram
expressos em U/L.

3.3.5 Quantificacao dos metabdlitos do 6xido nitrico

O NO foi indiretamente quantificado, no lavado da
cavidade pleural, pela formagao de seus metabdlitos nitrito (NO2)
e nitrato (NOy’), utilizando a reacdo de Griess (GREEN et al.,
1982).

Para esta analise, no dia dos experimentos, 300 uL de
cada amostra do lavado da cavidade pleural foi submetida a
desproteinizagdo. Para tanto, cada amostra recebeu 30 uL de
solucdo de sulfato de zinco (20%), e apdés homogeneizagdo em
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vortex, foram incubadas em banho de gelo por 60 minutos. A
seguir, as amostras foram centrifugadas (4°C, 300 g por 5 min),
obtendo-se, desta forma, um sobrenadante limpido. Em seguida,
100 uL do sobrenadante de cada amostra foi transferido para um
poco de microplaca de ELISA e diluidos em solugdo contendo
100 pL de solugdo saturada de cloreto de vanadio (0,8%) (p/v) e
acido cloridrico (HCI) (3%) (p/v) e 100 uL de solugcéo de Griess:
sulfanilamida (1%) (p/v), acido fosférico (5%) (v/v) e N-(1-naftil)
etilenodiamina (0,1%) (p/v)). A mistura foi incubada por 40
minutos, a 37 °C (MIRANDA; ESPEY; WINK, 2001). Nesta
reacao, o cloreto de vanadio converte o NOs em NO2 e com a
adicdo do reagente de Griess ha formagdo de uma coloragéo
résea, que foi quantificada por meio da leitura das densidades
oticas em leitor de ELISA (Organon-Tecknica, Roseland, New
Jersey, EUA) em 540 nm. Curva-padrdao com concentragbes
previamente conhecidas de NOy (0-150 uM) também tiveram
suas densidades oticas determinadas, permitindo-se a
quantificagdo dos valores de NOx no exsudato da cavidade
pleural, em uM, com auxilio da equagéao da reta.

3.3.6 Determinacédo das concentracdes de IL-17A, IL-6, TNF-q,
IFN-y, MCP-1 e IL-10

Para a determinagdo das concentracbes de IL-17A, IL-6,
TNF-a, IFN-y, MCP-1 e IL-10, imediatamente apds a eutanasia
dos animais, aliquotas do lavado da cavidade pleural foram
coletadas e processada para a quantificacdo das citocinas. As
dosagens foram realizadas por meio da técnica de Cytometric
bead array (CBA) — ensaio com microesferas fluorescentes
empregando-se a citometria de fluxo. O CBA consiste em uma
mistura de microesferas (beads) com diferentes intensidades de
fluorescéncia, de tamanho uniforme e conjugadas com
anticorpos de captura especificos anti-analito de interesse
(citocinas). Desta forma, as citocinas pesquisadas sé&o
capturadas pela bead e depois marcadas com anticorpo de
detecgdo conjugado ao fluorocromo ficoeritrina (PE), este com
fluorescéncia distinta da esfera. Assim, a fluorescéncia obtida
torna-se proporcional a concentragao da citocina na amostra.
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Neste protocolo, foram utilizados os kits comerciais Mouse
Th1/Th2/Th17 Cytokine Kit e Mouse Inflammation Kit (BD
Biosciences Pharmingen, San Diego, CA, USA).

Seguindo as orientagbes do fabricante, inicialmente foi
preparada uma mistura com 10uL de cada tipo de bead presente
no kit. Os tubos de aquisicdo foram preparados com 50 pL da
mistura de beads, 50 yL de amostra e 50 uL de reagente de
deteccgao (anticorpo de detecgdo conjugado a PE).

A seguir, os tubos foram incubados no escuro por 2 h, em
temperatura ambiente. Apds esse periodo, foi adicionado 1 mL
de tampao de lavagem em cada tudo, para posterior
centrifugagdo (200 g por 5 min). Apdos a centrifugagdo, o
sobrenadante foi descartado e 300 uL de tampao de lavagem foi
adicionado a cada tubo. Apés a adicdo do tampéo de lavagem, o
pellet foi resuspendido e a amostra lida. O mesmo procedimento
foi realizado para a obtengdo da curva-padrao. As dosagens
foram realizadas em citbmetro de fluxo FASCSVerse (BD
FACSVerse™, San Jose, CA, USA) e os dados foram analisados
no software FCAP Array versdo 3.0., fornecido pelo mesmo
fabricante. Os valores foram expressos em pg/mL.

3.3.7 Avaliacao da fosforilagdo de p65 (p-p65 NF-kB)

Para avaliacao da fosforilacdo da subunidade p65 de NF-
KB (p-p65 NF-kB) foram utilizadas amostras de tecido pulmonar.
As amostras do tecido pulmonar (100 mg) foram coletadas
imediatamente apds a eutanasia dos animais e transferidas para
tubo de eppendorf contendo tampao de lise - Cell Lysis Buffer 5x
(eBioscience, San Diego, Califérnia, EUA) com intuito de formar
o homogenato. Conforme instrugdes do fabricante do kit, antes
da dosagem, todas as amostras de tecido pulmonar tiveram a
concentragdo de proteinas ajustadas para 60 ug de proteina
total.

O ajuste na concentragédo de proteinas totais foi realizado
de acordo com a metodologia descrita por Lowry e colaboradores
(1951) em espectrofotdmetro (LOWRY et al., 1951). Para tal, a 5
ML de amostra foi adicionado 95 pL de agua destilada e,
posteriormente, 100 yL de reagente de Lowry (25% de CTC:
carbonato de sédio: NaxCO3 10%, sulfato de cobre: CuSO4 0,1%,
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tartarato duplo Na/K 0,2%; 25% de SDS a 10%; 20% de NaOH
0,8 N e 30% de agua destilada). Apés uma incubagdo a
temperatura ambiente por 10 minutos, foi adicionado 50 uL de
reagente de Folin (40% de Reativo de Folin 1 N, 20% de Reativo
de Folin 2 N e 40% agua destilada) a cada amostra, seguido de
uma incubacdo de 30 minutos. Apdés a ultima incubagado, as
amostras foram lidas em leitora de microplacas em comprimento
de onda de 620 nm (Organon, Tcknica, Roseland, New Jersey,
EUA). Paralelamente utilizaram-se diferentes concentragbes de
albumina para obter-se uma curva-padrao (0-40 pg/uL). Desta
forma, para a determinagcdo da fosforilagdo da proteina p65,
todas as amostras foram ajustadas a concentragdo de 60 ug de
proteina total, conforme sugerido pelos fabricantes do kit.

Neste protocolo, foi utilizado kit comercial com anticorpos
monoclonais especificos para proteina p65 fosforilada humana
(Instant One Phospho-NF-kB p65 (Ser536) EIA Kit -
eBioscience®, San Diego, CA, USA), seguindo as orientagdes do
fabricante. Apesar do kit ser destinado a avalicdo da p65
humana, o fabricante informa que a detecgédo de p65 fosforilada
de ratos e de camundongos é esperada. Os resultados foram
expressos em modificagéo relativa comparada ao grupo controle
negativo (salina), que representou a expressao basal da proteina
p65.

3.3.8 Avaliagao da fosforilagdo de p38 MAPK

Para avaliagdo da fosforilagdo da p38 MAPK total e
fosforilada (p38 MAPK e p-p38 MAPK) foram utilizadas amostras
do tecido pulmonar coletadas imediatamente apds a eutanasia
dos animais.

Assim como realizado para avaliagdo da fosforilagdo da
proteina p65, a concentracao total de proteinas das amostras foi
ajustada para 60 pg pelo método de Lowry e colaboradores
(1951). Neste protocolo experimental, foi utilizado kit comercial
com anticorpos monoclonais especificos para p38 total (p38 MAP
Kinase EIA kit - Invitrogen®, Camarillo, CA, USA) e p38 MAPK
fosforilada humana e de camundongos (Instant One® Phospho-
p38 MAPK (Tyr180/Tyr182) EIA kit - eBioscience®, San Diego,
CA, USA), seguindo as orientagdes do fabricante dos Kkits
utilizados. Os resultados foram expressos em modificagdo
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relativa comparada ao grupo controle negativo (salina), que
representou a expressido basal da proteina p38 MAPK total e
fosforilada.

3.3.9 Avaliagao da fosforilagdo de ERK (MAPK)

Assim como descrito para avalicdo da fosforilagdo da
proteina p65 e p38 MAPK, a concentragao total de proteinas das
amostras foi ajustada para 60 pg pelo método de Lowry e
colaboradores (1951), e, em seguida, as amostras foram
transferidas para uma placa de 96 micropogos a qual continha
fixados anticorpos monoclonais especificos contra proteina ERK
1/2 fosforilada humana, de camundongos e de hamsters (Instant
One Phospho-ERK 1/2 — Thr202/Tyr2014, Thr185/Tyr187 -
ELISA kit - eBioscience, San Diego, Califérnia, EUA). O protocolo
experimental foi realizado seguindo as orientagdes do fabricante
do kit utilizado. Os resultados foram expressos em modificagdo
relativa comparada ao grupo controle negativo (salina), que
representou a expressao basal da proteina ERK 1/2 fosforilada.

3.4 ELABORACAO DA REVISAO SISTEMATICA
3.4.1 Estratégia de pesquisa

A pesquisa de dados foi realizada de 1° de fevereiro a 15
de maio de 2016, utilizando-se as bases de dados PUBMED,
MEDLINE, Web of Science e Scopus, utilizando-se as palavras-
chaves: ‘anti-inflammatory’ e ‘coumarin’ e ‘in vivo' ou ‘in vitro,
limitando a busca a artigos originais, publicados em inglés entre
1° de janeiro de 2005 a 31 de dezembro de 2015.

3.4.2 Pesquisa de dados

Um Unico membro do grupo de pesquisa (Silvana V. G Vigil
de Mello) realizou a triagem inicial no intuito de identificar
possiveis estudos através da analise de titulos.

A partir dos titulos selecionados, 0 mesmo membro do
grupo avaliou cada resumo potencialmente relevante. Na
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sequéncia, os textos completos dos resumos selecionados foram
analisados.

Os estudos foram considerados relevantes de acordo com
0 seguinte critério: os estudos deveriam ser conduzidos apenas
com cumarinas isoladas e deveriam analisar pelo menos um
parametro inflamatério.

A seguir, outro membro do grupo (Prof.? Dra. Tania Silvia
Frode) avaliou todos os resumos e textos completos dos artigos
selecionados, confirmando os resultados obtidos pelo primeiro
membro. Nao houve discordancia entre os dois membros em
relagado aos estudos selecionados.

3.4.3 Selecao dos estudos

A selegao dos estudos seguiu os seguintes critérios:

a) ldioma: os textos deveriam estar publicados em inglés;

b) Titulo, resumo ou texto completo deveriam mencionar as
palavras “cumarinas” (ou nome cientifico de alguma cumarina)
e/ou “inflamagao” (ou nome de algum mediador inflamatorio
ou modelos de inflamagéo);

c) Estudo in vitro: os estudos in vitro deveriam ser realizados
com ceélulas humanas ou células animais;

d) Estudo in vivo: os estudos in vivo deveriam utilizar modelos
animais de inflamagao;

e) Exclusdo: estudos cujo titulo, resumo ou texto completo nao
mencionavam as palavras “cumarinas” (ou nome cientifico de
alguma cumarina) e ‘“inflamagao” (ou nome de algum
mediador inflamatério ou modelos de inflamagédo) foram
desconsiderados. Artigos de revisdo e estudos cujo texto
completo ndo se encontrava disponivel também foram
excluidos.

4. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados dos parametros inflamatorios estudados,
incluindo migracdo celular, concentracdo das proteinas do
exsudato, concentragdes das enzimas (MPO e ADA), de NOx e
citocinas, foram expressos por média *+ erro padrao da média
(E.P.M.). As diferengas estatisticas dos parametros analisados
entre os grupos controle e grupos tratados com o EB, fragoes,
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compostos isolados ou com o farmaco de referéncia
dexametasona foram realizadas por meio do teste paramétrico
de Analise de Variancia (ANOVA) bi-caudal, complementado,
quando necessario, pelo teste post hoc de Newman—Keuls ou do
teste t de Student (ndo-pareado). Os resultados foram analisados
utilizando o programa estatistico GraphPad Prism® versdo 3.00
(San Diego, California, EUA). Para todas as analises estatisticas,
valores de p menores que 0,05 foram considerados significativos.
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5. RESULTADOS

5.1 RESULTADOS OBTIDOS NOS ESTUDOS IN VIVO PARA
AVALIACAO DO EFEITO ANTI-INFLAMATORIO

5.1.1 Efeito do extrato bruto, fragcbes e compostos isolados da A.
conyzoides 1. sobre a migracdo de leucécitos e a
concentragao das proteinas do exsudato

O EB (50 a 200 mg/kg), a EtOH-F (10 e 25 mg/kg), a HEX-
F (50 mg/kg), a AcOEt-F (50 mg/kg) e DCM-F (50 mg/kg), e os
trés compostos isolados, a MeONOB (5 a 10 mg/kg), a BP (5 a
10 mg/kg) e a EP (5 a 10 mg/kg), inibiram significativamente o
influxo de leucdcitos, as custas de neutrdfilos, bem como a
concentragdo de proteinas do exsudato (p < 0,05) (Figuras 7 a
11).

Os grupos controles tratados apenas com veiculo (solugao
de salina tamponada + DMSO 10%) e o grupo controle tratado
apenas com extrato bruto (10-200 mg/kg, i.p) ndo apresentaram
sinais de toxicidade (edema ou eritema) e ndo apresentaram
alteracdes significativas nos parédmetros inflamatérios analisados
(dados nao apresentados).

A partir dos resultados obtidos na curva dose-resposta, a
dose de 50 mg/kg para o EB, a dose de 10 mg/kg para a EtOH-
F, a dose de 50 mg/kg para as HEX-F, AcOEt-F e DCM-F e a
dose de 5 mg/kg para os trés compostos isolados foram
escolhidas para os demais experimentos, uma vez que estas
foram as menores doses capazes de inibir os parametros
inflamatdrios analisados.

Além disso, o estudo da curva tempo-resposta mostrou
que o EB, na dose de 50 mg/kg, foi eficaz em inibir os mesmo
parametros inflamatérios quando administrado de 0,5 h a 2 h
antes da administragdo da carragenina. Desta forma, foi
escolhido o menor tempo de tratamento prévio (0,5 h) para os
experimentos posteriores (resultados nao apresentados). Como
esperado, a dexametasona (0,5 mg/kg, i.p.) inibiu
significativamente todos os parametros inflamatérios testados (p
< 0,01), na resposta inflamatéria induzida por carragenina
(Figuras 7 a 11).
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5.1.2 Efeito do extrato bruto, fragdes e compostos isolados da A.
conyzoides |. sobre as concentragbes de MPO, ADA e NOXx

O tratamento prévio (0,5 h) dos animais com EB (50
mg/kg), EtOH-F (10 mg/kg), HEX-F (50 mg/kg), AcOEt-F (50
mg/kg) e DCM-F (50 mg/kg), ou compostos isolados MeONOB (5
mg/kg), BP (5 mg/kg) e EP (5 mg/kg), causaram uma redugéo
significativa das concentragcdes de MPO, ADA e NOx (p < 0,01)
(Figuras 12 a 14).

A dexametasona também reduziu significativamente os
parametros analisados (p < 0,01) (Figuras 12 a 14).

5.1.3 Efeito do extrato bruto, fragcbes e compostos isolados da A.
conyzoides L. sobre as concentragdes das citocinas IL-
17A, IL-6, TNF-q, IFN-y, MCP-1 E IL-10

Neste estudo experimental foi observado que o EB (50
mg/kg), EtOH-F (10 mg/kg) e os compostos isolados MeONOB
(5 mg/kg), BP (5 mg/kg) e EP (5 mg/kg) administrados via i.p.,
0,5 h antes da inducdo da pleurisia reduziram as concentracdes
de IL-17A, IL-6, TNF-a e IFN-y (p < 0,05) (Figuras 15 a 17).
Ainda, nas mesmas condigbes experimentais, o EB, EtOH-F e os
compostos isolados MeONOB e BP promoveram a reducdo
significatica de MCP-1 (p < 0,01). Paralelamente, o EB, EtOH-F
e o composto isolado BP aumentaram significativamente a
concentragdo de IL-10 em comparagdo com o grupo tratado
apenas com carragenina (p < 0,01) (Figuras 15 a 17).

A dexametasona também modificou a concentragao das
citocinas analisadas (p < 0,01) (Figuras 15 a 17).

5.1.4 Efeito dos compostos isolados da A. conyzoides L. 5'-
metoxi nobiletina, 1,2-benzopirona e eupalestina sobre a
fosforilagéo de p65 (NF-kB), p38 MAPK e ERK.

Neste protocolo experimental, os compostos isolados
MeONOB, BP e EP, na dose de 5 mg/kg cada, administrados 0,5
h antes da indugcdo da pleurisia pela carragenina, reduziram
significativamente a fosforilagdo da subunidade p65 de NF-kB e
p-p38 MAPK (p < 0.01) (Figuras 18 a 19). Nao foi observada
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alteracao significativa na p38 MAPK total e na p-ERK (Figuras 19
e 20).

Semelhante ao observado com os compostos isolados, o
farmaco de referéncia dexametasona também reduziu a
fosforilagdo de p65 de NF-kB e p-p38 MAPK (p < 0.01) (Figuras
18 a 19).
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conyzoides L., administrados 0,5 h antes da indugdo da pleurisia
pela carragenina, sobre a concetragao de proteinas do exsudato e o
influxo de leucdcitos. Sal: grupo controle negativo (animais tratados
apenas com solugdo salina (NaCl 0,95%)); Cg: grupo controle
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Figura 11 - Efeito da fragdo diclorometano (DCM-F: 10-50 mg/kg,
i.p.) da A. conyzoides L., administrada 0,5 h antes da indug¢ado da
pleurisia pela carragenina, sobre a concentragdo das proteinas do
exsudato e o influxo de leucdcitos. Sal: grupo controle negativo
(animais tratados apenas com solugdo salina (NaCl 0,95%)); Cg:
grupo controle positivo (animais tratados apenas com Cg 1%); Dexa:
animais tratados com dexametasona (0,5 mg/kg) + Cg; i.p.:
administragdo via intraperitoneal. Cada grupo representa a média *
E.P.M. de 5 animais. Cada experimento foi repetido duas vezes. **p
<0,01 e *p < 0,05.
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Figura 12 - Efeito do extrato bruto (50 mg/kg, i.p.) da A. conyzoides
L., administrado 0,5 h antes da indugdo da pleurisia pela
carragenina sobre as concentragbes de A) mieloperoxidase (MPO);
B) adenosina desaminase (ADA); e C) metabdlitos do 6xido nitrico
(NOx). Sal: grupo controle negativo (animais tratados apenas com
solugdo salina (NaCl 0,95%)); Cg: grupo controle positivo (animais
tratados apenas com Cg 1%); Dexa: animais tratados com
dexametasona (0,5 mg/kg) + Cg; i.p.: via intraperitoneal. Cada grupo
representa a média + E.P.M. de 5 animais. Cada experimento foi
repetido duas vezes. **p < 0,01.
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Figura 13 - Efeito das fragées hexano (HEX-F: 50 mg/kg), acetato
de etila (AcOEt-F: 50 mg/kg), diclorometano (DCM-F: 50 mg/kg) e
etanol (EtOH-F: 10 mg/kg) da A. conyzoides L., administradas 0,5 h
antes da indugdo da pleurisia pela carragenina sobre as
concentracbes de A) mieloperoxidase (MPO); B) adenosina
desaminase (ADA), e C) metabdlitos do 6xido nitrico (NOx). Sal:
grupo controle negativo (animais tratados apenas com solugao
salina (NaCl 0,95%)); Cg: grupo controle positivo (animais tratados
apenas com Cg 1%); Dexa: animais tratados com dexametasona
(0,5 mg/kg) + Cg; i.p.: via intraperitoneal. Cada grupo representa a
média £ E.P.M. de 5 animais. Cada experimento foi repetido duas
vezes. Cada experimento foi repetido duas vezes. **p < 0,01 e *p <
0,05.
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Figura 14 - Efeito dos compostos isolados da A. conyzoides L. 5'-
metoxi nobiletina (MeONOB: 5 mg/kg), 1,2-benzopirona (BP: 5
mg/kg) e eupalestina (EP: 5 mg/kg), administrados 0,5 h antes da
indugao da pleurisia pela carragenina sobre as concentragdes de A)
mieloperoxidase (MPO); B) adenosina desaminase (ADA), e C)
metabdlitos do 6xido nitrico (NOx). Sal: grupo controle negativo
(animais tratados apenas com solugdo salina (NaCl 0,95%)); Cg:
grupo controle positivo (animais tratados apenas com Cg 1%); Dexa:
animais tratados com dexametasona (0,5 mg/kg) + Cg; i.p.: via
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Figura 15 - Efeito do extrato bruto (EB: 50 mg/kg, i.p), fragéo etanol
(EtOH-F: 10 mg/kg, i.p.) e compostos isolados 5-metoxi nobiletina
(MeONOB: 5 mg/kg), 1,2-benzopirona (BP: 5 mg/kg) e eupalestina
(EP: 5 mg/kg) da A. conyzoides L., administrado 0,5 h antes da
indugao da pleurisia pela carragenina, sobre as concentragdes de A)
IL-17A; e B) IL-6. IL-17A: interleucina 17A; IL-6: interleucina 6; Sal:
grupo controle negativo (animais tratados apenas com solugao
salina (NaCl 0,95%)); Cg: grupo controle positivo (animais tratados
apenas com Cg 1%); Dexa: animais tratados com dexametasona
(0,5 mg/kg) + Cg; i.p.: administragcéo via intraperitoneal. Cada grupo
representa a média + E.P.M. de 5 animais. Cada experimento foi
repetido duas vezes. **p < 0,01.
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Figura 16 - Efeito do extrato bruto (EB: 50 mg/kg, i.p), fragéo etanol
(EtOH-F: 10 mg/kg, i.p.) e compostos isolados 5’-metoxi nobiletina
(MeONOB: 5 mg/kg), 1,2-benzopirona (BP: 5 mg/kg) e eupalestina
(EP: 5 mg/kg) da A. conyzoides L., administrado 0,5 h antes da
inducao da pleurisia pela carragenina, sobre as concentragdes de A)
TNF-a; e B) IFN-y. TNF-a: fator de necrose tumoral alfa; IFN-y:
interferon gama. Sal: grupo controle negativo (animais tratados
apenas com solugdo salina (NaCl 0,95%)); Cg: grupo controle
positivo (animais tratados apenas com Cg 1%); Dexa: animais
tratados com dexametasona (0,5 mg/kg) + Cg; i.p.: administragéo via
intraperitoneal. Cada grupo representa a média + E.P.M. de 5
animais. Cada experimento foi repetido duas vezes. **p < 0,01 e *p
<0,05.
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Figura 17 - Efeito do extrato bruto (EB: 50 mg/kg, i.p), fragéo etanol
(EtOH-F: 10 mg/kg, i.p.) e compostos isolados 5-metoxi nobiletina
(MeONOB: 5 mg/kg), 1,2-benzopirona (BP: 5 mg/kg) e eupalestina
(EP: 5 mg/kg) da A. conyzoides L., administrados 0,5 h antes da
indugao da pleurisia pela carragenina, sobre as concentragdes de A)
MCP-1; e B) IL-10. MCP-1: proteina quimiotatica de mondcito 1; IL-
10: interleucina 10. Sal: grupo controle negativo (animais tratados
apenas com solugdo salina (NaCl 0,95%)); Cg: grupo controle
positivo (animais tratados apenas com Cg 1%); Dexa: animais
tratados com dexametasona (0,5 mg/kg) + Cg; i.p.: administragéo via
intraperitoneal. Cada grupo representa a média + E.P.M. de 5
animais. Cada experimento foi repetido duas vezes. **p < 0,01 e *p
<0,05.
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Figura 18 - Efeito dos compostos isolados 5-metoxi nobiletina
(MeONOB: 5 mg/kg), 1,2-benzopirona (BP: 5 mg/kg) e eupalestina
(EP: 5 mg/kg) da A. conyzoides L., administrados 0,5 h antes da
indugdo da pleurisia pela carragenina, sobre a fosforilagdo da
subunidade p65 de NF-kB. Sal: grupo controle negativo (animais
tratados apenas com solugdo salina (NaCl 0,95%)); Cg: grupo
controle positivo (animais tratados apenas com Cg 1%); Dexa:
animais tratados com dexametasona (0,5 mg/kg) + Cg; i.p.:
administragao via intraperitoneal. Cada grupo representa a média *
E.P.M. de 5 animais. O experimento foi repetido duas vezes**p <
0,01.
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Figura 19 - Efeito dos compostos isolados 5-metoxi nobiletina
(MeONOB: 5 mg/kg), 1,2-benzopirona (BP: 5 mg/kg) e eupalestina
(EP: 5 mg/kg) da A. conyzoides L., administrados 0,5 h antes da
inducédo da pleurisia pela carragenina, sobre a fosforilagdo de: A)
p38 MAPK total; e B) p38 MAPK fosforilada. Sal: grupo controle
negativo (animais tratados apenas com solugdo salina (NaCl
0,95%)); Cg: grupo controle positivo (animais tratados apenas com
Cg 1%); Dexa: animais tratados com dexametasona (0,5 mg/kg) +
Cg; i.p.: administragao via intraperitoneal. Cada grupo representa a
média = E.P.M. de 5 animais. Cada experimento foi repetido duas
vezes. **p < 0,01.
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Figura 20 - Efeito dos compostos isolados 5-metoxi nobiletina
(MeONOB: 5 mg/kg), 1,2-benzopirona (BP: 5 mg/kg) e eupalestina
(EP: 5 mg/kg) da A. conyzoides L., administrados 0,5 h antes da
indugdo da pleurisia pela carragenina, sobre a fosforilagdo ERK
fosforilada. Sal: grupo controle negativo (animais tratados apenas
com solucdo salina (NaCl 0,95%)); Cg: grupo controle positivo
(animais tratados apenas com Cg 1%); Dexa: animais tratados com
dexametasona (0,5 mg/kg) + Cg; i.p.. administragdo via
intraperitoneal. Cada grupo representa a média + E.P.M. de 5
animais. O experimento foi repetido duas vezes. **p < 0,01.
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5.2 RESULTADOS OBTIDOS NA REVISAO SJSTEMATICA
SOBRE O EFEITO  ANTI[INFLAMATORIO  DAS
CUMARINAS

5.2.1 Estudos incluidos na revisao sistematica

Apoés a pesquisa em bases de dados, foram identificados
423 titulos de artigos com potencial relevancia, baseados nos
termos pesquisados. Seguindo o protocolo de triagem (Figura
21), foram descartados os artigos duplicados e aqueles estudos
cujo titulo ou o resumo nao atendiam os critérios e inclusao,
restando 125 artigos. Destes 125, apos a exclusdo de artigos de
revisdo, estudos fora do escopo ou artigos cujo texto completo
nao se encontrava disponivel online, restaram 67 artigos, que
foram incluidos nesta revisdo. O diagrama de fluxo que detalha o
protocolo de triagem esta ilustrado na Figura 21.

5.2.2 Toxicidade das cumarinas

Estudos de toxicidade in vitro sdo uma importante
ferramenta para avaliagdo da seguranga e tolerabilidade de
substancias. Entre os 67 estudos selecionados, o efeito toxico
das cumarinas foi avaliado em 26 (38,8%) (Tabelas 1 e 2), dos
quais 25 (96,2%) nao registraram qualquer efeito toxico destas
substancias sobre as linhagens de células utilizadas.

5.2.3 Ensaios in vivo e in vitro

Dentre os 67 estudos relevantes (selecionados apds a
revisdo dos textos completos), 24 (35,8%) foram conduzidos
apenas com ensaios in vitro, 13 (19,4%) utilizaram apenas
ensaios in vivo, e 30 estudos (44,8%) foram conduzidos com
ensaios in vitro e in vivo (Tabelas 1 e 2).

5.2.3.1 Estudo das cumarinas in vivo

De um total de 43 estudos que realizaram ensaios in vivo,
20 (46,5%) utilizaram apenas camundongos, 22 (51,2%)
utilizaram apenas ratos e 1 (2,3%) utilizou camundongos e ratos
(Tabelas 1 e 2).
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Figura 21 — Protocolo de triagem para selegdo dos estudos
incluidos na revisdo sistematica sobre o efeito anti-inflamatoério das
cumarinas.
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Os modelos experimentais de inflamagao mais utilizados
nos estudos pesquisados foram: o modelo de edema de pata em
ratos (23,9%), o modelo de inflamagéo pulmonar (21,7%) e de
edema de orelha (10,9%), em camundongos, e o modelo de
colite (8,7%) e artrite (8,7%), em ratos. Apenas 4,4% dos estudos
utilizaram o modelo de dermatite atépica, em camundongos
(Tabelas 1 e 2).

Ainda, 23,8% dos estudos incluidos utilizaram outros
modelos experimentais de inflamagdo em ratos (modelo de
inflamacao pulmonar, modelo de anafilaxia cutanea e modelo de
lesdo de retina induzida por isquemia e reperfusdo) ou em
camundongos (modelo de colite, modelo de artrite, modelo de
nefropatia por IgA, modelo de formagao de granuloma induzido
por pellet de algodao, modelo de isquemia global cerebral,
modelo de diabetes e modelo de choque séptico) (Tabelas 1 e 2).

5.2.3.2 Estudos das cumarinas in vitro

Dos 54 estudos que realizaram ensaios in vitro, 16 (29,6%)
utilizaram apenas linhagens de células humanas, 30 (55,6%)
apenas linhagens de células animais, 3 (5,5%) utilizaram células
humanas e animais, e 5 (9,25%) n&o utilizaram cultura de células
(Tabelas 1 e 2).

Entre os 19 estudos que realizaram ensaios com linhagens
de células humanas, 4 (19,0%) utilizaram neutréfilos de doadores
adultos voluntarios e saudaveis e 3 (15,8%) utilizaram células de
linhagem monociticas humanas (THP-1). Os outros 12 estudos
(63,2%) utilizaram outras linhagens de células, incluindo células
endoteliais primarias isoladas de cordao umbilical humano,
linhagem de linfocitos T imortalizada (Jurkat), linhagem
neoplasica humana (U937), fibroblastos pulmonares humanos
(HFL-1 e MRC-5), células de leucemia eosinofilica (EoL-1),
linhagem de células de adenocarcinoma de célon humano (Caco-
2), queratindcitos humanos (HaCaT), células epiteliais orais
humanas (GMSM-K), fibroblastos gengivais humanos (HGF-1),
células de carcinoma hepatocelular humano (HepG2 e Hep3B), e
células epiteliais pulmonares humanas (A549) (Tabelas 1 e 2).

Trinta e trés estudos utilizaram diferentes linhagens de
células animais. A linhagem RAW264.7 (macréfagos murino) foi
utilizada em 12 estudos (36,4%), enquanto a linhagem de
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macréfagos peritoneais murinos foi utilizada em 5 estudos
(15,2%) e esplendcitos murinos em 3 (9,1%). Outros 13 estudos
(39,4%) utilizaram outras linhagens de células animais, entre
elas: macréfagos alveolares de ratos (NR8383), eritrécitos de
ratos, células de leucemia basofilica de ratos (RBL-2H3),
leucécitos polimorfonucleares de ratos, macréfagos murinos
(J774A.1), células mesengiais murinas (CRL 1927), células da
micréglia murina BV2, macréfagos alveolares murinos (MH-S),
fibroblastos embrionarios de camundongos albinos Swiss 3T3,
linfécitos e esplendcitos de camundongos C57BL/6, e células
Tregs isoladas do bago de camundongos nao-diabéticos ou
diabéticos n&do obesos (Tabelas 1 e 2).

5.2.4 Cumarinas e a resposta anti-inflamatéria

5.2.4.1 Cumarinas e inibicdo de células inflamatérias

Dos 67 estudos selecionados para esta revisdo, o efeito
das cumarinas sobre as células inflamatdrias foi avaliado em 15
estudos (22,4%) (Tabelas 1 e 2).

Destes 15 estudos, 9 (60%) avaliaram o efeito das
cumarinas sobre leucécitos totais, 2 (13,3%) avaliaram o efeito
das cumarinas sobre leucdcitos totais e infiltragdo e acumulo de
neutréfilos, e 1 estudo (6,66%) avaliou efeito das cumarinas
sobre leucocitos totais e infiltragdo e acumulo de neutrdfilos e
macrofagos (Tabelas 1 e 2).

Paralelamente, o efeito das cumarinas sobre macrofagos
alveolares e intersticiais, células dendriticas e neutrofilos foi
avaliado em apenas 1 estudo (6,66%). Ainda, o efeito das
cumarinas sobre macréfagos e células T ou CD4+CD25+Foxp3+
Tregs foi avaliado em um estudo cada (6,66%) (Tabelas 1 e 2).

Os dados da literatura pesquisada mostraram que as
cumarinas inibiram a infiltracdo e o acumulo de leucdcitos,
neutrofilos e macréfagos no local da inflamagéo. Paralelamente,
as cumarinas promoveram um aumento da diferenciagdo de
células Treg no baco.
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5.2.4.2 Cumarinas e a inibicdo da mieloperoxidase

Dos 67 estudos selecionados, o efeito das cumarinas
sobre a atividade da MPO foi avaliado em 11 (16,4%) estudos
conduzidos com ensaios in vivo. De acordo com os dados
pesquisados, a atividade da MPO foi inibida pelas cumarinas
(Tabelas 1 e 2).

5.2.4.3 Cumarinas e a inibicdo das moléculas de adesdo

Entre os 67 estudos relevantes selecionados para esta
revisao, o efeito das cumarinas sobre as moléculas de ades&o foi
avaliado em 5 estudos conduzidos com ensaios in vitro (7,5%)
(Tabelas 1 e 2).

Destes 5 estudos, 2 (40%) avaliaram o efeito dos
compostos apenas sobre a concentragdo de ICAM-1, 1 (20%)
sobre a concentracdo de ICAM-1 e VCAM-1, e 2 (40%) sobre a
concentragéo de integrinas (aLB2 e amB2 ou CD11b) (Tabelas 1 e
2).

Dos estudos conduzidos com ensaios in vivo, apenas 1
estudo (1,5%) avaliou o efeito das cumarinas sobre a expresséo
das moléculas de adesao ICAM-1 (Tabelas 1 e 2). De acordo
com os estudos incluidos nesta revisdo, as cumarinas inibiram a
concentragdo de VCAM-1 e de integrinas, e inibiram a
concentragao e a expressao de ICAM-1.

5.2.4.4 Cumarinas e a inibicdo de edema

Entre os 43 estudos que utilizaram modelos animais, o
efeito das cumarinas sobre edema (orelha, pata, pulméo ou
colon) foi avaliado em 20 estudos (46,5%) (Tabelas 1 e 2).

Em todos os estudos incluidos nesta revisdo, a formagédo de
edema foi inibida pelas cumarinas.

5.2.4.5 Cumarinas e a inibigcao do extresse exidativo

Dos 67 estudos selecionados, o efeito antioxidante das
cumarinas foi avaliado em 15 (22,4%) (Tabelas 1 e 2).
Destes 15 estudos, a reducdo de anion superodxido foi avaliada
em 6 (40%), a habilidade das cumarinas de neutralizar
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(scavenge) ERO foi avaliada em 4 estudos (26,7%), a
peroxidacgéo lipidica foi avaliada em 3 (20%), atividade de xantina
oxidase em 1 (6,7%), e a redugao do conteudo de glutationa
(associada com dano oxidativo) em 4 estudos (23,5%) (Tabelas 1
e 2). Os 4 estudos que analisaram o conteudo de glutationa
também avaliaram simultaneamente a atividade da fosfatase
alcalina (Tabelas 1 e 2). De acordo com os estudos incluidos
nesta revisdo, as cumarinas demonstraram potencial atividade
antioxidante através da redugao de anion superoxido, inibicdo da
peroxidacdo lipidica, da atividade de xantina oxidase e pela
neutralizacdo de ERO. Paralelamente, as cumarinas
promoveram o aumento do conteldo de glutationa e inibigdo da
fosfatase alcalina.

5.2.5 Cumarinas e a inibicdo de outros mediadores da
inflamacao

5.2.5.1 Cumarinas e a inibigdo do oxido nitrico

Dos 67 trabalhos selecionados, o efeito das cumarinas
sobre a concentragdo de NOx foi analisado em 14 estudos
(20,9%) conduzidos com ensaios in vitro (Tabelas 1 e 2). Destes
14 estudos, 2 (14,3%) também realizaram esta analise em seus
estudos in vivo (Tabelas 1 e 2).

Paralelamente, NOS2 foi avaliada em 7 estudos
conduzidos com ensaios in vitro (10,4%) (Tabelas 1 e 2). Destes
7 estudos, a concentragéo de enzima foi avaliada em 3 (42,9%) e
a expressao da enzima em 4 estudos (57,1%). Ainda, 6 estudos
(85,7%) avaliaram a concentracdo de NOS2 e NOx no mesmo
experimento (Tabelas 1 e 2).

Os dados da literatura pesquisada mostraram que as
cumarinas reduziram a concentragdo de NOx e a concentragéo e
expressao de NOS2.

5.2.5.2 Cumarinas e a inibigdo da cicloxigenase, lipoxygenase e
seus produtos

Dentre os 67 estudos selecionados, o efeito das cumarinas
sobre COX-2 foi avaliado em 8 estudos (11,9%) (Tabelas 1 e 2).
Destes 8, a expressdo de COX-2 foi avaliada em 6 estudos
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(75%) conduzidos com ensaios in vitro e em 2 estudos (25%)
conduzidos com ensaios in vivo. Dos 6 estudos que analisaram
COX-2 in vitro, 4 (66,7%) também analisaram o efeito das
cumarinas sobre a atividade de COX-1 no mesmo experimento
(Tabelas 1 e 2).

De acordo com os dados da literatura selecionada, as
cumarinas inibiram a expressdo e/ou a atividade de COX-2.
Paralelamente, nao foi observado nenhum efeito das cumarinas
sobre a atividade de COX-1.

Em relacdo aos produtos da COX, o efeito das cumarinas
sobre a concentracdo de PGE; foi avaliada em 6 (9,0%) dos 67
trabalhos selecionados (Tabelas 1 e 2). Destes 6 estudos, 4
(66,6%) foram conduzidos apenas com ensaios in vitro, 1
(16,7%) apenas com ensaio in vivo, e 1 (16,7%) com ensaios in
vitro e in vivo (Tabelas 1 e 2). Em todos os estudos, as
cumarinas se mostraram efetivas em inibir a concentragdo de
PGE:.

Além da PGE,, também foi avaliado o TXB2. Dos 67
estudos selecionados, o efeito das cumarinas sobre TXB: foi
avaliado em apenas 1 estudo (1,5%) (Tabelas 1 e 2). De acordo
com a literatura pesquisada, as cumarinas foram capazes de
diminuir a concentracao de TXB..

Em relagédo a enzima lipoxigenase e seus produtos, dos 67
estudos selecionados, o efeito das cumarinas sobre a enzima 5-
LOX, LTB4 e FLAP foi avaliado em 3 (4,5%), 2 (3,0%), e 1 (1,5%)
estudos conduzidos apenas com ensaios in Vvitro,
respectivamente (Tabelas 1 e 2).

Os dados da literatura selecionada mostraram que as
cumarinas inibiram a atividade 5-LOX, a producdo de LTB4 € a
atividade de FLAP.

5.2.56.3 Cumarinas e a inibicao de citocinas

Entre os 67 estudos relevantes, o efeito das cumarinas
sobre a concentragdo de citocinas foi avaliado em 36 (53,7%)
(Tabelas 1 e 2). As principais citocinas testadas foram TNF-q, IL-
6 e IL-1B.

Dos 36 estudos que dosaram citocinas, o TNF-a foi
analisado em 25 (69,4%) (Tabelas 1 e 2). Destes 25, 12 (48%)
foram conduzidos apenas com ensaios in vitro, 6 (24%) apenas
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com ensaios in vivo e 7 (28%) conduziram seus estudos com
ensaios in vitro e in vivo (Tabelas 1 e 2).

Paralelamente, a IL-6 foi avaliada em 24 estudos (66,7%)
(Tabelas 1 e 2). Destes 24, 12 (50%) conduziram seus estudos
apenas com ensaios in vitro, 7 (29,2%) apenas com ensaios in
vivo, e 5 (20,8%) com ensaios in vitro e in vivo (Tabelas 1 e 2).

A citocina IL-1p3, por sua vez, foi mensurada em 16 estudos
(44,4%) (Tabelas 1 e 2). Destes 16, 6 (37,5%) conduziram seus
estudos apenas com ensaios in vitro, 5 (31,25%) apenas com
ensaios in vivo, e 5 (31,25%) utilizaram tanto ensaios in vitro
como in vivo (Tabelas 1 e 2).

Dos 36 estudos que dosaram citocinas, o efeito das
cumarinas sobre IFN-y, IL-4, MCP-1, TGF-$, IL-8, IL-2 e IL-10 foi
avaliado respectivamente em 8 (22,2%), 7 (19,4%), 6 (16,7%), 5
(13,9%), 5 (13,9%), 4 (11,1%) e 4 (11,1%) estudos (Tabelas 1 e
2).

Dos 8 estudos que mensuraram IFN-y, as coumarinas
reduziram a concentragao desta citocina em 7 estudos (87,5%).
Paralelamente, dos 7 estudos que avaliaram IL-4, em 6 (85,7%)
as coumarinas foram capazes de reduzir a concentragdo desta
citocina.

Por outro lado, todos os 6 estudos que mensuraram MCP-
1 observaram que as cumarinas reduziram a concentracdo da
quimiocina. Entretanto, dos 5 que avaliaram TGF-3, 4 (80%)
mostraram que as cumarinas inibiram a concentragdo bem como
a expressao desta citocina. Os resultados de todos os estudos
que avaliaram IL-8 e IL-2 mostraram que as cumarinas reduziram
as concentragdes destas interleucinas. Ainda, 75% dos estudos
que mensuraram IL-10 observaram que as cumarinas
aumentaram a concentracéo desta citocinas.

Outras citocinas, proteinas induzidas por citocinas ou
quimiocinas envolvidas no processo inflamatério foram testadas
em alguns estudos, incluindo IL-13 (8,3%), IFN-B (2,8%), IL-17
(2,8%), IL-23 (2,8%), CXCL12 (2,8%), CXCL1 (2,8%), CXCL2
(MIP-2) (2,8%), Eotaxin (8,3%), CCL17 (2,8%), FGF-2 (2,8%) e
VEGF (2,8%). Em todos os estudos selecionados, as cumarinas
reduziram a concentragao destes mediadores.
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5.2.5.4 Cumarinas e a inibicdo das metaloproteinases de matriz

Dos 67 estudos selecionados, o efeito das cumarinas
sobre MMP foi avaliado em 3 estudos (4,5%) (Tabelas 1 e 2).
Destes 3 estudos, 2 (66,7%) foram conduzidos apenas com
ensaios in vitro e avaliaram a concentracdo de MMP-2 e MMP-9
e 1 (33,3%) foi conduzido com ensaios in vivo e avaliou a
concentragdo apenas de MMP-9 (Tabelas 1 e 2). Os dados
pesquisados mostraram que as cumarinas foram capazes de
diminuir a concentracéo de MMP.

5.2.6 Cumarinas e a inibigao das vias de sinalizagao da resposta
inflamatodria

5.2.6.1 Cumarinas e a inibicdo de MAPK

Entre os 67 estudos incluidos nesta revisdo, o efeito das
cumarinas sobre a fosforilagdo de MAPK foi avaliada em 8
estudos conduzidos apenas com ensaios in vitro (11,9%)
(Tabelas 1 e 2).

Destes 8 estudos, 4 (50%) avaliaram a fosforilagdo de p38
MAPK, ERK e JNK no mesmo experimento, 1 (12,5%) avaliou a
fosforilagdo de p38 MAPK e ERK, 2 (25%) avaliaram a
fosforilagdo apenas de p38 MAPK e 1 (12,5%) apenas de ERK
(Tabelas 1 e 2).

A concentracdo de proteinas ou a fosforilagdo de outras
MAPK, incluindo MEK-1 (12,5%), TAK-1 (12,5%) e PKCa
(12,5%), foram avaliadas em um pequeno numero de estudos
(Tabelas 1 e 2).

Os dados da literatura mostraram que as cumarinas foram
efetivas em inibir a fosforilacdo de p38 MAPK, ERK e JNK.

5.2.6.2 Cumarinas e a inibicdo de NF-«kB

Dos 67 estudos selecionados, o efeito das cumarinas
sobre a concentracao ou expressao de NF-kB foi avaliado em 15
estudos (22,4%) (Tabelas 1 e 2).

Destes 15 estudos, 11 (73,3%) conduziram seus
experimentos apenas com ensaios in vitro, 1 (6,7%) com ensaios
in vitro e in vivo e 3 (20%) avaliaram a concentragdo ou
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expressao de NF-kB apenas em seus ensaios in vivo | (Tabelas 1
e 2).

Ainda, 6 (40%) destes 15 estudos também avaliaram no
mesmo experimento a fosforilacdo de IkBa em seus estudos
conduzidos com ensaios in vitro e 1 (6,7%) em seus estudos
conduzidos com ensaios in vivo (Tabelas 1 e 2).

Por outro lado, apenas 3 (20%) dos 15 estudos avaliaram o
efeito das cumarinas sobre a fosforilagdo de IKKa/B (Tabelas 1 e
2).

Paralelamente, dos 67 estudos, 2 (3,0%) avaliaram o efeito
das cumarinas sobre TLR4 e 1 (1,5%) avaliou o efeito destes
compostos sobre Myd88, TRIF, TRAM, e IRF-3 em seus estudos
in vivo. Por outro lado, 1 estudo (1,5%) conduzido apenas com
ensaios in vitro avaliou o efeito das cumarinas sobre a
ubiquitinacdo de TRAF6 e outro (1,5%) sobre TNFAIP3 (Tabelas
1e2).

De acordo com a literatura pesquisada, as cumarinas
promoveram inibicdo da fosforilagdo de NF-kB, de IkBa e de
IKKa/B, inibiram a expressao/concentracdo de TLR4, a
expressdao de Myd88, TRIF, TRAM e IRF-3 e também a
ubiquitinacdo de TRAFG6. Adicionalmente, as cumarinas ainda
aumentaram as concentragdes de TNFAIP3.

5.2.7 Cumarinas e outros fatores de transcrigdo

5.2.7.1 Foxp3

Dos 67 estudos incluidos nesta revisdo, o efeito das
cumarinas sobre Foxp3 foi avaliado em 2 (3,0%) (Tabelas 1 e 2).
Os dados da literatura pesquisada mostraram que as cumarinas
aumentaram a expressao e a concentragao de Foxp3.

5.2.7.2 NFAT

Dos 67 estudos escolhidos, o efeito das cumarinas sobre
NFAT foi avaliado em apenas 1 estudo (1,5%) conduzido apenas
com ensaios in vitro (Tabelas 1 e 2). De acordo com a literatura
selecionada, as cumarinas reduziram as concentragdes de
NFAT.
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5.2.7.3 Nrf2

Entre os 67 estudos relevantes, o efeito das cumarinas
sobre Nrf2 foi avaliado em 1 estudo (1,5%) conduzido com
ensaios in vitro e in vivo (Tabelas 1 e 2).

A literatura pesquisada mostrou que as cumarinas
aumentaram as concentracoes de Nrf2.

5.2.7.4 Smad

Dentre os 67 estudos selecionados, o efeito das cumarinas
sobre as proteinas Sma2/3 e Smad7 foi avaliada em apenas 1
estudo (1,5%) conduzido apenas com ensaios in vivo (Tabelas 1
e 2). Os dados da literatura mostraram quem as cumarinas
inibiram a fosforilagdo de Smad2/3 e aumentam a concentragcéo
de Smad7.

5.2.7.5 RORyr

Dos 67 estudos relevantes, o efeito das cumarinas sobre a
concentragdo de RORyt foi avaliado em 1 estudo (1,5%)
conduzido apenas com ensaios in vivo (Tabelas 1 e 2). Os dados
da literatura mostraram que as cumarinas reduziram as
concentragbes de RORyr.
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Tabela 1 — Relagdo dos principais parametros avaliados nos 67
estudos selecionados para a revisao sistematica sobre o efeito anti-
inflamatorio das cumarinas.

Parametros estudados %
Ensaios in vitro 80,6
Células animais 61,1
e RAW264.7 36,4
o Macrdéfagos peritoneais murinos 15,2
e Esplendcitos murinos 9,1
Células humanas 35,1
¢ Neutréfilos de doadores saudaveis 19
e Células monociticas humanas (THP-1) 15,8
e Qutras linhagens (Jukart, U937, HaCat, EoL-1, 632
HGF-1, HFL-1) ’
Ensaios in vivo 64,2
e Ratos 51,2
e Camundongos 46,5
Modelos experimentais
e Edema de pata 23,9
¢ Inflamacao pulmonar 21,7
e Edema de orelha 10,9
e Colite 8,7
e Artrite 8,7
e Dermatite topica 4,4
e Outros modelos 23,8
Citocinas 53,7
e TNF-a 69,4
e IL-6 66,7
o IL-1B 44 .4
e |FN-y 22,2
e MCP-1 16,7
e IL-10 111
Edema 46,5
Toxicidade 38,8
Estresse oxidativo 22,4
¢ Reducéo do anio superdxido 40
¢ Neutralizacdo de ERO 26,7

e Conteudo de glutationa 23,5
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e Peroxidacao lipidica 20,0
e Xantina oxidase 6,7
Células inflamatoérias 22,4
o Leucdécitos totais 60
¢ Leucodcitos totais e neutrdfilos 13,3
e Leucocitos totais, neutréfilos e macréfagos 6,66
e Linfécito T regulatorio 6,66
Oxido nitrico 20,9
e NOS2 10,4
MPO 16,4
COX-2 11,9
e PGE2 9,0
e TBX2 1,5
Moléculas de adesao 7,5
e |CAM-1 40
e ICAM-1 e VCAM 20
¢ Integrinas 40
MMP 45
e MMP-2 e MMP-9 6,7
5-LOX 4,5
e LTB4 3,0
e FLAP 1,5
NF-kB 22,4
e KB 40
e |IKKa/B 20
e TLR4 3,0
e Myd88, TRIF, TRAM e IRF-3 1,5
¢ Ubiquitinagdo de TRAF6 1,5
e TNFAIP3 1,5
MAPK 11,9
e p38, ERK e JNK 50
e p38 e ERK 12,5
° p38 25
e ERK 12,5
Outros fatores de transcrigao
o Foxp3 3,0
o NFAT 1,5

o Nrf2 1,5
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Tabela 2 - Relagdo dos estudos incluidos na revisdo sistematica
sobre o enfeito anti-inflamatério das cumarinas.

Parametro estudado

Referéncia

Toxicidade das cumarinas

(LIN et al., 2006; BUCOLO et al., 2008;
PANDEY et al., 2010; YANG et al., 2011;
SHARMA et al., 2012; WITAICENIS et al.,
2012; XIONG et al., 2012; KIM et al., 2012;
SANTOS et al., 2013; SHIl et al., 2013; FU et
al., 2013; KABEYA et al., 2013; KIM; KIM;
LEE, 2013; LA et al., 2013; NIU et al., 2014,
2015a; SONG et al., 2014; TOGNA et al.,
2014; TONG et al., 2014; YU et al., 2014a,
2014b; LIM et al., 2014; BANBURY et al.,
2015; ROUGER et al., 2015; TSAl et al., 2015;
LV et al., 2015)

Ensaios in vitro

(HAN et al., 2005; KUMAR et al., 2005; LIN et
al., 2006; PANDEY et al., 2010; SHARMA et
al., 2010, 2012; MEENA et al., 2011;
UMAMAHESWARI et al., 2011; BHATNAGAR
et al., 2012; ZHANG,; LI; YANG, 2012;
SANTOS et al., 2013; TANG et al., 2013; FU
etal., 2013; KABEYA et al., 2013; LA et al.,
2013; TOGNA et al., 2014; YU et al., 2014b;
LEE et al., 2014; AZELMAT et al., 2015;
BANBURY et al., 2015; LV et al., 2015;
ROUGER et al., 2015; YANG et al., 2015;
CHEN et al., 2015)

Ensaios in vivo

(GHATE; KUSANUR; KULKARNI, 2005;
LUCHINI et al., 2008; PAN et al., 2009;
TOYAMA et al., 2009; KHODE et al., 2009;
KUROKAWA; IMAKITA; SHIRAKI, 2010; YAO
etal., 2011; KALKHAMBKAR et al., 2011; LI et
al., 2011; INGALE et al., 2012; AGGARWAL et
al., 2013; ARAGADE; VENKATNARAYANAN;
PATIL, 2013; OKUYAMA et al., 2013)

Ensaios in vitro e in vivo

(BUCOLO et al., 2008; BISSONNETTE et al.,
2009; MELAGRAKI et al., 2009; CHOI; YAN,
2009; SYMEONIDIS et al., 2009;
WITAICENIS; SEITO; STASI, 2010; YANG et
al., 2011; NIU et al., 2012, 2014, 2015a; RIM
et al., 2012; WITAICENIS et al., 2012, 2014;
XIONG et al., 2012; KIM et al., 2012; LI et al.,
2013; SHIl et al., 2013; WANG et al., 2013;
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ELENKOQV et al., 2013; HUA et al., 2013; KIM;
KIM; LEE, 2013; LIM et al., 2014; SONG et al.,
2014; TONG et al., 2014; YU et al., 2014a;
GROVER et al., 2014; KEERTHY et al., 2014;
SAHU et al., 2015; TSAl et al., 2015;
DAWOOD et al., 2015)

Ensaios in vivo com
camundongos

(BISSONNETTE et al., 2009; KUROKAWA,;
IMAKITA; SHIRAKI, 2010; YANG et al., 2011;
RIM et al., 2012; XIONG et al., 2012; KIM et
al., 2012; ELENKOV et al., 2013; OKUYAMA
et al., 2013; SHI et al., 2013; WANG et al.,
2013; HUA et al., 2013; KIM; KIM; LEE, 2013;
Ll et al., 2013; NIU et al., 2015a; SONG et al.,
2014; TONG et al., 2014; YU et al., 2014a;
KEERTHY et al., 2014; LIM et al., 2014; NIU et
al., 2014)

Ensaios in vivo com ratos

(GHATE; KUSANUR; KULKARNI, 2005;
LUCHINI et al., 2008; BUCOLO et al., 2008;
MELAGRAKI et al., 2009; PAN et al., 2009;
SYMEONIDIS et al., 2009; TOYAMA et al.,
2009; CHOI; YAN, 2009; KHODE et al., 2009;
WITAICENIS; SEITO; STASI, 2010; LI et al.,
2011; YAO et al., 2011; KALKHAMBKAR et
al., 2011; WITAICENIS et al., 2012, 2014;
INGALE et al., 2012; AGGARWAL et al., 2013;
ARAGADE; VENKATNARAYANAN; PATIL,
2013; GROVER et al., 2014; SAHU et al.,
2015; TSAl et al., 2015; DAWOOD et al.,
2015)

Ensaios in vivo com
camundongos e ratos

(NIU et al., 2012)

Estudos in vitro células
humanas

(HAN et al., 2005; KUMAR et al., 2005;
BUCOLO et al., 2008; PANDEY et al., 2010;
YANG et al., 2011; KIM et al., 2012; SANTOS
et al., 2013; KABEYA et al., 2013; KIM; KIM;
LEE, 2013; LA et al., 2013; LEE et al., 2014;
KEERTHY et al., 2014; AZELMAT et al., 2015;
ROUGER et al., 2015; TSAl et al., 2015;
CHEN et al., 2015)

Estudos in vitro células
animais

(LIN et al., 2006; BISSONNETTE et al., 2009;
CHOI; YAN, 2009; SHARMA et al., 2010,
2012; WITAICENIS; SEITO; STASI, 2010;
MEENA et al., 2011; BHATNAGAR et al.,
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2012; NIU et al., 2012, 2014, 2015a; RIM et
al., 2012; XIONG et al., 2012; ZHANG,; LI;
YANG, 2012; SHI et al., 2013; TANG et al.,
2013; WANG et al., 2013; ELENKOV et al.,
2013; FU et al., 2013; HUA et al., 2013; LI et
al., 2013; SONG et al., 2014; TOGNA et al.,
2014; TONG et al., 2014; WITAICENIS et al.,
2014; YU et al., 2014b; BANBURY et al.,
2015; SAHU et al., 2015; YANG et al., 2015;
LV etal., 2015)

Estudos in vitro células
humanas e animais

(WITAICENIS et al., 2012; LIM et al., 2014; YU
et al., 2014a)

Cumarinas e a inibicéo de
células inflamatdrias

(BISSONNETTE et al., 2009; PAN et al., 2009;
Ll etal., 2011; WITAICENIS et al., 2012;
XIONG et al., 2012; KIM et al., 2012; HUA et
al., 2013; WANG et al., 2013; KIM; KIM; LEE,
2013; SONG et al., 2014; YU et al., 2014a;
KEERTHY et al., 2014; LIM et al., 2014; NIU et
al., 2014, 2015b)

Cumarinas e a inibicéo da
mieloperoxidase

(BUCOLO et al., 2008; LUCHINI et al., 2008;
WITAICENIS; SEITO; STASI, 2010; LI et al,,
2011; WITAICENIS et al., 2012, 2014;
KEERTHY et al., 2014; YU et al., 2014a; NIU
et al., 2014, 2015b; TSAl et al., 2015)

Cumarinas e a inibigao
das moléculas de adesao

(KUMAR et al., 2005; BUCOLO et al., 2008;
PANDEY et al., 2010; YANG et al., 2011;
ROUGER et al., 2015; TSAl et al., 2015)

Cumarinas e a inibicéo de
edema

(GHATE; KUSANUR; KULKARNI, 2005;
MELAGRAKI et al., 2009; PAN et al., 2009;
SYMEONIDIS et al., 2009; TOYAMA et al.,
2009; KHODE et al., 2009; LI et al., 2013;
KALKHAMBKAR et al., 2011; LI et al., 2011;
NIU et al., 2012, 2015b; WITAICENIS et al.,
2012; INGALE et al., 2012; AGGARWAL et al.,
2013; ARAGADE; VENKATNARAYANAN;
PATIL, 2013; ELENKOV et al., 2013; SONG et
al., 2014; TONG et al., 2014; GROVER et al.,
2014; DAWOOD et al., 2015)

Cumarinas e a inibigdo do
extresse exidativo

(KUMAR et al., 2005; LIN et al., 2006;
LUCHINI et al., 2008; MELAGRAKI et al.,
2009; SYMEONIDIS et al., 2009;
WITAICENIS; SEITO; STASI, 2010;
UMAMAHESWARI et al., 2011; BHATNAGAR
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et al,, 2012; WITAICENIS et al., 2012, 2014;
HUA et al., 2013; KABEYA et al., 2013; LEE et
al., 2014; CHEN et al., 2015; TSAl et al., 2015)

Cumarinas e a inibigdo do
oxido nitrico

(LIN et al., 2006; MEENA et al., 2011; ZHANG
etal., 2012b; RIM et al., 2012; FU et al., 2013;
Ll et al., 2013; TONG et al., 2014; YU et al.,
2014b; LIM et al., 2014; TOGNA et al., 2014;
BANBURY et al., 2015; YANG et al., 2015; LV
et al., 2015; SAHU et al., 2015)

Cumarinas e a inibigao da
cicloxigenase,
lipoxygenase e seus
produtos

(SYMEONIDIS et al., 2009; YANG et al., 2011;
RIM et al., 2012; ELENKQV et al., 2013; FU et
al., 2013; OKUYAMA et al., 2013; SANTOS et
al., 2013; TONG et al., 2014; GROVER et al.,
2014; TOGNA et al., 2014; DAWOOQOD et al.,
2015; NIU et al., 2015b)

Cumarinas e a inibigado de
citocinas

(HAN et al., 2005; BISSONNETTE et al., 2009;
PAN et al., 2009; CHOI; YAN, 2009; SHARMA
et al., 2010, 2012; KUROKAWA; IMAKITA;
SHIRAKI, 2010; Ll et al., 2011, 2013; MEENA
etal., 2011; YANG et al., 2011; YAO et al.,
2011; NIU et al., 2012, 2014, 2015a; RIM et
al., 2012; WITAICENIS et al., 2012; XIONG et
al., 2012; KIM et al., 2012; LA et al., 2013;
SANTOS et al., 2013; SHI et al., 2013; TANG
etal., 2013; WANG et al., 2013; FU et al.,
2013; HUA et al., 2013; KIM; KIM; LEE, 2013;
LIM et al., 2014; SONG et al., 2014; TOGNA
et al., 2014; TONG et al., 2014; YU et al.,
2014a, 2014b; KEERTHY et al., 2014;
BANBURY et al., 2015; SAHU et al., 2015)

Cumarinas e a inibigéao
das metaloproteinases de
matriz

(WITAICENIS et al., 2012; LA et al., 2013;
SANTOS et al., 2013)

Cumarinas e a inibicéo de
MAPK

(HAN et al., 2005; CHOI; YAN, 2009; NIU et
al., 2012; RIM et al., 2012; HUA et al., 2013;
YU et al., 2014a, 2014b; TSAl et al., 2015)

Cumarinas e a inibicéo de
NF-xB

(CHOI; YAN, 2009; YANG et al., 2011; YAO et
al., 2011; Ll et al., 2011; RIM et al., 2012;
WANG et al., 2013; HUA et al., 2013; YU et
al., 2014a, 2014b; KEERTHY et al., 2014; NIU
et al., 2014; SONG et al., 2014; TONG et al.,
2014; AZELMAT et al., 2015; SAHU et al.,
2015)
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Cumarinas e Foxp3

YAO et al.,, 2011; WANG et al., 2013)

Cumarinas e NFAT

SONG et al., 2014)

Cumarinas e Nrf2

HUA et al., 2013)

Cumarinas e Smad

XIONG et al., 2012)

Cumarinas e RORyT

(
(
(
(
(

YAO et al.,, 2011)
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6. DISCUSSAO

Neste estudo, foi avaliado o efeito do extrato bruto (EB),
suas fragdes derivadas etanol (EtOH-F), hexano (HEX-F),
acetato de etila (AcOEt-F) e diclorometano (DCM-F) e seus
compostos isolados 5-metoxi nobiletina (MeONOB), 1,2-
benzopirona (BP) e eupalestina (EP) da Ageratum conyzoides L.
sobre diferentes mediadores inflamatoérios para investigar o efeito
e o possivel mecanismo de acgdo anti-inflamatério da planta,
utilizando-se 0 modelo da pleurisia induzida pela carragenina A,
em camundongos. Paralelamente, foi realizada uma revisdo
sobre o efeito anti-inflamatério das cumarinas com dados
pesquisados na literatura cientifica.

A escolha do tema da revisao foi baseada nos resultados
dos estudos in vivo, nos quais foi observado o potencial anti-
inflamatdrio dos compostos isolados da A. conyzoides L.. Dentre
os compostos isolados, destacou-se a BP. A BP é uma cumarina
simples, que foi capaz de inibir todos os parametros inflamatérios
testados, além de ter sido o Unico composto isolado capaz de
promover o aumento da citocina anti-inflamatéria IL-10. Assim,
objetivando aprofundar o entendimento sobre o efeito anti-
inflamatério das cumarinas, foi realizada esta revisdo da
literatura.

Como mencionado anteriormente, mesmo que a pleurisia
seja um modelo experimental com caracteristicas comuns a
diferentes doencas inflamatérias e de ndo mimetizar nenhuma
doenca humana especifica, € um modelo de inflamagao aguda
que apresenta vantagens, dentre elas, ser um modelo adequado
para triagem de novos farmacos e substancias com potencial
atividade anti-inflamatéria (SEDGWICK; LEES, 1986). Em nosso
laboratorio (Laboratério de Pesquisa em Imunologia -
LAPI/UFSC), o modelo da pleurisia induzida pela carragenina em
camundongos foi padronizado pela Prof.2 Dra. Tania Silvia Frode,
e vem sendo utilizado por alunos de iniciagdo cientifica,
mestrandos e doutorando na pesquisa do efeito anti-inflamatério
de farmacos e plantas ao longo dos ultimos 15 anos (SALEH;
CALIXTO; MEDEIROS, 1996; DALMARCO; FRODE;
MEDEIROS, 2002; DA SILVA; FARGES; FRODE, 2004;
GOULART et al., 2007; VARGAS et al., 2007; FRODE et al.,
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2009; DA SILVA BUSS; MEDEIROS; FRODE, 2012; DOS REIS
et al., 2014; VIGIL DE MELLO et al., 2016).

Inicialmente, os resultados obtidos com o extrato bruto,
fracdes e compostos isolados da A. conyzoides L. mostraram
que a planta apresentou efeito anti-inflamatério, uma vez que
houve inibicdo dos parametros inflamatérios como migracéo
leucocitaria e as concentracbes de enzimas envolvidas no
processo inflamatério (MPO e ADA). Corroborando com os
resultados obtidos neste estudo, Corréa e colaboradores (2015),
também utilizando o modelo da pleurisia induzida pela
carragenina em camundongos, demonstraram que a A.
conyzoides L. se mostrou efetiva em inibir a infiltragdo de células
inflamatérias no lavado pleural.

No presente estudo, a reducdo da migracao leucocitaria,
ocorreu principalmente a custa de neutréfilos. A inibicdo da
quimiotaxia de neutréfilos se deve, entre outros fatores, a
reducdo de fatores quimiotaticos. Neste contexto, a reducéo da
concentragdo da MPO parece ter contribuido para redugéo do
nimero de neutréfilos no lavado pleural. Isso porque a MPO
parece estar relacionada também a quimiotaxia de neutrdfilos
(HAEGENS et al., 2009). Paralelamente, a enzima MPO é
conhecida por ser um importante marcador de neutrdfilos
ativados (FRODE; MEDEIROS, 2001). Sendo assim, estes
resultados sdo um forte indicativo de que, além de inibir a
migragdo celular, a planta também reduz a ativagdo de
neutréfilos no local da inflamacdo. Os resultados obtidos
corroboram com dados da literatura, como o estudo desenvolvido
por Biradar e colaboradores (2011), que constatou que o
tratamento com A. conyzoides L. inibiu a atividade da MPO no
modelo de enterocolite induzida por indometacina, em ratos
(BIRADAR et al., 2011).

Por outro lado, a mesma observagao pode ser aplicada
para as cumarinas, que, de acordo com a literatura,
apresentaram o mesmo efeito sobre neutrdfilos e MPO. Ainda, as
cumarinas inibiram as moléculas de adesao envolvidas no
recrutamento de leucécitos e na interacdo entre o leucdcito e a
célula endotelial (ICAM-1, VCAM-1 e integrinas), o que
certamente contribuiu para o efeito descrito sobre a migragao
leucocitaria (KOLACZKOWSKA; KUBES, 2013; DENYS et al.,
2016). Destaca-se ainda que estes compostos estimularam a
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diferenciagao de células Treg no bago. Uma vez que que as
células Treg sdo essenciais na manutengao da tolerancia
periféria a antigenos préprios, suprimindo respostas anormais ou
exageradas envolvidas nas doengas autoimunes e doencas
inflamatodrias crénicas (VIGNALI; COLLISON; WORKMAN, 2008;
ROSENBLUM; WAY; ABBAS, 2015).

Também foi observado no presente estudo que a atividade
anti-inflamatéria da A. conyzoides L. foi associada a diminuigdo
da adenosina desaminase (ADA). Os resultados mostraram que
o extrato bruto, as fragcbes e os compostos isolados da A.
conyzoides L. foram eficazes em reduzir a concentragao da ADA,
o que reforga a hipotese de que a planta estudada seja capaz de
inibir a ativagdo de células inflamatérias (mononucleares e
neutrofilos) no local da inflamagao.

Em relagdo a migragao leucocitaria e as concentragbes de
MPO e ADA, ao comparar as fracoes da A. conyzoides L.,
observou-se que a fragdo etanol apresentou o melhor efeito anti-
inflamatdrio entre as fragbes testadas, uma vez que esta fragédo
promoveu inibicdo destes parametros na dose de 10 mg/kg, o
que s6 ocorreu com as demais fragdes em doses superiores (50
mg/kg).

Ao mesmo tempo, de todo o material testado, os
compostos isolados MeONOB, BP e EP exibiram o efeito mais
expressivo, uma vez que reduziram a migragao leucocitaria, bem
como as concentragdes de MPO e ADA na dose de 5 mg/kg
cada.

Outro fator que pode ter contribuido para redugdo da
migragao leucocitaria foi a inibigdo do NOXx, no lavado pleural dos
animais tratados com extrato bruto, fragcbes e compostos isolados
da A. conyzoides L.. Isso porque, sabe-se que o NO é um
importante mediador pré-inflamatdério liberado durante a resposta
inflamatéria aguda e crénica e estad relacionado com o
quimiotaxia celular (FORSTERMANN; SESSA, 2012; SANTOS et
al., 2012). O estudo desenvolvido por Chaves e colaboradores
(2011) demonstrou que a liberacdo de NO estd diretamente
relacionada ao aumento do influxo de neutréfilos, no modelo de
artrite induzida por zymozan, em ratos.

Os resultados obtidos vao de encontro aos dados da
literatura, como o estudo conduzido por Corréa e colaboradores
(2015), que demonstraram que a A. conyzoides L. se mostrou
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efetiva em inibir a concentragdo de NOx, no modelo da pleurisia
induzida pela carragenina em camundongos.

Ao tracar um paralelo com os dados publicados entre 2005
e 2015 sobre o efeito anti-inflamatério das cumarinas, observa-se
que estes compostos apresentaram perfil semelhante ao da A.
conyzoides L., uma vez que foram capazes de inibir a formacao
de edema e reduzir a concentragdo de NOXx. Ainda, de acordo
com a literatura pesquisada, as cumarinas inibiram a enzima
NOS2. Assim, provavelmente, o efeito inibitério das cumarinas
sobre a formacdo de edema esta relacionado ao seu efeito
inibitério sobre NO, que € um potente vasodilatador, e também
sobre NOS2 (LIN et al., 2006; MEENA et al., 2011; ZHANG et al.,
2012b; RIM et al., 2012; FU et al., 2013; Ll et al., 2013; TONG et
al., 2014; YU et al., 2014b; LIM et al., 2014; TOGNA et al., 2014;
BANBURY et al., 2015; YANG et al., 2015; LV et al., 2015; SAHU
et al., 2015).

No presente estudo, a fragdo etanol mostrou novamente
ser a mais potente das fragdes, pois foi efetiva em reduzir a
concentragdo das proteinas do exsudato e de NOx na dose de
10 mg/kg. As demais fragdes promoveram o mesmo efeito com
dose 5 vezes maior (50 mg/kg). Assim como observado
anteriormente, os trés compostos isolados se destacaram por
inibirem o mesmo parametro com metade da dose da fragcéo
etanol (5 mg/kg).

O extrato bruto, fracbes e compostos isolados da A.
conyzoides L. também inibiram a concentracdo de proteinas no
exsudato. Esta reportado na literatura que a formagdo de
exsudato durante o processo inflamatério é resultado do aumento
da permeabilidade vascular, acumulo de liquido e
extravasamento de proteinas plasmaticas (KOTTKE; WALTERS,
2016). Assim, a diminuicdo da concentracdo de proteinas no
lavado pleural é um indicativo que provavelmente a planta
promoveu a reducdo da permeabilidade vascular e
consequentemente inibicdo da formagdo de edema. Os
resultados encontrados em nosso estudo corroboram com os
resultados encontrados por Rahman e colaboradores (2012)
(2012) e Corréa e colaboradores (2015) que observaram que a
A. conyzoides L. demonstrou efeito anti-inflamatério ao reduzir o
edema induzido pela carragenina no modelo de edema de pata,
em camundongos.
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Concluida a fase inicial dos experimentos, observou-se
que, dentre as quatro fragdes testada, a fragdo etanol foi a mais
potente em relacdo aos parametros testados até entdo. Desta
forma, a fragdo etanol foi a fracdo escolhida para a realizagao
dos experimentos subsequéntes, juntamente com o extrato bruto
e os trés compostos isolados.

Dando continuidade ao projeto experimental, a etapa
seguinte teve como proposito avaliar o efeito do extrato bruto,
fracdo etanol e compostos isolados sobre a concentragdo de
citocinas IL-17A, IL-6, TNF-a, IFN-y, MCP-1 e IL-10.

As citocinas pro-inflamatorias IL-17A, IL-6, TNF-a, IFN-y e
MCP-1 sao liberadas principalmente por neutréfilos ativados e
estdo associadas ao desenvolvimento e a amplificagdo da
resposta inflamatdria e da resposta imune inata (AMULIC et al.,
2012), como ocorre no modelo da pleurisia induzida pela
carragenina, em camundongos. Neste estudo experimental, o
extrato bruto, a fracdo etanol e os compostos isolados
mostraram-se efetivos em reduzir as concentragdes das citocinas
IL-17A, IL-6, TNF-a e IFN-y no lavado da cavidade pleural. Além
disso, o extrato bruto, a fragdo etanol e os compostos isolados
MeONOB e BP, mas nao a EP, também promoveram a redugao
das concentracdes de MCP-1. Esses resultados reforcam
novamente a hipétese de que a A. conyzoides L. seja capaz de
inibir a ativagdo de neutrofilos e mononucleraes, ndo s6 pela
observagao da reducgéo das concentragdes da MPO e ADA, mas
também pela diminuicdo das concentracbes de citocinas
secretadas por essas células. Os resultados apresentados neste
estudo corroboram com a pesquisa realizada por Salim e
colaboradores (2014), que observou que o extrato bruto da A.
conyzoides L. se mostrou efetivo em inibir a liberagdo de
citocinas (TNF-a, IL-1a, IL-1B, IL-6 e IL-8) por mondcitos do
sangue periférico humano, em estudos in vitro (SALIM;
KUMOLOSASI; JANTAN, 2014).

Paralelamente, nas mesmas condigbes experimentais, o
extrato bruto, a fragdo etanol e o composto isolado BP ainda
promoveram o aumento da concentracdo da citocina IL-10 no
lavado da cavidade pleural. De forma geral, a IL-10 &
considerada um importante mediador anti-inflamatério, capaz de
inibir a liberagéo de citocinas pré-inflamatérias (TNF-a, IL-183, IL-
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6, IL-8 e IL-12) por mondcitos e macréfagos (AHMAD et al.,
2014).

Novamente, destaca-se que o0s compostos isolados,
principalmente a MeONOB e a BP, apresentaram o efeito mais
expressivo, inibindo os parametros testados em dose inferior a
dose utilizada para o extrato bruto (50 mg/kg) e para fragéo
etanol (10 mg/kg).

Ao analisar a literatura selecionada para o estudo do efeito
anti-inflamatdrio das cumarinas, observou-se que esta classe de
compostos, assim como a A. conyzoides L., foi capaz inibir a
secregao de diversas citocinas e quimiocinas como TNF-q, IL-6,
IL-1B, IFN-y, MCP-1 e IL-17, além de promover o aumento de IL-
10. Além disso, as cumarinas ainda inibiram as MMP. As MMP,
ao degradarem os componentes da matriz extracelular (MEC),
promovem a liberagdo de fatores de crescimento latentes,
citocinas e quimiocina presentes na MEC (CHOU; CHAN; WERB,
2016). Assim, o efeito inibitorio sobre as MMP pode contribuir,
em parte, para o efeito inibitério das cumarinas sobre as citocinas
€ quimiocinas.

Finalizada a avaliacdo do efeito do extrato bruto, fracédo
etanol e compostos isolados da A. conyzoides L. sobre a
concentragdo de citocinas, e observado o desempenho dos
compostos isolados, a proxima etapa deste estudo foi verificar o
efeito dos compostos isolados MeONOB, BP e EP sobre o NF-kB
e vias de sinalizagao de proteinas cinases. Esta etapa do projeto
experimental teve como objetivo a elucidagdo de um possivel
mecanismo de agido anti-inflamatério que justificasse os
resultados obtidos até entdo, permitindo avaliar se os efeitos da
planta se limitavam a um efeito pds-transcricional ou se envolvia
também um efeito pré-transcricional.

Para tanto, foi avaliado o efeito dos compostos isolados
sobre a fosforilagdo da subunidade p65 de NF-kB, sobre a
proteina p38 MAPK total e fosforilada e a proteina ERK
fosforilada.

Conforme literatura vigente, o NF-kB, a p38 MAPK e a
ERK sdo vias cuja ativagdo resulta na expressao génica de
diversos mediadores da inflamagao, dentre eles NOS2, COX-2,
PGE;, citocinas (IL-1pB, IL-6, IL-17, TNF-a), quimiocinas (MCP-1)
e moléculas de adesdo (E-selectina, ICAM-1, VCAM-1)
(CARTER; MONICK; HUNNINGHAKE, 1999; KUROSAWA et al.,
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2000; ZARUBIN; HAN, 2005; BATRA; BALAMAYOORAN;
SAHOO, 2011; LEYVA-ILLADES et al., 2012; YANG et al., 2014;
PASTUHOV; HISAMOTO; MATSUMOTO, 2015; YOKOTA,;
WANG, 2016).

Assim, nas mesmas condi¢gdes experimentais utilizadas
para os experimentos anteriores, os compostos isolados se
mostraram efetivos em inibir a fosforilagdo da subunidade p65 de
NF-kB e p-p38 MAPK. Em vista dos resultados obtidos, sugere-
se que a A. conyzoides L., além de inibir a ativagdo de células
inflamatdrias  (neutréfilos e mononucleares), reduzindo a
liberacdo de mediadores da inflamagéo, também iniba a
expressdao génica desses mediadores, uma vez que seus
compostos isolados sdo capazes de inibir a ativacao das vias de
sinalizagdo do NF-kB e MAPK.

Corroborando com resultados obtidos, Yoshigai e
colaboradores (2013) observaram que a nobiletina extraida da
casca de frutas citricas inibiu a producao de NO, via inibicdo da
expressdao de NOS2, em cultura de hepatdcitos de ratos. Neste
estudo, os pesquisadores constataram que a nobiletina foi capaz
de inibir a expressdo NOS2 em nivel pré e pos-transcricional,
uma vez que o composto inibiu a ativacdo de NF-kB (YOSHIGAI
et al., 2013).

Novamente, ao analisar os dados publicados sobre o efeito
anti-inflamatério das cumarinas, observou-se que existe um perfil
semelhante ao encontrado para A. conyzoides L., uma vez que
as cumarinas foram efetivas em inibir diferentes fatores de
transcricado e mediadores envolvidos na cascata de ativagdo das
vias de sinalizacgéo.

Em relacdo as vias das MAPK, de acordo com os dados da
literatura, as cumarinas inibiram a fosforilacdo de p38 MAPK,
ERK e JNK (CHOI; YAN, 2009; YU et al., 2014a, 2014b). Em
relacdo a via do NF-kB, os estudos publicados mostraram que as
cumarinas nao so inibiram a fosforilagdo de NF-kB, mas também
da proteina inibitoria IkBa e de IKKa/B, prejudicando a ativagéo
desta via de sinalizacdo (RIM et al.,, 2012; YU et al., 2014a,
2014b). Paralelamente, alguns estudos mostraram que as
cumarinas sao capazes de reduzir a ativagao da via do NF-kB
também por inibir moléculas que participam da cascata de
sinalizagdo, como o TLR4, Myd88, TRIF, TRAM e IRF-3 e por
inibir a ubiquitinacdo de TRAF6 (WANG et al., 2013; NIU et al.,
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2014). Adicionalmente, as cumarinas ainda aumentaram a
concentragdo de TNFAIP3, que atua regulando negativamente a
ativagao da via do NF-kB (YU et al., 2014a).

Paralelamente, os dados da literatura mostraram que as
cumarinas exibiram um importante efeito antioxidante (KUMAR et
al., 2005; LUCHINI et al., 2008; SYMEONIDIS et al., 2009;
UMAMAHESWARI et al., 2011; BHATNAGAR et al., 2012; HUA
et al., 2013; KABEYA et al., 2013; WITAICENIS et al., 2014; LEE
et al,, 2014; CHEN et al., 2015; TSAI et al., 2015). Assim, uma
vez que estes compostos sdo capazes de inibir o estresse
oxidativo, o mesmo fica impedido de ativar fatores de transcri¢ao,
como o NF-kB.

Por outro lado, de acordo com a literatura pesquisada, o
efeito das cumarinas nao se limita a agéo inibitéria sobre as vias
de sinalizagdo das MAPK e NF-kB. Os estudos pesquisados
mostraram que estes compostos também aumentaram a
expressdo e a concentracdo de Foxp3, o que pode estar
relacionado ao aumento da diferenciagdo de Treg observado na
literatura, de Nrf2 e Smad7, cuja ativagédo esta relacionada a um
efeito anti-inflamatério (YAO et al., 2011; XIONG et al., 2012;
HUA et al., 2013; WANG et al., 2013).

Ainda, de acordo com os dados pesquisados, as
cumarinas reduziram a concentragdo de NFAT, Smad2/3 e
RORVyT, o0 que certamente contribui para inibigdo da expresséao de
genes relacionados a produgdo de citocinas pro-inflamatérias,
observada na revisado da literatura (YAO et al., 2011; XIONG et
al., 2012; SONG et al., 2014).

Sumarizando, o efeito inibitério das cumarinas sobre as
vias de sinalizacdo das MAPK, NF-kB, NFAT, Smad e RORyt
pode estar associado ao efeito destes compostos sobre outros
mediadores, como citocinas, NOx, NOS2, COX-2, PGE;, entre
outros.

Apesar de que os estudos incluidos na revisédo sistematica
evidenciarem o importante efeito anti-inflamatério das cumarinas
e afirmarem em seus experimentos que a toxicidade dos
compostos testados nao era relevante, vale destacar que estes
compostos possuem efeitos hepatotdxicos e carcinogénicos
comprovados e seu uso prolongado e indiscrimidado pode
oferecer risco a saude dos pacientes (HAZLETON et al., 1956;
ABRAHAM et al., 2010).
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Durante realizagdo do estudo experimental, o efeito do
extrato bruto, fragbes e compostos isolados A. conyzoides L. foi
comparado ao efeito anti-inflamatério da dexametasona, o
farmaco de referéncia. De acordo com os resultados obtidos, o
extrato bruto, as fragcbes e os trés compostos isolados
demonstram efeito anti-inflamatério similar ao da dexametasona
em relacdo a migragao leucocitaria, concentracdo das enzimas
MPO e ADA, concentragcdo das proteinas do exsudato e
concentragdo de NOx. O mesmo foi observado ao comparar o
efeito do extrato bruto, fracdo etanol e compostos isolados sobre
a concentragao de citocinas. Por fim, ao comparar o efeito dos
compostos isolados e da dexametasona sobre a fosforilagdo de
p65 NF-kB, p38 MAPK total e fosforilada e ERK, observou-se um
perfil muito similar. Apesar de o efeito anti-inflamatério ser
semelhante ao da dexametasona, nem mesmo os compostos
isolados se mostraram tdo potentes quanto o farmaco de
referéncia, uma vez que foi necessaria uma dose dez vezes
maior para se obter o mesmo efeito. Por outro lado, a
dexatematosa € um anti-inflamatoério esteroidal, cujo uso
prolongado exibe elevada toxicidade e severos efeitos adversos,
como a sindrome de Cushing, dislipidemias, osteoporose e
diabetes tipo 2.

7. CONCLUSAO

Baseado nos resultados obtidos com os estudos da Ageratum
conyzoides L., no modelo da pleurisia em camundongos, e nos
dados obtidos na literatura sobre as cumarinas, pode-se concluir
que:

a) A A. conyzoides L. demonstrou importante efeito anti-
inflamatério inibindo o influxo de leucdcitos e a concentragao
de proteinas do exsudato. Este efeito parece ser em parte
mediado pela redugao das concentragdes de enzimas (MPO
e ADA), bem como de mediadores pro-inflamatorios (NOXx,
IL-17A, IL-6, TNF-a, IFN-y e MCP-1), além do aumento de
uma citocina anti-inflamatéria (IL-10). Provavelmente, o
mecanismo de agado anti-inflamatério da A. conyzoides L.
envolve a inibicdo da via de NF-kB e MAPK, uma vez que se
observou que os compostos isolados da planta foram
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b)

c)

efetivos em inibir a fosforilagdo de p65 NF-kB e de p-p38
MAPK.

As cumarinas sao produtos naturais com importante efeito
anti-inflamatoério e antioxidante, inibindo leucdcitos, edema,
enzimas e mediadores da resposta inflamatéria e este efeito
parecer estar relacionado a inibicdo da ativacdo de MAPK e
NF-kB, e o aumento da concentracdo de TNFAIP3, Foxp3,
Nrf2 e Smad7.

Com base nestes resultados pré-clinicos, os compostos
isolados MeONOB, BP e EP, bem como as cumarinas
podem ser considerados importantes candidatos para o
desenvolvimento de novos farmacos anti-inflamatorios.
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Figura 22 - Proposta de mecanismo de acdo anti-inflamatéria da A.
conyzoides L., no modelo da pleurisia induzida pela carragenina em
camundongos. ADA: adenosina-desaminase; IFN-y: interferon
gama; IL: interleucina; MCP-1: proteina quimiotatica de mondcitos 1;
MPO: mieloperoxidase; NOx: metabdlitos do &xido nitrico; p38
MAPK: cinase ativida por mitdgeno p38; p65: subunidade do fator
nuclear kappa B (NF-kB); TNF-a: fator de necrose tumoral alfa.
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Figura 23 - Proposta de mecanismo de acdo anti-inflamatéria das
cumarinas. 5-LOX: 5-lipoxigenase; COX-2: cicloxigenase 2; ERK:
cinases reguladas por sinal extracelular; FLAP: proteina ativadora
de 5-LOX; Foxp3: Forkhead box P3; IFN-y: interferon gama; IL:
interleucina; JNK: cinases c-Jun N-terminal; LTBa4: leucotrieno Bg;
MCP-1: proteina quimiotatica de mondcitos 1; MMP:
metaloproteinases de matriz, MPO: mieloperoxidase; NFAT: fator
nuclear de células T ativadas; NF-kB: fator nuclear kappa B; NOx:
metabdlitos do oxido nitrico; Nrf2: fator nuclear eritréide 2
relacionado ao fator 2; p38 MAPK: cinase ativida por mitdégeno p38;
PGE:: prostaglandina Ez; RORyr: fator de transcricdo 6rfao gama
relacionado ao acido retinoico; Smad: proteinas intracelulares que
atuam como fatores de transcricdo; TNF-a: fator de necrose tumoral
alfa; Treg: linfécitos T regulatérios; TXB:2: tromboxano B:.
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