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RESUMO

Entre os anos de 2013 e 2015, a busca por tratamentos a base de plantas medicinais
e medicamentos fitoterapicos através do SUS cresceu em aproximadamente 161%.
Atualmente o SUS oferta 12 medicamentos fitoterapicos nas unidades de atencao
priméria e conta com a pesquisa e desenvolvimento das espécies presentes na
Relacdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao SUS ampliar a
disponibilizacdo desse acervo. Solidago chilensis Meyen (Asteraceae) é uma espécie
nativa da América do Sul (Brasil) conhecida popularmente como arnica. Na medicina
popular brasileira, inflorescéncias e rizomas desta planta sdo usadas desde o final do
século XIX em substituicdo a espécie exdgena e hepatotoxica da Arnica montana L.
no tratamento de edemas e patologias inflamatorias. S. chilensis esta presente no
Memento Terapéutico Fitoterapico, desde a sua primeira edi¢do, sendo produzidos e
utilizados seus extratos, tinturas, cremes e pomadas para uso topico. Entretanto, esta
espécie € amplamente utilizada sem definicdo ou descricdo dos marcadores quimicos
e/ou biologicos e seus teores. Embora a atividade anti-inflamatoria da espécie vegetal
em guestao esteja evidenciada na literatura, ha uma caréncia de estudos com fracdes
enriquecidas ou substancias isoladas. O presente trabalho teve como objetivo
caracterizar fitoquimicamente e avaliar a acdo farmacoldgica in vivo e in vitro do
extrato bruto (EB) e das diferentes fracbes (hexanica, diclorometanica, acetalica,
butandlica, aquosa) isoladas da inflorescéncia de Solidago chilensis. Camundongos
Swiss Webster pré-tratados 1 hora antes com o EB e fragdes (10 mg/kg) foram
desafiados com injecédo intra-toraxica contendo lipopolissacarideo (LPS). Vinte quatro
horas apos desafio, o EB e todas as fragfes reduziram o infiltrado de leucdcitos totais,
bem como, a populacdo de neutrdfilos, sendo que as fracdes diclorometanica,
hexénica e aquosa apresentaram melhor atividade. Por outro lado, as fracdes
diclorometéanica e hexanica apresentaram um potente efeito inibidor na migracao de
eosinofilos. O EB e todas as fracdes testadas inibiram a produgéo de TNF-a e CXCL2,
sendo o EB e as fra¢des diclorometanica e hexanica capazes de inibir a producéo de
Eotaxina-1; e somente a fracdo hexanica a Unica capaz de modular KC. Nos ensaios
in vitro, a fracdo diclorometanica apresentou o melhor perfil de reducdo de 6xido
nitrico, seguido da fragcdo hexancia. Dados preliminares apontam para uma atividade
redutora da expressao de COX-2 no EB, sendo a fragao diclorometanica com maior

atividade repressora dessa expressao. No EB foi encontrado 23,1% de solidagenona,



e 39,1% de flavonoides derivados da quercetina e do kaempferol. Foi encontrado
35,8% de derivados da quercetina na fracdo diclorometanica. De acordo com o
observado neste estudo, a quercetina e seus derivados seriam 6timos biomarcadores
de atividade anti-inflamatéria para os extratos provenientes das inflorescéncias de
Solidago chilensis. Ela foi encontrada no extrato bruto e na fracdo diclorometéanica em
boas proporcdes, e ja € bem descrita na literatura suas propriedades anti-inflamatoria
e antioxidante.

Palavras-chave: Solidago chilensis Meyen. Inflamacdo. Fitocomponentes.

Quercetina. Fitoterapicos. Biomarcadores. Controle de Qualidade. RENISUS.



ABSTRACT

Between 2013 and 2015, the search for herbal treatments and herbal medicines
through SUS increased by approximately 161%. SUS currently offers 12 herbal
medicines in the primary care units and counts on the research and development of
the species present in RENISUS to expand the availability of this collection. Solidago
chilensis Meyen (Asteraceae) is a species native to South America (Brazil) popularly
known as arnica. In Brazilian popular medicine, inflorescences and rhizomes of this
plant have been used since the end of the 19th century to replace the exogenous and
hepatotoxic Arnica montana L. in the treatment of edema and inflammatory
pathologies. S. chilensis has been present in the Therapeutic Phytotherapeutic
Memento since its first edition, and its extracts, dyes, creams and ointments have been
produced for topical use. However, this species is widely used without definition or
description of chemical and / or biological markers and their contents. Although the
anti-inflammatory activity of the plant species in question is evidenced in the literature,
there is a lack of studies with enriched fractions or substances isolated from it. The
present work had as objective to characterize phytochemically and to evaluate the
pharmacological action in vivo and in vitro of the crude extract (EB) and the different
fractions (hexane, dichloromethane, acetal, butanolic, aqueous) isolated from the
inflorescence of Solidago chilensis. Swiss Webster mice pretreated 1 hour before with
EB and fractions (10 mg / kg) were challenged with intra-thoracic injection containing
lipopolysaccharide (LPS). Twenty four hours after challenge, EB and all fractions
reduced the total leukocyte infiltrate, as well as the neutrophil population, and the
dichloromethane, hexane and aqueous fractions presented better activity. On the other
hand, dichloromethane and hexane fractions presented a potent inhibitory effect on
the migration of eosinophils The EB and all fractions tested inhibited the production of
TNF-a and CXCL2, being EB and dichloromethane and hexane fractions capable of
inhibiting the production of Eotaxin-1; and the hexane fraction is the only one capable
of modulating KC. In the in vitro tests, the dichloromethane fraction obtained the best
nitric oxide reduction profile, followed by the hexance fraction. Preliminary data point
to a reductive activity of COX-2 expression in EB, being the dichloromethane fraction
with the greatest repression activity of this expression. In EB, 23.1% of solidagenone
and 39.1% of flavonoids derived from quercetin and kaempferol were found. 35.8% of

quercetin derivatives were found in the dichloromethane fraction. According to the



observed in this study, quercetin and its derivatives would be excellent biomarkers of
anti-inflammatory activity for the extracts from the inflorescences of Solidago chilensis.
It was found in the crude extract and the dichloromethane fraction in good proportions,

and it is well described in the literature its anti-inflammatory and antioxidant properties.

Key words: Solidago chilensis Meyen. Inflammation. Phytocomponents. Quercetin.
Phytotherapics. Biomarkers. Quality Control. RENISUS.
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1 INTRODUCAO

1.1 Uso de plantas medicinais e fitoterapicos

O uso de plantas para restauracdo da saude vem sendo aplicado ao longo dos
séculos por diferentes povos em todo o mundo. A globalizacdo permitiu a fusdo do
conhecimento de diversas culturas com as descobertas cientificas das ultimas
décadas acerca das plantas medicinais (AGUIAR, 2014). Entende-se por planta
medicinal, a espécie vegetal utilizada com propdsitos terapéuticos, sendo ela cultivada
ou nao (BRASIL, 2014a).

Cerca de 25% das prescricbes médicas em paises industrializados sao de
plantas medicinais, enquanto 80% € o valor alcancado no arsenal terapéutico dos
paises em desenvolvimento. No Brasil, pesquisas demostraram que
aproximadamente 92% da populacéo ja fez uso de alguma planta medicinal, e que um
pouco menos da metade da populacdo as mantinham em cultivos domésticos
(AGUIAR, 2014).

O Brasil possui em torno de 15 a 20% da biodiversidade do planeta, e esse
ndamero o classifica como o maior detentor da mesma. Além desse vasto acervo
genético, o Brasil também ganha destaque na diversidade étnica e cultural, com um
valioso conhecimento tradicional, passado de geracdo para geracao, e associado ao
uso de plantas medicinais (BRASIL, 2016a). Tendo em vista a capacidade do pais em
desenvolver pesquisas com resultados em tecnologias e terapias adequadas, 0
Ministério da Saude Brasileiro, no final da década de 80, principalmente apés a criacdo
do Sistema Unico de Saude (SUS), legitimou e institucionalizou as abordagens de
atencdo a saude preconizadas pela Organizagcdo Mundial de Saude (OMS) para a
insercédo da Medicina Tradicional através da Politica Nacional de Medicina Natural e
Praticas Complementares (PNMNPC) no SUS (BRASIL, 2005).

Em 2006, foi instituido no pais o Programa Nacional de Plantas Medicinais e
Fitoterapicos (PNPMF), que visa: “garantir a populacao 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”
(BRASIL, 2016a). A promocédo do acesso aos medicamentos fitoterapicos teve inicio
em 2007, sendo que a partir do PNPMF, foi criada a Relagdo Nacional de Plantas
Medicinais de Interesse ao Sistema Unico de Satde (RENISUS). A RENISUS consiste
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de uma lista com 71 espécies vegetais ja utilizadas nos servicos de salde municipais
e estaduais, que por possuirem comprovacdo de eficacia através de estudos
etnofarmacoldgicos, podem avancar nas etapas da cadeia produtiva e gerar produtos
de interesse ao SUS (BRASIL, 2014b; OSHIRO et al, 2016).

Os fitoterapicos sdo medicamentos de baixo custo que parte da populacao esta
habituada, pois aprendeu a usa-los com seus antecessores familiares. Logo, é
importante que o acesso a eles seja ampliado (BRASIL, 2016b). A instituicdo de
politicas e programas publicos foi importante para tornar acessivel a toda populacéo
brasileira as praticas relacionadas a fitoterapia, assim como a padronizacdo das
mesmas (OSHIRO et al, 2016). Entre os anos de 2013 e 2015, a busca por
tratamentos a base de plantas medicinais e medicamentos fitoterapicos através do
SUS cresceu em aproximadamente 161% (BRASIL, 2016b). Segundo o MS, cerca de
3.250 estabelecimentos de 930 municipios brasileiros oferecem os produtos que,
todos os anos, beneficiam em torno de 12 mil pessoas que utilizam plantas medicinais
frescas, drogas vegetais, ou medicamentos fitoterapicos industrializados ou
manipulados (BRASIL, 2016b). Atualmente o SUS oferta 12 medicamentos
fitoterapicos (Quadro 1), sendo os mais utilizados na rede publica, o guaco, a
espinheira-santa, e a isoflavona-de-soja (BRASIL, 2016b). Além destes, 0 MS conta
com a pesquisa e desenvolvimento das espécies presentes na RENISUS para ampliar
o acervo de fitoterapicos disponibilizados pelo SUS. Dentre as espécies de interesse,

consta a Solidago chilensis Meyen.

1.2 Solidago medicinais

A Solidago pertence a familia Asteraceae, uma das maiores familias botanicas
com espécies representantes em praticamente todo o planeta. O género Solidago,
que compreende em torno de 120 espécies arbustivas e € o maior género de sua
familia, possui um vasto emprego medicinal em varios paises, principalmente na
América do Norte e com algumas poucas espécies na América do Sul (LOBLER, 2013;
OLIVEIRA et al, 2017a). Mundialmente conhecidas como “goldenrod”, ttm como
representantes a Solidago virgaurea, Solidago canadensis, e a Solidago gigantea,
encontradas no norte das Américas, enquanto no sul predomina a S. chilensis.
Utilizada oficialmente nos EUA, a S. virgaurea também consta na farmacopeia

europeia, enquanto no Canada e na América do Sul as espécies medicinais mais
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utilizadas sédo a S. canadensis e a S. chilensis, respectivamente (OLIVEIRA et al,

2017a).

Quadro 1 - Relacao de fitoterapicos ofertados no SUS.

Nome popular

Espinheira-santa

Guaco

Alcachofra

Aroeira

Cdscara-sagrada

Garra-do-diabo

Isoflavona-de-soja

Unha-de-gato

Hortela

Babosa

Salgueiro

Plantago

Nome cientifico

Maytenus licifola

Mikaniz glomerata

Cynara scolymus

Schinus terebenthifolius

Rhamnus purshiana

Harpagophytum
procumbens

Glycine max

Uncariz tomentosa

Mentha x piperita

Aloe vera

Salix albba

Plntago ovata Forssk

Indicacdo
Auxiliz no tratamento de gastrite e llcera
duodenal e sintomas de dispepsias

Apresenta acdo expectorante e
broncodilatadora

Tratamento dos sintomas de dispepsia funcional
(sindrome do desconforto

pds-prandizl) e de hipercolesterolemia leve a
moderada. Apresenta acdo colagoga e
colerética

Apresenta acao cicatrizante, antinflamatdria e
anti-séptica topica, para uso ginecoldgico

Auxilia nos casos de obstipacao intestinal
eventual

Tratamento da dor lombar baixa aguda e como
coadjuvante nos casos de osteoartrite.
Apresenta acao anti-inflamatdria

Auxilia no alivio dos sintomas do climatério

Auxiliza nos casos de artrites e osteoartrite.
Apresenta acdo antinflamatoriz e
imunomoduladora

Tratamento da sindrome do cdlon irritavel.
Apresenta acao antiflatulents e
Antiespasmddica

Tratamento tdpico de queimaduras de 12 e 20
graus e como coadjuvante
nos casos de Psoriase vulgaris

Tratamento de dor lombar baixa aguda.
Apresenta acdo antinflamatdria

Auxilia nos casos de obstipacdo intestinal
habitual. Tratamento da sindrome do cdlon
irritavel

Fonte: Brasil, 2012.

A medicina popular indica as espécies de Solidago para o tratamento de uma

série de patologias, dentre elas: faringite, inflamacdo renal, intestinal, e do trato

urinério, anti-fadiga, antisséptico, tuberculose, gota, asma, desordens reumaticas,

como diurético e é ainda atribuida as funcdes, anti-inflamatéria, cicatrizante e

analgésica (OLIVEIRA et al, 2017a).
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Pelo descrito na literatura, através de comprovacdes cientificas em modelos de
experimentacdo animal e ensaios in vitro, 0 extrato etandlico de S. gigantea
demonstrou atividade anti-inflamatoria (OLIVEIRA et al, 2017a). Thiem e Goslinska
(2002) evidenciaram em tecido caloso a atividade antimicrobiana moderada do extrato
etandlico e metandlico de S. virgaurea, bem como sua agcédo antiacantamebiase do
extrato metandlico em cepa Acanthamoeba castellanii, patogénica para ratos
(DERDA; HADAS; THIEM, 2009). A S. virgaurea possui ainda, atividade diurética
através da sua fracao flavonoidica (ALONSO, 2004). E na S. canadensis foi observado
através de ensaio com MTT modificado, que o 6leo essencial apresenta efeito anti-
tumoral em diferentes linhagens de cancer humano (DEQIANG et al, 2011).

Quanto a S. chilensis, foi observada a atividade anti-inflamat6ria em modelos
murinos de experimentacdo (GOULART et al, 2007; LIZ et al, 2008), atividade
antioxidante e hepatoprotetora de extrato etandlico (SABIR et al, 2012), dentre muitas
outras atividades evidenciadas (OLIVEIRA et al, 2017a). A S. chilensis € uma espécie
muito promissora dado que sua distribuicdo abrange diferentes ecossistemas ao longo
da América do Sul, possui muitas indicacdes terapéuticas na medicina tradicional e
evidenciadas em publicagcbes com base experimental. Publicagbes estas, que vem
crescendo ao longo dos anos (Figura 1), e principalmente ao longo da ultima década,
aprofundando as descobertas sobre suas propriedades farmacologicas e composi¢ao
fitoquimica (GASTALDI et al, 2018).

Figura 1 - Numero cumulativo de citacdes de S. chilensis.
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Legenda: O primeiro relato sobre o assunto € marcado com a letra a — Distribuicdo nos ecossistemas
Sul Americanos em 1973. b - Identificagdo fitoquimica e flavonoides em 1981. ¢ - Ensaio bioguimico
antimicrobiano em 2002. d - Estudo farmacolégico com modelo animal em 2002. e - Ensaio clinico em
2010. Fonte: GASTALDI et al. 2018.

1.3 Solidago chilensis Meyen

A Solidago chilensis Meyen, vem sendo utilizada no Brasil como sucessora da
espécie exdgena, hepatotdxica e em extingdo, Arnica montana, por acreditar-se ter
efeito farmacoldgico semelhante, sendo por isso conhecida como Arnica Brasileira ou
Arnica Silvestre (VALVERDE; AZEVEDO; TOMASSINI, 2009; OLIVEIRA et al, 2017a).
E popularmente conhecida também como erva-lanceta, macela-mitda, erva-federal,
espiga-ouro, rabo-de-foguete, rabo-de-rojdo, sapé-macho, lanceta e flecha
(LORENZI; MATOS, 2002; GASTALDI et al, 2018). Tem como sinonimia botanica;
Solidago microglossa L., Solidago linearifolia DC., Solidago polyglossa DC., Solidago
marginella DC., Solidago odora Hook., Solidago vulneraria Mart., e Solidago nitidula
Mart (VALVERDE; OLIVEIRA; SOUZA, 2012; GASTALDI et al, 2018). Essa espécie
pertence a familia Asteraceae, e € natural do Chile, com distribuicdo na América do
Sul, incluindo o Paraguai e Uruguai, partes da Argentina e Bolivia, e o Nordeste,
Centro Oeste, Sul e o Sudeste do Brasil (Figura 2). No Brasil, a Solidago chilensis
Meyen tem como dominios fitogeograficos a Caatinga, o Cerrado, a Mata Atlantica e
o Pampa brasileiro, podendo se desenvolver até 2500 metros acima do nivel do mar
(TELES; BORGES, 2010; GASTALDI et al, 2018).
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Figura 2 - Distribuicdo da S. chilensis nha América Latina.

lcf

3

. Fonte: GASTALDI et al. 2018.

A S. chilensis é um subarbusto perene, ereto, rizomatoso, de caule simples e
gue nao se ramifica, podendo chegar a 120 cm de altura, e possui inflorescéncias
amarelas em panicula ornamentais de aproximadamente 20 cm (Figura 3). A espécie
se multiplica através das sementes, e principalmente pelos rizomas (LORENZI,
MATOS, 2002; VALVERDE; OLIVEIRA; SOUZA, 2012). Dentre as muitas indicacdes
terapéuticas na medicina popular, destaca-se 0 uso em patologias de cunho
inflamat6rio como reumatismo, gota e edemas, mas também € descrita como eficaz
no auxilio da cura de feridas e queimaduras, na prevencao ou eliminacdo de calculos
renais, e no controle de distlrbios gastricos. Sdo a ela ainda atribuida as propriedades
antisséptica, analgésica, e estimulante do trato gastrointestinal (VALVERDE;
OLIVEIRA; SOUZA 2012; LIZ et al, 2008; ALONSO, 2004; DIGEST, 2001, GASTALDI
et al, 2018).
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FIGURA 3 - Fotografia da Solidago chilensis Meyen.
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Fonte: GASTALDI et al. 2018.

1.3.1 Atividades farmacoldgicas

Das comprovagdes cientificas, Goulart e colaboradores (2007), utilizando
modelo de pleurisia induzida por carragenina em camundongos, demonstraram o
potencial anti-inflamatoério através da reducdo do infiltrado leucocitario, inclusive de
neutrofilos, e do exsudato em grupos tratados por via intraperitoneal (i.p.) com extrato
aquoso, fragédo butandlica, e residuo aquoso de rizomas de S. chilensis na dose de 25
mg/kg, (GOULART et al, 2007). Esses dados foram corroborados em modelo
experimental in vivo de air pouch desafiado com carragenina, e tratados com o0s
mesmos extrato e fracdes provenientes de rizoma, onde a reducado nos niveis de
interleucina-1p (IL-1B), fator de necrose tumoral - a (TNF-a), KC e 6xido nitrico (NO),
importantes mediadores do processo inflamatério, foi observada (GOULART et al,
2007; LIZ et al, 2008). O pré-tratamento com o extrato hidroalc6olico da mistura de
folhas e inflorescéncia de S. chilensis, também no modelo de air pounch, reproduziu

os resultados observados por Liz (2008), segundo Tamura e colaboradores (2009).



25

Os mediadores inflamatorios avaliados nos trabalhos mencionados séo de
extrema importancia para nortear os mecanismos da acdo anti-inflamatéria dos
extratos. A citocina TNF-a, por exemplo, produzido por macréfagos e linfocitos, ativa
fagdcitos, dentre eles os neutréfilos (BORISH; STEINKE, 2003). E responsavel
também pelo aumento da expressao de moléculas de adesédo no endotélio vascular,
permitindo assim a entrada de granulécitos no local da inflamacgéo, e 0 aumento da
producdo de IL-1, citocina responsavel pela ativacdo de outras células do sistema
imune, producdo de outros mediadores inflamatérios, e liberagdo de histamina,
culminando em vasodilatacdo e maior permeabilidade vascular (FEGHALI; WRIGHT,
1997; BORISH; STEINKE, 2003). TNF-a e IL-1 induzem a producdo da enzima
responsavel pela sintese do mediador NO, que possui propriedades de vasodilatacéo,
citotoxicidade mediada por macréfagos, e inibicdo da ativagcdo e agregacao
plaquetaria (CERQUEIRA; YOSHIDA, 2002). Ja a quimiocina KC, liberada por
mastoécitos, tem como principal fungdo a quimiotaxia de neutréfilos para os sitios de
inflamacdo (PALOMINO; MARTI, 2015). A modulacdo desses mediadores
proporciona uma ideia dos mecanismos da acdo anti-inflamatoria dos extratos de S.
chilensis.

Alguns outros trabalhos investigaram mais do que apenas o potencial anti-
inflamatorio da espécie. Em trabalho de Assini e colaboradores (2013), foi pré
administrado, por via oral o infuso dos rizomas de S. chilensis (25, 100 e 250 mg/kg),
em camundongos Swiss Webster que ap6s 30 min receberam uma injecao intraplantar
de formalina 2%. Foi avaliado o tempo de lambida da pata estimulada, ap6s 5 e 15
min, onde é atribuido o efeito imediato da formalina nas fibras nociceptivas, e potencial
anti-inflamatoério nos 15 min seguintes. Foi observada uma reducao significativa do
tempo gasto pelo animal em todas as doses testadas, demonstrando o potencial
antinociceptivo na fase dos primeiros 5 min (ASSINI; FABRICIO; LANG, 2013).

Em trabalho de Silva e colaboradores (2010), uma pesquisa realizada com
protocolo duplo-cego em pacientes (n=10) acometidos de lumbago tratados por via
tépica por 15 dias com extrato glicélico de partes aéreas de S. chilensis ou com
placebo (propilenoglicol), apresentaram resultados significativamente diferentes. Os
pacientes que fizeram uso do extrato tiveram a percepcéo de dor reduzida em escala
visual analdgica, e a flexibilidade de extensao frontal da regido lombar aumentada de
0,5a 1,0 cm (SILVA et al, 2010). O extrato glicélico de partes aéreas de S. chilensis
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também se demonstrou eficaz na recuperacédo da inflamacgé&o nos tenddes flexores ou
extensores do punho e mao, de pacientes (n=8) que fizeram o tratamento tépico duas
vezes ao dia, por 21 dias (SILVA et al, 2015).

Fémeas CF-1 tratadas com diferentes doses do extrato aquoso de
inflorescéncias de S. chilensis, em modelo de Ulcera gastrica induzida por ingestao de
alcool absoluto, apresentaram 61,4%, 75,1% e 78,4% de efeito gastroprotetor nas
doses de 125, 250, e 400 mg/kg, respectivamente (BUCCIARELLI et al, 2010). Em
estudo mais recente, foi evidenciado o potencial do extrato metandlico de folhas de S.
chilensis, e dos componentes isolados quercitrina e afzelina na inibicdo de Ulcera
géstrica induzida por etanol/HCI e indometacina em modelo de experimentagéo in vivo
com fémeas de camundongos Swiss Webster. A administracdo oral do extrato
metandlico (100 mg/kg), da ranitidina (200 mg/kg), como controle positivo, e também
da quercitrina (1,38 mg/kg) e da afzelina (0,026 mg/kg), aceleraram o processo de
cura gastrica, reduzindo o sitio da ulcera em torno de 50% em relagdo ao grupo nao
tratado, e modulando os niveis da enzima mieloperoxidase no tecido gastrico. O
extrato reduziu em 30% os niveis de TNF-a, enquanto o farmaco controle na
concentragdo 100 mg/kg nédo foi capaz de reduzir significativamente os niveis desse
mediador. Os autores do trabalho destacam a importancia do achado pelo fato de que
a atenuacao de citocinas, como o TNF-a, sdo responsaveis pela recorréncia da ulcera
no tecido gastrico (BARROS et al, 2016).

Em trabalho de Sabir e colaboradores (2012), a administracao oral do extrato
etandlico de folhas de S. microglosa (sinonimia botanica da S. chilensis) na dose de
100 e 200 mg/kg, apresentaram hepatoprotecdo acentuada em modelo experimental
in vivo (ratos Wistar) de hepatotoxicidade induzida por paracetamol. A elevacéo,
caracteristica de danos hepaticos, de enzimas no soro dos animais nao foi detectada
em animais tratados com o extrato. O tratamento com extrato hidroalcéolico de S.
chilensis (3 mg/kg i.p.), em modelo experimental de resisténcia a insulina induzida por
dieta hiperlipidica em camundongos Swiss Webster, foi capaz de reduzir a gordura
corporal e epididimal quando comparado ao grupo nao tratado. Nao houve diferenca
entre 0s grupos quanto aos niveis de triglicerideos e insulina no soro, mas o valor de
glicemia no grupo tratado com extrato foi significativamente inferior. Os autores
também atribuiram a atividade anti-inflamatéria do extrato, a capacidade de melhorar
a resisténcia a insulina, através da reducao da fosforilagdo das proteinas JNK e IkB,

que levariam a reducéo do transporte de glicose intracelular, e a ativacao do fator de
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transcricio NF-kB, que induziria a producdo de mediadores inflamatorios
responsaveis pela resisténcia a insulina em varios tecidos via supresséo do receptor
de insulina (MELO et al, 2011)

O efeito hipolipemiante do extrato hidroalcodlico de partes aéreas de S.
chilensis (150, 300, e 600mg/kg) e do flavonoide isolado, quercetina (10 mg/kg), em
modelo animal de hipercolesterolemia induzida por dieta, utilizando ratos Wistar, foi
demonstrado por Junior e colaboradores (2015). Os grupos de animais extrato,
qguercetina, e a droga de referéncia, sinvastatina (4 mg/kg), apresentaram reducao
significativa dos niveis de colesterol total, triglicerideos, e lipoproteina de baixa
densidade no soro. Foram capazes de reduzir o aumento do peso do figado, e
aumentar a excrecao de colesterol através das fezes (JUNIOR et al, 2015).

A espécie Solidago microglossa, foi ainda atribuida a atividade antimicrobiana
para Staphylococcus aureus, avaliada pelo método de disco-difusdo com extrato
etandlico das partes aéreas (BRASILEIRO et al, 2006). E no extrato aquoso, fracdo
butandlica e residuo aquoso do rizoma de S. chilensis foi observada uma inibicédo de
crescimento significativa para 0s microorganismos; Pseudomonas aeruginosa,
Escherichia coli e Staphylococcus aureus. Esse mesmo trabalho ainda demostrou o
potencial antiagregante plaquetario através de método turbidimétrico usando um
agregometro Chronolog (LIZ et al, 2009).

1.3.2 Toxicidade

Poucos estudos descrevem sobre o potencial téxico do género Solidago. O
grupo de Worthley (1967) a fim de demonstrar efeito toxico letal em camundongos
Swiss Webster machos, administrou por via i.p. o extrato aquoso ou etandlico de todas
as partes de oito espécies do género Solidago. Apenas trés das espécies levaram
100% da populacéo a 6bito na dose de 600 mg/kg/pc, enquanto nas doses de 0,6; 6
e 60 mg/kg/pc ndo houve morte.

A administracdo oral do extrato aquoso de S. chilensis incorporado na dieta de
fémeas CF-1, em dose unica (2.000 mg/kg/pc) por 24h, ndo demonstrou alteracéo de
parametros comportamentais, funcionais, e de atividade motora (BUCCIARELLI et al,
2010). Mas, em trabalho de Paula-Freire e colaboradores (2014), o extrato etandlico
de partes aéreas administrado por via i.p. em camundongos Swiss Webster fémeas e

machos, em dose Unica, apresentou significativa toxicidade. Discreta cianose pode
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ser observada na dose de 100 mg/kg/pc, e reducéo da forgca de preensdo e aumento
da taxa respiratéria foi observada em 30 min apds administracdo das concentracdes
acima de 100 mg/kg/pc. Piloerecéo ocorreu em até 4 horas ap0s a administracdo do
extrato em dose de 300, 500, 750, e 1.000 mg/kg/pc. Todos os animais tratados com
1.000 mg/kg do extrato foram a 6bito em até 2 horas ap6s a administracdo, e nenhum
animal tratado com 30 mg/kg do extrato apresentou significativas alteracdes
comportamentais. O figado dos animais apresentou manchas e coloracao escura de
forma dose-dependente, e foi estimada a DLso do extrato etandlico em 512.5 mg/kg
(PAULA-FREIRE et al, 2014).

Bagatine (2009) obteve resultados em que os infusos de folhas de S.
microglossa apresentaram efeito citotoxico, porém ndo mutagénico, com base em um
sistema de teste vegetal in vivo com Allium cepa. Os efeitos citotdxicos e
antiproliferativos foram observados através da diminuicdo do indice mitético em todas
as populacdes testadas, quando a maior dose de infuso foi utilizada (14 mg/mL)
(BAGATINE et al, 2009). Os resultados foram corroborados pelo trabalho de Lober e
colaboradores (2013), utilizando o infuso de S. chilensis (5 e 20 g/L) no mesmo modelo
experimental. Foram vistas ainda alteracdes cromossdmicas, que ndo haviam sido
identificados por Bagatine. (BAGATINE et al, 2009; LOBER, 2013).

1.3.3 Fitoconstituintes descritos na literatura

Quanto a sua composicdo quimica, é descrito a presenca de flavonoides como
a rutina, quercetina, nicotiflorina, hiperosideo, isoquercitrina, afzelina, e quercitrina,
sendo este Ultimo o majoritario, bem como, diterpenos clerodanicos e labdanicos
como a solidagenona, dexosolidagenona, solidagolactona e inulina (TORRES;
ROQUE; AKISUE, 1989; LORENZI, MATOS, 2002; VILA et al, 2002; VALVERDE;
OLIVEIRA; SOUZA, 2012; OLIVEIRA et al, 2017b). Liz (2008) descreve ainda a
presenca de &cido clorogénico e 4cido cafeico em fracdo butandlica de rizomas de S.
chilensis. Foi identificada no 6leo essencial de folhas e inflorescéncias, a presenca de
mono e sesquiterpenos oxigenados ou nédo, e dois diterpenos, o fitol e o pumiléxido,
sendo o segundo o majoritario (VILA et al, 2002). Designada pela sinonimia S. odora,
ha estudos descrevendo a presenca de ésteres acetilénicos e derivados
fenilpropandides isolados das raizes (VALVERDE; OLIVEIRA; SOUZA, 2012).
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Sabendo que os flavonoides tém atividades anti-inflamatéria e antioxidante
descritas na literatura (ENDALE et al, 2013; KANIMOZHI; BHAVANI; SUBRAMANIAN,
2016), e os diterpenos labdanicos sendo associados a atividades anti-inflamatoria,
anti-ulcerogénica, e inibidora de enzimas importantes do metabolismo humano
(VALVERDE; OLIVEIRA; SOUZA, 2012), podemos supor que essas substancias ja
identificadas na espécie em estudo, estejam associadas aos efeitos biolégicos e
farmacoldgicos observados. No entanto, é desconhecido na literatura as propor¢cdes
de apresentacéo de cada uma dessas substancias e o seu real comprometimento nos
efeitos terapéuticos. Por exemplo, a espécie pode possuir quercetina, mas em

concentracbes muito reduzidas a ponto de ndo ter atividade anti-inflamatéria.
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2 JUSTIFICATIVA

Embora a atividade anti-inflamatéria da espécie vegetal em questdo esteja
evidenciada na literatura, ha uma caréncia de estudos com fracdes isoladas ou
substéancias isoladas da mesma. Os trabalhos presentes na literatura, ndo apontam
0s metabdlitos secundarios isolados como possiveis rotas para sua atividade
farmacoldgica. Extratos aquosos, butandlicos, residuos, e outros, sdo as solucdes
usadas nos tratamentos (GOULART et al, 2007; LIZ et al, 2008), com amplo perfil
fitoquimico onde ndo se tem o0 conhecimento exato das moléculas que exercem as
funcdes apresentadas. As propriedades medicinais das plantas sao caracterizadas
principalmente pela presenca de flavondides, mas também podem ocorrer por
influéncia de outros compostos como os terpendides, por exemplo (REPETTO, 2002).
Estudos fitoquimicos feitos com o género Solidago, demostraram a presenca de
inUmeros grupos de metabdlitos secundéarios (VALVERDE; OLIVEIRA; SOUZA,
2012), dentre eles grande variedade de diterpenos (WILLIAMS et al, 2014).

A Fiocruz, através da Plataforma Agroecolégica de Fitomedicamentos (PAF) no
Instituto de Tecnologia em Farmacos (Farmanguinhos) participa diretamente do
manejo sustentavel da producao e cultivo das plantas medicinais e de sua insercéo,
bem como de fitoterapicos e servicos relacionados a fitoterapia, no Servico Unico de
Saude (SUS). Dentre as plantas cultivas pelo PAF encontra-se a Solidago chilensis
Meyen.

A Solidago chilensis vem sendo utilizada em substituicdo a Arnica montana L.
pela populacao e por empresas privadas e publicas, sendo que a Secretaria Municipal
de Saude do Estado do Rio de Janeiro, através das Farmacias Vivas, faz a distribuicéo
da S. chilensis para uso terapéutico complementar.

O Ministério da Saude apresenta a necessidade de subsidiar estudos
comprobatérios do controle da eficacia dessas espécies e de medicamentos
produzidos a partir delas, para atender a populagdo em relagdo ao uso seguro e a
eficacia dos insumos farmacéuticos de origem vegetal. Assim sendo, este estudo
pretende caracterizar os principais componentes fitoquimicos e comprovar a atividade
anti-inflamatoria destes, a fim de estabelecer os marcadores quimicos desta espécie
vegetal que poderao futuramente ser usados no controle de qualidade de fitoterapicos

a partir da Solidago chilensis.
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3 OBJETIVO GERAL

Verificar se os tratamentos com diferentes fragdes isoladas da inflorescéncia
de Solidago chilensis, possuem efeitos anti-inflamatérios diferenciados, utilizando o
ensaio de pleurisia induzida por lipopolissacarideo (LPS) em camundongos e ensaios

in vitro, além de caracterizar fitoquimicamente as fracdes com melhor atividade.

3.1 Objetivos especificos

- Avaliar em modelo experimental in vivo de pleurisia induzida por LPS, a acdo anti-
inflamatoria das diferentes fracbes de S. chilensis, através do recrutamento

leucocitario e producdo de mediadores inflamatérios presentes no lavado pleural;

- Avaliar a acao citotéxica das diferentes fracdes isoladas de S. chilensis, em linhagem

de macrofagos murinos, através de ensaio de viabilidade celular com resazurina;

- Avaliar in vitro, a agdo anti-inflamatéria das diferentes fracdes isoladas de S.
chilensis, em linhagem de macréfagos murinos, observando a producdo de

mediadores inflamatorios presente no sobrenadante;

- Analisar, dentre as fragfes da S. chilensis com melhor perfil anti-inflamatorio, se ha

seletividade para a enzima COX-2, através de immuno blot;

- Identificar, nas fragfes da S. chilensis com melhor atividade anti-inflamatéria, o perfil

fitoquimico.
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4 METODOLOGIA

4.1 Coleta e preparo do material vegetal

A pesquisa foi realizada a partir da extracdo de inflorescéncias, de Solidago
chilensis Meyen, obtidas no Palacio Itaborai, Fiocruz, Petropolis, Rio de Janeiro. A
identificagdo da espécie foi realizada pelo Dr. Marcelo Neto Galvdo, da
PAF/Farmanguinhos, e uma exsicata foi depositada no Herbario Farmacias Verdes
sob o cédigo 646/FFAR. As inflorescéncias do material vegetal fornecido foram

submetidas a secagem em estufa 35-40° C e pulverizacdo em moinho de facas.

4.2 Preparo do extrato bruto e das fracfes

A extracdo foi feita com 3L de éter e etanol (Tedia®) (1:1) por maceragado
dindmica em agitador orbital (BioVera — IKA KS 501), a partir de 200g das
inflorescéncias secas pulverizadas, a temperatura ambiente durante 6 horas diarias.
Posteriormente foi feita a filtracdo em papel de filtro, utilizando funil de vidro e baldo
volumétrico de 1,0 L para posterior secagem em evaporador rotativo (Buchi/ R-124).
O preparo foi realizado em Farmanguinhos conforme metodologia desenvolvida no
Laboratério de Quimica Medicinal de Produtos Bioativos (LaQMed) representado na
figura 4 (VALVERDE; OLIVEIRA; SOUZA, 2012).

Apbs a secagem do extrato bruto, este foi acrescido de dgua e metanol (8:2), e
o0 metanol foi evaporado em rotavapor, permanecendo apenas 0 extrato bruto em
agua. A particao iniciou com adi¢do de 500 mL do solvente hexano (Tedia®) no extrato
bruto em agua dentro do funil de separacéo. A fase ndo aquosa foi evaporada, e foram
adicionados mais 500 mL do solvente ao residuo aquoso. Esse processo foi realizado
5 vezes. Ao residuo aquoso da fracdo hexanica, foram adicionados 500 mL de
solvente diclorometano (Tedia®), e evaporado apés. O solvente acetato de etila
(Tedia®) foi adicionado ao residuo aquoso da fracédo diclorometéanica, e o n-Butanol
(Tedia®) ao residuo aquoso da fracdo acetalica. Foram realizadas 4, 10, e 1
passagem de solvente, de 500 mL cada, para as fragdes diclorometanica, acetalica e
butandlica, respectivamente. O residuo aquoso da fracdo butandlica consiste na fase

aquosa utilizada nos demais ensaios deste trabalho. Todos os solventes foram
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evaporados em rotavapor de acordo com a programacdo especifica para cada
solvente, com baldes em banho-maria a aproximadamente 40° C e 100 rpm.

Figura 4 - Extracdo liquido-liquido do extrato éter-etandlico de Solidago chilensis

Meyen
EXTRATC ETER-ETANOLICO

1 —SUSPENSAD EM Et-0 : EtOH (1:1)

2 —EVAPORACAO DO Et.0 E EtOH

3 — EXTRACAO COM HEXAND

FASE HEXAMICA FASE AQUOSA
EXTRACAD COM CH:Clz
FASE DICLOROMETANICA FASE ACILIOSA

EXTRACAO COM AcOEt

FASE EM ACETATO DE ETILA FASE AQUOSA

EXTRACAO COM n-BUTANOL

FASE BUTANOLICA FASE AQUOSA

Fonte: BRITO, 2018.
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4.3 Caracterizacdao fitoquimica das fracfes

e Para a caracterizacao fitoquimica foram utilizadas diferentes metodologias,
dentre elas: Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a
Espectrofotometria por Ultravioleta e com Detector por Arranjo de Fotodiodos
(CLAE-UV-DAD), para a andlise de flavonoides e compostos fendlicos no
extrato bruto e nas fragcGes diclorometanica e aquosa, e de diterpenos
labdanicos, comumente encontrados em S. chilensis (como a solidagenona),
no extrato bruto e fase diclorometénica; Cromatografia Gasosa acoplada a
Espectrometria de Massas (CG-EM) para avaliagdo dos componentes da
fracdo hexanica.

e CLAE-UV-DAD para a investigacdo de flavonoides e compostos fendlicos: As
amostras foram diluidas (10 mg/MlI), e aliquotas de 10 pL foram injetadas. Foi
utilizado um sistema CBM-20A, consistindo de bomba de gradiente LC-
20ADXR e injetor SIL-30AC (20uL). O instrumento foi equipado com um
detector PDA, tipo SPD-M20A, e uma coluna Hibar LicChrospher 100 RP-18 —
5um (Merck® - 250 x 4 mm) foi utilizada como fase estacionaria. Foram
empregados os eluentes acetonitrila (eluente A) e &cido acético: agua 1:40
(eluente B). A corrida foi realizada a temperatura ambiente (25° C) com fluxo
de 1,0 mL min -1. O gradiente de eluicdo comecou, nos primeiros 15 min, com
14% do eluente A e 84% do eluente B. O gradiente seguiu de forma linear com
35% do eluente A, nos 30 min seguintes, passando para 100% do mesmo
eluente nos 2 min finais. Os dados foram coletados em UV & 360 nm. Os sinais
foram identificados com padrbes autenticados de acordo com o espectro UV,
0os tempos de retencdo, e com dados da literatura (APATI et al, 2002;
OLIVEIRA et al, 2017D).

e CLAE-UV-DAD para ainvestigacao de diterpenos (solidagenona): As amostras
foram diluidas (0,1 mg/Ml), e aliquotas de 10 pL foram injetadas. O instrumento
foi equipado com um detector PDA, tipo SPD-M20A, e uma coluna Hibar
LicChrospher 100 RP-18 — 5uym (Merck® - 250 x 4 mm) foi utilizada como fase
estacionaria. Um mistura binaria, composta por acido trifluoracético 0,05%
(54,94 mL) e acetonitrila (27,06 mL), foi utilizada como sistema eluente
isocratico. A separacgdo ocorreu a 30° C, com fluxo de 1,0 mL min -1, e tempo

total de corrida de 85,01 min. As substancias eluidas foram analisadas quanto
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a sua absorcdo em UV entre 210 e 400 nm (VALVERDE; AZEVEDO;
TOMASSINI, 2009).

e CG-EM: A temperatura do injetor e da ionizacdo de chama foi 260 e 300° C,
respectivamente. Foi utilizado H2 como gas carreador e vazéo de 2 mL/min. A
rampa de aquecimento seguiu seguinte programacéo; 60° C (10 min); 60-120°
C (6° C /min); 120-290° C (150 C/min); 290° C (17min). Espectrodmetro de

Massas em quadrupolo e ionizacdo por impacto de elétrons, 70eV.

4.4 Andlise da viabilidade celular

Para avaliar a viabilidade celular, células da linhagem de macréfagos murinos
J774A.1 (BCRJ — cbdigo 0121), obtidas do cultivo em DMEM suplementado com 10%
de soro fetal bovino (Sigma-Aldrich: F9665), foram centrifugadas (Nova Técnica — NT
812) por 8 min a 33570 G e ressuspendidas em 1 mL de meio de cultura para
contagem em camara de Neubauer e ajuste de suspensdo para 1x10° cél/mL. Em
microplaca de 96 pocos as células foram incubadas (100 pl/poco) com 100 ul das
fracOes, em triplicata, nas doses de 1, 10, 50, 100 e 200 ug/mL por 44 horas em estufa
(Sanyo Scientific/ COM-17AC) com 5% de CO, a 37° C. Apoés esse periodo 20 pl de
resazurina foi adicionado em cada poco, e a placa foi novamente incubada em estufa
por um periodo de 4 horas (SILVA, 2009). A intensidade da fluorescéncia foi
mensurada em leitor de microplaca SpectraMax®M5/ Molecular Devices a 560-590

nm, com valores processados pelo programa SoftMax Pro 5.3.

4.5 Avaliacéo da capacidade inibitéria da producéo de 6xido nitrico em J774A.1

Células da linhagem de macréfagos murinos J774A.1 (BCRJ — codigo 0121),
suspensas em 2,5x10° cél/mL, obtidas do cultivo em DMEM suplementado com 10%
de soro fetal bovino (Sigma-Aldrich: F9665), foram plaqueadas em placa de 96 pocos,
e tratadas com extrato bruto de Solidago chilensis (0,01; 0,1; 1, e 10 ug/mL), € em um
segundo ensaio com extrato bruto e cinco diferentes fragbes da espécie em estudo
(10 pug/mL), dexametasona [Sigma D1756-1G (20 pg/mL)], e diclofenaco de sddio
[Sigma D6899106 (50 ug/mL)] 1 hora antes do estimulo com LPS (1 uyg/mL — Sigma-
Aldrich O55:B5). O microtubo com LPS, apds ser descongelado, foi submetido ao
sonicador (Unique - 1400) por 1h antes de ser diluido. Apds 24 horas de incubacao



36

em estufa (Sanyo Scientific/ COM-17AC) com 5% CO, a 37° C, 100 pl dos
sobrenadantes foram coletados para a avaliagdo da producdo de NO. Como controle
negativo foi utilizado o sobrenadante de macréfagos néo tratados e nao estimulados,
e como controle positivo o sobrenadante de macrofagos estimulados com LPS e ndo
tratados. Nitrito, um metabodlito estavel do NO, foi determinado pelo método
colorimétrico de Griess (GREEN, 1982; PARK et al 2018). A curva do nitrito foi
preparada em 5 pontos de concentragdo (100; 50; 25; 12,5 e 6,25uM) mais o branco.
Foram adicionados 100 ul do reagente de Griess em cada amostra e nos 5 pontos da
curva, e apos 15 min, a absorbancia foi mensurada a 540 nm em leitor de microplaca
SpectraMax®M5/ Molecular Devices. Os valores foram processados pelo programa
SoftMax Pro 5.3.

4.6 Animais

Neste estudo foram utilizados camundongos machos da linhagem Swiss
Webster, com tempo de vida de 5 a 6 semanas, e peso médio variando entre 20 — 25
g, oriundos do Instituto de Ciéncia e Tecnologia em Biomodelos (ICTB-Fiocruz), Rio
de Janeiro, RJ, Brasil. Os animais foram mantidos sob condi¢cdo constante de
temperatura (22 + 2° C), em ciclo claro/escuro de 12h, e com fornecimento de agua e
comida ad libitum. Os animais foram aclimatados por uma semana antes dos
experimentos no Servico de Animais de Laboratério do INCQS. O protocolo
experimental foi aprovado pelo Comité de Etica em Uso de Animais (CEUA) da

Fundacgdo Oswaldo Cruz sob a licenga P17/13-5.

4.7 Pleurisia induzida por LPS

Para inducdo da pleurisia os animais receberam uma administracao
intratoracica de 100 pl de LPS (12,5 ng/por animal) diluido em PBS estéril, ou apenas
PBS estéril, no caso do grupo salina (PENIDO, 2006). O microtubo com LPS, apds
ser descongelado, foi submetido ao sonicador (Unique - 1400) por 1h antes de ser
diluido. Os animais foram tratados por via i.p., uma hora antes do desafio com LPS
(Sigma-Aldrich O55:B5), com extrato bruto de S. chilensis em diferentes doses (0,01,
0,1, 1, e 10 mg/kg), e em um segundo ensaio com extrato bruto e diferentes fracoes
na dose de 10 mg/kg. Em ambos os ensaios, 0s grupos tratados com dexametasona
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(Sigma — D1756-1G) 5 mg/kg e diclofenaco de sodio (Sigma — D6899106) 50 mg/kg
foram utilizados como controle positivo, e o grupo ndo tratado como controle negativo.
Todos os tratamentos foram administrados no volume de 200 ul por animal. Para
avaliacdo da pleurisia, os animais foram eutanasiados 24 horas apos o estimulo e
suas cavidades toracicas foram lavadas com 1000 pl de PBS contendo EDTA (10 uM).
A contagem de leucdcitos totais foi realizada através de cadmara de Neubauer com
diluicdo de 1:20 da amostra em corante de Turk, e a contagem diferencial dos
leucdcitos foi realizada através de citoesfregacos (centrifuga ALB 12 CC — INBRAS —
605 rpm/5 min), corados pelo método de May-Grunwald-Giemsa (Kit Panético rapido
— Laborclin), utilizando microscopio Nikon Eclipse E100 (x40) para ambas as
contagens (PENIDO, 2006; VAGO et al, 2012). Os lavados foram centrifugados por
10 min a 20.000 rpm (centrifuga Mikro 20 — Hettich) e o sobrenadante foi coletado e
armazenado em freezer -70° C (Thermo Scientific — REVCO EXF) para posterior

andalise.

4.8 Andlise de proteina total

Os sobrenadantes dos lavados pleurais foram descongelados gradativamente
em isopor com gelo, e 5ul de cada amostra (lavado pleural e proteina BSA) foram
plagueadas em placa de 96 pocos. A curva de proteina foi feita com BSA em 4 pontos
de concentracéo (1,4; 0,7; 0,35 e 0,17 mg/ml) utilizando PBS para as diluicdes e para
0 branco. Em seguida foi adicionado 245ul do reagente de Bradford (Sigma — B6916)
em todos 0s po¢os, e aguardado 15 min para a complexacao das proteinas, mantendo
a placa ao abrigo da luz. A absorbancia foi mensurada a 595 nm em leitor de
microplaca SpectraMax®M5/ Molecular Devices. Os valores foram processados pelo
programa SoftMax Pro 5.3 (YO et al, 2016).

4.9 Ensaio imunoenzimético (ELISA)

Os niveis das citocinas TNF-a, e das quimiocinas CXCL2/MIP-2, CXCL1/KC e
CCL11/eotaxina-1 presentes no sobrenadante dos lavados pleurais de camundongos
Swiss Webster foram avaliados pelo método de ELISA sanduiche validado pelo
Laboratério de Farmacologia Aplicada em Farmanguinhos. Na primeira etapa de

coating, foram adicionados anticorpos de captura purificados em placas MaxiSorp de
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96 pocos. Foram adicionados, em placas individuais, os anticorpos anti-TNF- a, anti-
CXCL2, anti-CXCL1 e anti-CCL11, nas concentracbes de 2,0, 2,0, 4,0, e 1ug/mi,
respectivamente, diluidos em tampédo de cobertura (50pl/poco). Apds 24h de
incubacdo a 40° C, as placas foram lavadas duas vezes com 200ul/poco de
PBS/Tween. Na etapa de bloqueio foi utilizado 200pul/pogco de PBS-BSA 1%, seguido
de 1h de incubacdo em temperatura ambiente, e lavagem com PBS/Tween por quatro
vezes seguidas. Foram adicionados as placas, 50ul das amostras e a curva padréao
de PBS-BSA 1% em onze pontos mais o branco. A curva de calibracéo foi construida
através de diluicbes seriadas, partindo do ponto de maior concentracédo; 15, 10, 15, e
1ng/ml para os anticorpos anti-TNF- a, anti-CXCL2, anti-CXCL1 e anti-CCL11,
respectivamente. As placas foram novamente incubadas a 40° C por 24h. A etapa
seguinte foi a adicdo do anticorpo biotinilado para deteccéo, com solugéo de uso a 0,2
pg/ml em 100pul/poco de PBS-EDTA 1% para o anti-CXCL2 e anti-CXCL1, e 0,4 pg/ml
em 100pl/pogo para os demais anticorpos. As placas foram mais uma vez incubadas
a temperatura ambiente por 1h, e lavadas quatro vezes com PBS/Tween. Foi feita a
adicdo da enzima conjugada avidina (protegida ao abrigo da luz) na proporcdo de
1/500 em 50ul de PBS-EDTA 1%, seguido de incubagéo por 30 min em temperatura
ambiente, e lavagem com PBS/Tween (6x). Por conseguinte, foi adicionado o tampéo
perborato (12,15 mg/mL) com OPD (0,5 mg/mL) em 100ul/poco, protegendo sempre
da luz. A reacéo foi interrompida com 100pl/poco de acido sulftrico 2M (CORREA et
al, 2016). A intensidade da fluorescéncia foi mensurada em leitor de microplaca
SpectraMax®M5/ Molecular Devices a 490 nm, com valores processados pelo
programa SoftMax Pro 5.3.

4.10 Immuno blot

e FEtapa 1 - Preparo das amostras e extracdo de proteinas: Células da linhagem
de macrofagos murinos J774A.1 (BCRJ — cédigo 0121), com ajuste de
suspensao para 2,5x105 cél/mL, obtidas do cultivo em DMEM suplementado
com 10% de soro fetal bovino (Sigma-Aldrich: F9665), foram plaqueadas em
placa de 12 pocos, e tratadas com extrato bruto e cinco diferentes fracdes (10
Mg/mL) de Solidago chilensis, e diclofenaco de sddio [Sigma D6899106 (50
pg/mL)] 1 hora antes do estimulo com LPS (1 pg/mL — Sigma-Aldrich O55:B5).

ApoOs 24h, a placa foi lavada 3x com 1mL de PBS, mantendo a placa sobre o
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gelo, seguido da adigdo de 70 pl/pogo de solugao de extracédo gelada (50 mM
Tris, pH 8.0, 150 mM NaCl, 1% NP-40) suplementado com coquetel inibidor de
protease 1x, mantidas no gelo por quinze minutos com agitacdo periodica e
sonicadas a 4° C por um minuto seguido de centrifugacéo a 18620 G, 4° C por
dez minutos. A concentracao de proteinas totais foi determinada pelo método
de Lowry (BioRad) (CORREA et al, 2016).

Etapa 2 — Immuno blot: As amostras foram desnaturadas em tampao de
amostra Laemmli (Tris-HCI 50 mM, pH 6,8; SDS 1 %; 2-mercaptoetanol 5 %,
glicerol 10 % e azul de bromofenol 0,001 %) e aquecidos a 90 °C por cinco
minutos. Em seguida 30 ug dos lisados totais foram submetidos a eletroforese
em SDS-PAGE (em gel de poliacrilamida-SDS 11 %) e transferidos para
membranas de PVDF em sistema semi-seco (Trans-Blot Semi Dry), utilizando
tampé&o de transferéncia (Tris 48 mM e Glicina 39 mM). ApGs a transferéncia,
as membranas foram incubadas com solucdo bloqueadora de Milk 5 % em
TBST (Tris-HCl a 50 mM, pH 7,4; NaCl a 150 mM; Tween 20 a 0,1 %) por duas
horas a temperatura ambiente. Posteriormente, as membranas foram
incubadas (overnight, a 4° C) com os anticorpos policlonais primarios
produzidos em cabra para COX-2 (1:10000) e posteriormente com o anticorpo
conjugado a HRP anti- IgG de cabra (1:20000). Ap6s a incubacado, as
membranas foram lavadas trés vezes com TBST e duas vezes com TBS. A
deteccéao foi feita usando o Sistema ECL e as membranas expostas a filme de
autorradiografia. As membranas entdo foram extirpadas com NaOH (1N) e
entdo incubadas com o anticorpo policlonal produzido em coelho para -actina
(1:5000) para a deteccao das proteinas totais. As bandas foram quantificadas
por densitometria usando o software Image J® (dominio publico), conforme

Correia e colaboradores (2016).

4.11 Preparo das solugdes:

Preparo dos tratamentos: As concentragcdes do extrato, fracdes, dexametasona
e diclofenaco de sédio foram preparados de acordo com o0 peso dos animais.
O extrato e fragOes foram ajustados a partir de uma solucdo estoque pesada
em mg em balanca analitica (EDUTEC — EEQ9003F-B), e diluida em 1 mL de
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tween 80 a 5% fornecido pelo Laboratério de Produtos Naturais da
Universidade Federal Fluminense. As fracbes hexanica e diclorometanica
foram submetidas ao sonicador (Unique - 1400) por aproximadamente 1 hora
para melhor solubilizacdo dos extratos. A dexametasona e o diclofenaco de
sédio foram solubilizados em agua para injetavel. Para os ensaios in vitro, 0
extrato e fracdes foram diluidos em 400 pl de DMSO, submetidos ao sonicador

por 1 hora, e acrescidos de 900 ul de meio DMEM puro.

Preparo das solucgdes para ELISA: Para o tampéo de cobertura Pharmingen,
2,68 mg de Na2PO4 foram ressuspendidos em 100mL de agua MiliQ para
manter a solucédo a 0,1M. O pH foi ajustado para 9,0. A solucdo de PBS/BSA
1% foi preparada através da dissolucéo de 1g de albumina sérica bovina para
cada 100mL de solucéao de PBS. A solugcdo PBS/Tween foi feita pela adicéo de
0,5mL de Tween 20 em 1L de PBS. E por fim para o tampao Perborato/OPD,
foi diluido o tampéo perborato em agua destilada para o volume desejado
(12,15mg/mL), seguida da adicdo de OPD em concentracéo final de 0,5mg/mL.
O tampéo foi diluido 10 min antes da revelacdo, e o OPD foi adicionado no

momento do uso, mantendo a solucéo ao abrigo da luz.

Preparo dos géis para Immuno blot: O gel de separacéao 11% foi preparado a
partir de 2 mL de tampéo do gel de separacéo, 2,86 mL acrilamida 30%, 1,43
mL de bis-acrilamida 1,6%, 1,6 mL de agua deionizada, 100 pl persulfato de
amonio (APS) 10%, e 15 pl de tetrametiletilenodiamina (TEMED). O gel de
entrada 5% foi preparado com 1mL de tampao do gel de entrada, 650 ul
acrilamida 30%, 325 pl de bis-acrilamida 1,6%, 2,025mL de agua deionizada,
50 pl PSA 10%, e 8 pl de TEMED.
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4.12 Anélise estatistica

Os resultados foram apresentados como média + Erro Padrdo da Média, e
foram avaliados estatisticamente através da analise de variancia (ANOVA) e do teste
Newman-Keuls-Student, considerando significativo os valores de p < 0,05. Foi

utilizado o programa GraphPad Prism 5 em sistema operacional Windows 10.
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5 RESULTADOS

5.1 Efeito do extrato bruto de S. chilensis na pleurisia induzida por LPS

Com o intuito de verificar qual dose de extrato bruto das inflorescéncias de S.
chilensis possui efeito anti-inflamatério, foi realizado o ensaio de pleurisia onde
camundongos da linhagem Swiss Webster, previamente tratados com dexametasona
(5 mg/kg) e diferentes doses do extrato bruto de S. chilensis (0,01; 0,1; 1; 10 e 100
mg/kg), foram estimulados com LPS (12,5 ng/por animal) ap6s 1h. Decorridas 24
horas ap6s o estimulo observou-se um aumento significativo no recrutamento de
leucécitos totais e das populagdes de neutréfilos e eosinéfilos no grupo néo tratado
(LPS), guando comparado com grupo néo tratado e ndo estimulado (Salina), conforme
observado na figura 5.

O tratamento prévio com dexametasona reduziu aos niveis basais o infiltrado
leucocitario e o recrutamento de células polimorfonucleares (Figura 5). Quanto ao
extrato bruto, a partir da dose de 0,1 mg/kg, observou-se uma reducéo significativa no
namero total de leucécitos e neutréfilos (Figura 5A e 5B). Ja na populagcdo de
eosindfilos, todas as doses do extrato foram eficazes em reduzir a migracao, frente ao
grupo nao tratado (Figura 5C). Como os resultados entre as doses de 10 e 100 mg/kg
do extrato bruto ndo foram discrepantes em todos os parametros, foi escolhida a dose

de 10 mg/kg para o ensaio com as fragdes de S. chilensis.
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Figura 5: Efeito in vivo do extrato bruto de S. chilensis
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Legenda: Efeito in vivo do extrato bruto de S. chilensis (0.01. 0.1. 1. 10 e 100 mg/kg) quanto ao recrutamento
de leucdcitos totais (A) e populagdes de neutrdéfilos (B) e eosindfilos (C) na cavidade pleural de camundongos
Swiss Webster (n=6) estimulados com LPS (12,5 ng/por animal). Dexametasona (5 mg/kg. i.p.) foi utilizada
como droga de referéncia. Camundongos foram tratados 1h antes do desafio. Os resultados foram expressos
como média + erro padrao da média (EPM). # indica diferenca significativa estatisticamente (p<0.05) entre
grupo estimulado (LPS) e ndo estimulado (Salina); * indica diferenga estatisticamente significativa entre
grupo tratado e nédo tratado. Fonte: BRITO, 2018.
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5.2 Efeito das fracfes de S. chilensis na pleurisia induzida por LPS

A partir da dose previamente estipulada de extrato de S. chilensis (10 mg/kg),
foi realizado um segundo ensaio de pleurisia para determinar se haveria atividade anti-
inflamatoria diferenciada entre as fracdes de S. chilensis. Camundongos da linhagem
Swiss Webster, previamente tratados com dexametasona (5 mg/kg), diclofenaco de
sédio (10 mg/kg) , extrato bruto e as diferentes fragdes obtidas de S. chilensis (10
mg/kg), foram estimulados com LPS (12,5 ng/por animal por via i.t.) apés 1h.
Passadas 24 horas ap6s o estimulo observa-se um aumento significativo no
recrutamento de leucdcitos totais e das populacées de neutréfilos e eosindfilos no
grupo nédo tratado, quando comparado com grupo nao tratado e ndo estimulado
(Figura 6).

Assim como os grupos tratados com medicamentos de referéncia, tanto o
extrato bruto quanto as fracdes reduziram significativamente o recrutamento de
leucdcitos totais no sitio da inflamacdo induzida (Figura 6A). Analisando o
recrutamento neutrofilico, o medicamento de referéncia, dexametasona, reduziu
quase aos niveis basais quando comparado ao grupo nao tratado. J& o diclofenaco
de sodio, assim como a fracao butandlica, apresentaram aproximadamente 19% de
reducdo. O extrato bruto e as fragbes diclorometanica e aquosa reduziram o
recrutamento em torno de 24%, enquanto a fracdo hexanica apresentou melhor
resultado com 28% de inibicdo. Nao houve reducao significativa para o grupo tratado
com a fracdo acetdlica (Figura 6B).

Quanto a populacgéo de eosindfilos, o grupo tratado com dexametasona reduziu
0 recrutamento praticamente aos niveis basais, enquanto que o diclofenaco de sédio,
0 extrato bruto e a fracdo aquosa reduziram em aproximadamente 52%. As fracoes
hexéanicas e diclorometanicas apresentaram melhor perfil de inibicdo com 79%. Ja as
fracOes acetdlica e butandlica, embora apresentem uma tendéncia, ndo obtiveram
diferencas estatisticamente significantes em relagdo ao grupo LPS (Figura 6C). Diante
dos resultados foram escolhidas junto ao extrato bruto, as frac6es hexanica,

diclorometénica, e aquosa para dar prosseguimento aos estudos.
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Figura 6: Efeito in vivo do extrato bruto e de diferentes fracdes de S. chilensis
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Legenda: Efeito in vivo do extrato bruto e de diferentes fragées de S. chilensis (10mg/kg) quanto ao recrutamento
de leucdcitos totais (A) e populacgBes de neutrdfilos (B) e eosinodfilos (C) na cavidade pleural de camundongos
Swiss Webster (n=6) estimulados com LPS (12,5 ng/por animal). Dexametasona (5 mg/kg. i.p.) e diclofenaco de
sédio (10 mg/kg) foram utilizados como drogas de referéncia. Camundongos foram tratados 1h antes do desafio.
Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média (EPM). # indica diferenca significativa
estatisticamente (p<0.05) entre grupo estimulado (LPS) e ndo estimulado (Salina); * indica diferenca
estatisticamente significativa entre grupo tratado e nao tratado. Fonte: BRITO, 2018.
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5.3 Efeito das fragcBes de S. chilensis na producado total de proteinas e de

mediadores inflamatorios quimiotaticos

A partir dos resultados observados no recrutamento leucocitario em lavados
pleurais de camundongos desafiados com LPS (Figura 6), o sobrenadante dos
lavados dos grupos tratados com extrato bruto e as fragées hexanica, diclorometanica
e aquosa (10mg/kg) foram selecionados para realizar a dosagem de proteinas totais,
através do reagente de Bradford, e a dosagem da citocinas; TNF- a, KC, CXCL2 e
Eotaxina-1, pelo método de ELISA sanduiche. Apds 24 horas do estimulo com LPS,
pbde ser observado um aumento significativo na producdo total de proteinas e de
mediadores inflamatérios no grupo néo tratado (LPS), quando comparado com o
grupo nao tratado e ndo estimulado (Figura 7).

Os grupos tratados com os medicamentos de referéncia reduziram em
aproximadamente 29% a producdo total de proteinas. O extrato bruto e as fracdes, de
forma estatisticamente significativa, também foram eficazes na inibicdo deste
parametro, de forma mais acentuada até mesmo do que os medicamentos de
referéncias (Figura 7A). Na quantificagdo do mediador TNF- a, observou-se uma
reducao significativa em todos os grupos tratados, quando comparados ao néo tratado
(LPS). Os grupos dexametasona e fragdo hexanica apresentaram os melhores perfis
de inibicdo com 73%, aproximadamente (Figura 7B).

Foram ainda determinados os niveis das quimiocinas KC e CXCL2 presente no
sobrenadante dos lavados. Apenas a dexametasona e a fracdo hexanica obtiveram
relevancia estatistica na modulacéo de KC (Figura 7C). J& na determinac¢édo dos niveis
de CXCL2, tanto os grupos tratados com os medicamentos de referéncia, quanto o0s
tratados com o extrato bruto e as fracOes apresentaram inibicdo superior a 33%
(Figura 7D). Os resultados da analise de CXCL2 estdo em consonéncia com
observado no recrutamento neutrofilico demonstrado na figura 6B.

Como pode ser observado na figura 7E, houve uma reducgao significativa na
producédo de eotaxina-1 do grupo dexametasona, para o grupo néo tratado (LPS). O
extrato bruto e a fracédo diclorometanica apresentaram um perfil de reducéo parecido
entre si, enquanto que a fracdo hexanica obteve um comportamento mais acentuado
na reducdo. Os resultados corroboram o achado no recrutamento de eosindfilos
observado na figura 6C. Os grupos tratados com diclofenaco de sddio e com a fracao

aguosa nao obtiveram significancia estatistica (Figura 7E).



47

A fracdo hexanica foi a Unica que modulou todos os parametros analisados na
figura 7. Seus efeitos sdo mais proeminentes do que as demais fracoes, e isso pode
ser claramente observado na quantificacdo de TNF-a, KC, e eotaxina-1. Esta fracéo
foi capaz ainda de reduzir os niveis de CXCL-2, enquanto a fracdo diclorometanica,
assim como o extrato bruto, modularam os niveis de TNF-a, CXCL2 e eotaxina-1, e a
fracdo aquosa reduziu apenas os valores de TNF-a e CXCL-2 nos lavados pleurais
(Figura 7B-E).
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Figura 7: Efeito in vivo do extrato bruto e de diferentes fragcdes de S. chilensis na
geracdo de mediadores inflamatorios.
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Legenda: Efeito in vivo do extrato bruto e de diferentes fragcdes de S. chilensis (10mg/kg) na geracéo dos
mediadores TNF- a (B). KC (C). CXCL2 (D) e Eotaxina-1 (E) no lavado pleural de camundongos Swiss
Webster (n=5) desafiados com LPS (12,5 ng/por animal). Dexametasona (5 mg/kg. i.p.) e diclofenaco de
sédio (10 mg/kg. i.p.) foram utilizados como drogas de referéncia. Os niveis de proteina (A) foram
determinados através do reagente de Breadford no lavado pleural recolhido 24h ap6s desafio. Os resultados
foram expressos como média + erro padrdo da média (EPM). # indica diferenca significativa estatisticamente
(p<0.05) entre grupo estimulado e ndo estimulado; * indica diferenca estatisticamente significativa entre
grupo tratado e ndo tratado. Fonte: BRITO, 2018.
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5.4 Efeito citotdéxico do extrato bruto e fragdes de S. chilensis em linhagem
J774A.1

Com o objetivo de verificar se o extrato bruto ou as fracdes de S. chilensis
possuem algum efeito citotoxico que inviabilizasse a populagéo celular utilizada ao
longo do estudo, foi realizada uma andlise da viabilidade celular com células da
linhagem de macrofagos murinos J744A.1, tratadas com diferentes concentracées (1,
10, 50, 100, e 200 ug/mL) do extrato e das fragdes por 24h. A fluorescéncia mensurada
de acordo com a metabolizacdo da resazurina pode ser observada nos gréficos de
viabilidade expressos em porcentagem na Figura 8.

Assim como o extrato bruto, a maioria das fracées foram citotoxicas para quase
100% da populagao celular nas concentragdes de 100 e 200 pg/mL (Figura 8A-E). A
excecao foi para a fragdo aquosa, que mesmo na dose mais alta, manteve em torno
de 80% da populacéo celular viavel (Figura 8F). A fracdo diclorometanica e a acetalica,
na dose de 50 pyg/mL, inviabilizaram 60 e 30% da populagao, respectivamente (Figura
8C e 8D). Diante desses resultados, foi escolhida a dose de 10 ug/mL, por apresentar
uma margem de seguranca superior a 70% de viabilidade tanto no extrato, quanto em
todas as fracdes (Figura 8), para dar seguimentos aos ensaios in vitro em modelo de

inflamac&o.
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Figura 8: Efeito citotdxico do extrato bruto e das fracdes de Solidago chilensis em linhagem
de macréfagos murino J774A.1.

[>]

110+

110+
1004 100+
— 90+ — 90+
= 801 = 801
o 704 o 704
S 60- & 60-
2 50 2 50-
E 40+ % 40-
= 30+ < 30+
> 20+ > 20
10+ 10-
0 T 0 T
controle 1 10 50 100 200 controle 1 10 50 100 200
] 1
Extrato bruto  (ug/ml) l Fracdo hexanica ' (ug/mi)

(o]
=1

110

110+
100+ 100+
— 90+ — 90+
= 801 X 80
o 704 o 704
& 601 S 604
= 50- = 501
ZE 40 E 404
= 30 = 304
> 204 > 20-
104 10+
0 T 0 T
controle 1 10 50 100 200 controle 1 10 50 100 200
lFraqéo-dit:lorometémica (ng/ml) ' Fragdo acetalica (ug/ml) l
EI 110 |E| 110+
100+ 100
- 904 — 90+
§ 804 § 80
o 704 o 70
& 60- & 60-
2 504 2 504
E 40 E 40-
< 30+ = 30+
> 20+ > 20
10+ 104
0 T 0 T
controle 1 10 50 100 200 contrele 1 10 50 100 200
1 1
Fracdo butandlica  (ug/ml) Fracgdo aquosa  (ug/ml)

Legenda: Efeito citotdxico do extrato bruto (A) e das fragdes hexanica (B). diclorometanica (C). acetalica
(D). butandlica (E) e aquosa (F) da Solidago chilensis em linhagem de macréfagos murino J774A.1
(n=4) expresso em porcentagem. Fonte: BRITO, 2018.
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5.5 Avaliacdo da capacidade inibitoria do extrato bruto e das fragcfes de S.

chilensis na producéo de 6xido nitrico in vitro

Com o intuito de verificar qual concentracdo de extrato bruto das inflorescéncias
de S. chilensis possui efeito anti-inflamatorio in vitro, foi realizado um ensaio de
quantificacdo de o6xido nitrico no sobrenadante de macréfagos murinos J744A.1
estimulados com LPS (1 ug/mL), e previamente tratados com dexametasona (20
pg/mL.) e diferentes concentragdes do extrato bruto (0,01; 0,1; 1 e 10 ug/mL). Apds
24 horas do estimulo, observou-se um aumento significativo na producdo do
metabdlito estavel do NO (nitrito) no grupo nao tratado (LPS), quando comparado com
grupo nao tratado e nao estimulado (Meio) (Figura 9A). A dexametasona foi eficiente
em reduzir aproximadamente 50% da formacao do nitrito, enquanto apenas a dose de
0,01 pg/mL do extrato ndo obteve significancia estatistica nesta reducédo (Figura 9A).
Por apresentar uma resposta similar a dexametasona, e estar dentro da margem de
seguranga de 70% de viabilidade celular, visto na figura 6, a dose de 10 pug/mL foi
escolhida para dar continuidade ao ensaio in vitro com as fracdes.

Um segundo ensaio de dosagem de 6xido nitrico no sobrenadante da linhagem
J744A.1 foi feito nas mesmas condi¢cBes que o anterior. Porém, junto ao extrato bruto
de S. chilensis (10 pg/mL), as células foram tratadas com as fracdes hexanica,
diclorometanica e aquosa (10 upg/mL), para determinar possiveis efeitos anti-
inflamatorios diferenciados também in vitro. As fracbes para esse ensaio foram
escolhidas a partir dos resultados observados no recrutamento leucocitario na figura
6. O grupo nao tratado apresentou um aumento significativo na producao de NO, ao
ser comparado com o grupo néo tratado e ndo estimulado. A dexametasona, o extrato
bruto e a fracdo hexanica, apresentaram um percentual, de aproximadamente, 32%
de inibicdo da producdo do mediador NO, enquanto a fracao diclorometanica obteve
o melhor perfil de redugdo com 59%. A fragdo aquosa ndo obteve resultado com

relevancia estatistica (Figura 9B).
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Figura 9: Producdo de NO em células da linhagem J774.Al estimuladas com LPS e
tratadas com extrato bruto de S. chilensis e as diferentes fracdes.
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Legenda: A producdo de NO foi determinada pelo reagente de Griess através do sobrenadante
recolhido 24h apds a simulagdo com LPS em células tratadas (n=4) com extrato bruto de S. chilensis
em diferentes concentragdes (A) e as fragdes (10 pg/mL) (B). Dexametasona (20 pg/mL.) foi utilizada
como droga de referéncia. Os resultados foram expressos como média + erro padréo da média (EPM).
#indica diferenca significativa estatisticamente (p<0.05) entre grupo estimulado (LPS) e ndo-estimulado

(Meio); * indica diferenca estatisticamente significativa (p<0.05) entre grupo tratado e nao-tratado
estimulado (LPS). Fonte: BRITO, 2018.
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5.6 Fitoconstituintes da Solidago chilensis Meyen

5.6.1 Extrato Bruto

Por ter modulado a migracdo leucocitéria total e de granulécitos, e ainda ter
sido capaz de inibir a producédo de quase todos os mediadores avaliados nesse
trabalho, com excecdo do KC, o extrato bruto teve seus constituintes avaliados pelo
método de CLAE-UV-DAD. Utilizando a metodologia validada no LaQMed para a
investigacdo de terpenos, foi identificado na figura 10 um sinal (42) no tempo de
retencdo de 70,03 min com area de 23,1% em 254 nm, coerente com o sinal
caracteristico de solidagenona achado por Valverde e colaboradores (2009) utilizando
a mesma metodologia.

A andlise por CLAE-UV-PDA mostrou que o EB é constituido por 39,1% de
flavonoides derivados da quercetina e do kaempferol, entre agliconas e glicosideos,

conforme a andlise dos espectros de UV para as agliconas presentes.

Figura 10: CLAE-UV- DAD do extrato bruto de Solidago chilensis para a

caracterizagao de terpenos.
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Legenda: CLAE-UV- DAD do extrato bruto de Solidago chilensis para a caracterizacdo de terpenos.
Condig6es cromatogréficas: Temperatura = 30°C. vazao = 1.0 mL min 1. A = 254 nm. Vinj = 10 pL. sistema
de eluicdo isocratico; acido trifluoracético 0.05% (54.94 mL) e acetonitrila (27.06 mL). Fonte: BRITO, 2018.
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5.6.2 Fracdo Hexanica

Por ter apresentado modulacédo no infiltrado leucocitario total e na populacéo
de células polimorfonucleares dos lavados pleurais, bem como a reducao nos niveis
de todos os mediadores inflamatérios avaliados neste trabalho, a fragdo hexanica de
S. chilensis foi submetida a analise em CG-EM para identificacdo de seus
constituintes. Foram caracterizadas nove substancias, consideradas a partir de 80%
de presenca e deteccdo na fracdo hexanica, perfazendo um total de 39,33 % do seu
total. Na tabela 1, podem ser observadas a presenca de ceras e outas substancias
graxas, do diterpeno solidagenona, do sesquiterpeno guaieno, além de acetato de

exabornila e estigmasta-7,25-dien-3(3-ol.

Tabela 1 - Fitoconstituintes caracterizados por CG-EM na fracdo hexanica de Solidago
chilensis. Temp. do injetor = 260° C. temp. da ionizacdo de chama = 260° C. vazao =
2 mL/min com Hz2. Rampa de temperatura = 60° C (10 min); 60-120° C (6° C/min); 120-
290° C (15° C/min); 290° C (17min).

T.R. (min) Area % Constituinte CAS Semelhanga %
12,586 0,50 Acetato de exabornila 125-12-2 91
20,448 0,42 Guaieno 88-84-6 89
22,522 2,20 Solidagenona 40883-07-6 91
23,523 0,97 Heptacosano 593-49-7 98
24,695 4,25 Hentriacontano 630-04-6 91
26,307 23,66 Hexatriacontano 630-06-8 95
27,344 1,39 11-decildocosano ~ ©5401-55-3 83
28,623 5,36 Pentadecano 1560-93-6 91
28.800 0,58 Estigmaztg:;,ZS-dien- 6785-58-6 95

Fonte: BRITO. 2018.



55

5.6.3 Fracéo diclorometanica

Por ter modulado a migracéo leucocitaria total e de granulocitos, e ainda ter
sido capaz de inibir a producdo de quase todos os mediadores avaliados nesse
trabalho, com excecédo do KC, a fragdo diclorometanica teve seus constituintes
avaliados pelo método de CLAE-UV-DAD. A metodologia validada no LaQMed para a
investigacdo de extratos e fracdes de média polaridade provenientes de S. chilensis,
nao identificou a presenca do diterpeno labdanico solidagenona, que apresenta tempo
de retencdo entre 71 a 72 min na faixa de absorbéncia de 254 nm. Porém aos 53,71
min, observa-se um sinal com 26,6% de area de uma substancia desconhecida, que
para caracteriza-la seria necessario fazer seu isolamento (Figura 11).

De acordo com o método desenvolvido por Apati (2002) e validado por Oliveira
e colaboradores (2017b), foi possivel identificar a presenca de acido clorogénico,
quercetina, e seus derivados. Dentre eles, foram encontrados os flavonoides
isoquercitrina, quercitrina, afzelina, além de uma substancia desconhecida na
literatura, para a metodologia desenvolvida, cujo espectro de UV coincide com o da
quercetina, podendo ser um flavonoide derivado desta (Figura 12 e 11; Tabela 2). E
possivel ainda, observar alguns sinais (21, 22 e 23) que ndo puderam ser identificados
por falta de substéncias padréo e parametros de comparacéo na literatura, sendo

assim necessario, realizar o isolamento para uma posterior identificacdo (Figura 12).
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Figura 11 - CLAE-UV-DAD da fracéo diclorometanica de Solidago chilensis para a
caracterizagao de terpenos
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Legenda: CLAE-UV-DAD da fracédo diclorometanica de Solidago chilensis para a caracterizagdo de
terpenos. Condicdes cromatograficas: Temperatura = 30° C. vazao = 1.0 mL min -1, A = 254 nm. Vinj = 10

ML. sistema de eluicdo isocrético; &cido trifluoracético 0.05% (54.94 mL) e acetonitrila (27.06 mL). Fonte:
BRITO, 2018.

Figura 12: CLAE-UV- DAD da fragdo diclorometanica de Solidago chilensis para a
caracterizacao de flavonoides
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Legenda: CLAE-UV- DAD da fracdo diclorometanica de Solidago chilensis para a caracterizacdo de
flavonoides. Condi¢des cromatogréaficas: Temperatura = 25° C. vazao = 1.0 mL min 2. A = 360 nm. Vin =
10 yL. Gradiente linear de eluicdo; acetonitrila (eluente A) e acido acético: agua (1:40) (eluente B). Nos 15
primeiros min usou-se 14% do eluente A e 84% do eluente B. 35% do eluente A nos 30 min seguintes. e
100 % do eluente A nos 2 dltimos minutos. Fonte: BRITO, 2018.
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Tabela 2 - Flavonoides e acido clorogénico caracterizados por CLAE-UV-PDA na
fracdo diclorometanica de S. chilensis.

Sinal Rt (min) Area % Constituinte
1 3,94 2,1 Ac. Clorogénico
4 11,98 0,8 Isoquercitrina
6 13,73 10,4 _
8 16,45 0,4 Quercitrina
9 19,05 17 Afzelina
15 28,37 7,2 Quercetina

Fonte: BRITO, 2018.

Figura 13: Espectro UV da quecetina e do flavonoide nao identificado.
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Legenda: Espectro UV da quecetina (A) e do flavonoide ndo identificado (B) no tempo de retencéo
13.73 min. absorvidos a 360 nm. Fonte: BRITO, 2018.
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5.6.4 Fracdo Aquosa

Por ter modulado a migracéo leucocitaria total e de células polimorfonucleares,
em lavado pleural de animais desafiados com LPS, e ainda ter sido capaz de inibir a
producdo de alguns mediadores inflamatodrios avaliados nesse trabalho, a fragédo
aquosa teve seus constituintes avaliados pelo método de CLAE-UV-DAD. Foi possivel
caracterizar, o tempo de retencao, a absorbancia em 360 nm, e fazendo comparacdes
com a literatura (APATI et al, 2002; OLIVEIRA et al, 2017b), a presenca de acido
clorogénico, como majoritario (58,2% de area), e isoquercitrina. E possivel ainda,
observar um sinal (7) de area 25,1% que ndo pode ser identificado por falta de
substancia padrdo e parametros de comparacdo na literatura, sendo assim

necessario, realizar o isolamento para posterior identificacao (Figura 14; Tabela 3).



59

Figura 14: CLAE-UV-DAD da fracdo aquosa de Solidago chilensis para a

caracterizagéo de flavonoide
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Legenda: CLAE-UV-DAD da fracdo aquosa de Solidago chilensis para a caracterizacdo de flavonoide.
Condi¢des cromatograficas: Temperatura = 25° C. vazdo = 1.0 mL min 1. A = 360 nm. Vinj = 10 pL.
Gradiente linear de eluigdo; acetonitrila (eluente A) e acido acético: agua (1:40) (eluente B). Nos 15
primeiros min usou-se 14% do eluente A e 84% do eluente B. 35% do eluente A nos 30 min seguintes.
e 100 % do eluente A nos 2 dltimos minutos. Fonte: BRITO, 2018.

Tabela 3 - Fitocontituintes caracterizados por CLAE-UV- DAD na fracdo aquosa de S.
chilensis.

Sinal Rt (min) Area % Constituinte
1 4,00 58,2 Ac. clorogénico
5 4,1 4,1 Isoquercitrina
7 12,76 25,1

Fonte: BRITO, 2018.
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6 DISCUSSAO

Ha muito se utilizam diversas e variadas preparacdes a base de plantas como
medidas curativas, paliativas e para tratamentos de inUmeras patologias na medicina
tradicional popular (AGUIAR, 2014). A Solidago chilensis, € uma espécie vegetal
utilizada na medicina popular brasileira para o tratamento, principalmente de
patologias de cunho inflamatério, mas com poucas comprovacgfes cientificas
associando seu efeito terapéutico com o0s metabdlitos presentes (VALVERDE;
AZEVEDO, TOMASSINI, 2009; OLIVEIRA, et al 2017a). Com intuito de elucidar a
propriedade farmacoldgica desta planta, este estudo avaliou parametros de atividade
anti-inflamatoria do extrato bruto e de diferentes fracdes (hexanica, diclorometanica,
acetalica, butandlica e aquosa), provenientes das inflorescéncias de S. chilensis,
relacionando com os constituintes fitoquimicos encontrados.

Embora a literatura ja tenha descrito doses eficazes para a atividade anti-
inflamatoria de extratos da Solidago chilensis em modelos de experimentacdo animal,
esses estudos se basearam em extracdes realizadas a partir de rizomas ou de partes
aéreas, ou do extrato aquoso de inflorescéncias (GOULART et al, 2007; LIZ et al,
2008; TAMURA et al, 2009), o que diverge da proposta deste trabalho, onde foram
utilizadas apenas as inflorescéncias em extracdo com solventes de polaridades
diferentes.

A fim de determinar a dose de trabalho para o modelo in vivo, foi realizado um
ensaio de dose-resposta no modelo experimental de pleurisia com indugéo por LPS.
Avaliou-se o parametro de recrutamento celular de leucdcitos totais e de populacdes
de células polimorfonucleares na cavidade pleural de camundongos previamente
tratados com dexametasona ou com cinco doses diferentes do extrato bruto (EB) éter-
etandlico de inflorescéncias de S. chilensis, administrados por via i.p., uma vez que ja
foi demonstrado uma possivel metabolizagcdo de primeira passagem que inviabiliza a
acdo farmacoldgica desta planta por via oral (TAMURA et al, 2009).

Das cinco doses testadas, a partir da 0,1 mg/kg foi observada a modulacéo de
leucdcitos totais e de populagbes de neutréfilos e eosindfilos. A partir disso, foi
escolhida a dose de 10 mg/kg por ter sido eficiente no modelo proposto, além de estar
de acordo com os resultados encontrados por Goulart e colaboradores (2007), que
utilizaram o extrato aquoso de S. chilensis (10 mg/kg) em um modelo experimental

parecido.
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Ao determinar a dose de 10 mg/kg, foram testadas todas as fragGes obtidas da
inflorescéncia, afim de realizar uma comparacéo da atividade farmacoldgica destas.
Embora todas as fracdes, assim como o EB, tenham modulado o infiltrado leucocitario,
a fracdo acetalica ndo foi capaz de reduzir a infiltragcdo da populacdo de células
polimorfonucleares, assim como a fragcdo butandlica ndo foi capaz de inibir a migracéo
de eosindfilos. O fato de algumas fragcbes ndo apresentarem o mesmo efeito
farmacoldgico que o EB, em todos os parametros in vivo analisados, pode ser
explicado pelo fato de que os fitocomponentes responsaveis pelos efeitos encontrados
no extrato bruto foram separados de acordo com a afinidade dos metabdlitos
secundarios a partir dos solventes utilizados (devido a polaridade), ou pela perda do
efeito sinérgico entre essas substancias durante a particao liquido-liquido (QUEIROZ;
COLLINS; JARDIM, 2001).

A mobilizacdo de leucécitos para o tecido com injaria € bastante importante
para sistema resolutivo. Mas caso essa mobilizacao se intensifique, a inflamacao pode
lesar células do tecido ao redor (SABROE et al, 2005). Como ja € conhecida a
importancia das interacdes entre leucécitos e as células do endotélio vascular para a
migra¢ao dos mesmos, as substancias envolvidas no processo de ativagéo, rolamento
e aderéncias destas células ao endotélio, ttm sido exaustivamente estudadas como
alvos farmacolégicos (SABROE et al, 2005; LEY et al, 2007). No intuito de aprofundar
o entendimento do(s) mecanismo(s) pelo(s) qual(is) o extrato bruto, e as fracbes
hexéanica, diclorometanica e aquosa de S. chilensis foram capazes de modular o
infiltrado leucocitario na pleura dos animais estimulados com LPS, alguns mediadores
inflamatérios foram dosados: TNF-a, KC, MIP-2, e eotaxina-1, no sobrenadante dos
lavados pleurais através do método de ELISA sanduiche.

O TNF-a é responsavel pelo aumento da expressdo de moléculas de adeséo
no endotélio vascular, permitindo a migracéo de leucocitos para o sitio da inflamacéo.
Essa citocina € um potente ativador de neutroéfilo, mediando quimiotaxia, aderéncia,
degranulagao e “burst” respiratorio, sendo produzida ndo soé por linfécitos, macrofagos
e neutrdfilos ativos, mas também por células do endotélio vascular, células natural
killer e mastocitos (BORISH; STEINKE, 2003). Os dados apresentados neste trabalho
mostram que o EB e as trés fracbes testadas de S. chilensis, reduziram
significativamente os valores de TNF-a, no lavado dos animais previamente tratados
ao estimulo com LPS. Ja foi visto que a espécie em estudo possui a capacidade de

modular os niveis de TNF-a, bem como a inibigdo da citocina IL-18 em modelos de
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experimentacdo em camundongos, com extratos provenientes dos rizomas
(GOULART et al, 2007; LIZ et al, 2008). Sugere-se que a modulagdo associada do
TNF-a com a IL-1pB, atribui um mecanismo anti-inflamatério via inibicdo da producéo
de moléculas de adesao, e da liberacdo de citocinas especificas no recrutamento
celular, como quimiocinas da familia C-X-C (RUTH et al, 2005; GOULART et al, 2007,
LIZ et al, 2008).

Os neutrofilos sdo células efetoras essenciais do sistema imune, sendo
considerados a “primeira linha” de defesa contra infec¢des provenientes de fungos e
bactérias. Essas células, porém, podem contribuir para danos teciduais em doencas
de processos agudos, como injaria pulmonar aguda, e em fases de agudizacédo de
doencas crénicas como a artrite reumatdide. O potencial destrutivo dos neutroéfilos
depende diretamente do controle de seu recrutamento para os tecidos (SADIK; KIM,;
LUSTER, 2011). As quimiocinas KC e MIP-2 s&o potentes quimioatraentes e
ativadoras de neutrofilos, sendo conhecidas por ter um papel crucial na migracao
destas células dos vasos sanguineos para os sitios de inflamacéo (DAY; LINK, 2012).
Diante disso, este trabalho investigou se as fracbes que modularam a migracao
leucocitaria teriam efeito direto sobre o recrutamento de neutrdéfilo, interferindo na
producao de KC ou MIP-2.

De acordo com Filippo e colaboradores (2017) as quimiocinas KC E MIP-2 sao
produzidas pela ativacdo de Toll-like receptores (TLRs), principalmente em
macrofagos residentes no tecido, mas com uma pequena diferenca nas vias de
sinalizacdo envolvidas. Ambas as proteinas sdo produzidas via MyD88, mas MIP-2,
também é sintetizado via TRIF. Neste trabalho, foi observada a reducéo de MIP-2 no
EB e em todas as fragOes testadas, quando comparados ao grupo que nao recebeu
tratamento. Porém a fragdo hexanica, foi a Unica que modulou a producdo de KC.
Esse resultado leva a crer, que a fracdo hexanica seja a Unica capaz de interferir no
recrutamento de neutrdéfilos pela via MyD88. Ja é conhecido, que a infiltragdo maxima
de neutréfilos ocorre quando ambas as quimiocinas estdo concomitantemente
expressas, e que a inibicdo de ambas, previne o recrutamento leucocitario (FILIPPO
et al, 2017). Sendo assim, a fragcdo hexanica teria o melhor efeito anti-quimiotatico de
neutrofilos, dentre todas as fragdes estudadas.

Os eosindfilos séo leucécitos de mudltipla funcionalidade, atuando na
patogénese de inUmeros processos inflamatérios, sendo mais proeminentes nos
processos alérgicos e em infec¢des por helmintos (ROTHENBERG; HOGAN, 2006).
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Dentre as muitas moléculas envolvidas na quimiotaxia dessa populagéo celular, a
eotaxina-1, secretada principalmente por células do epitélio brénquico, células
endoteliais, e o proprio eosinofilo, atua como um potente quimioatrante, sendo ela
apenas, o suficiente para um recrutamento local eosinofilico (WU et al, 2014;
PALOMINO, MARTI, 2015). A inibicdo de popula¢bes eosinofilicas nos lavados de
animais tratados com algumas fracbes especificas (EB e fracdes hexanica,
diclorometéanica e aquosa, esta ultima em menor quantidade) foi um dado inédito deste
estudo, visto que os modelos experimentais adotados em outros estudos envolveram
a estimulacao do processo inflamatério via carragenina, substancia que gera infiltrado
inflamatoério de polimorfonucleares com a presenca exclusiva de neutréfilos. Diante
disso, estes grupos foram avaliados quanto a modulacdo dos niveis de eotaxina-1. A
modulacdo da eotaxina-1 foi possivel em grupos de camundongos previamente
tratados com o EB e as fracdes hexanica e diclorometanica, indicando que a S.
chilensis talvez venha a ter uma atividade antialérgica, que nédo foi anteriormente
estudada, mas que nao é incomum a familia das Asteraceae (OLIVEIRA et al, 2017a;
CHANDRASHEKHAR et al, 2011). Embora a fracdo aquosa tenha sido eficaz ao
modular a migragdo de eosindfilos, os niveis de eotaxina-1 n&o obtiveram reducéo
com relevancia estatistica, sendo assim, necessaria a investigacao de outras vias de
modulacdo, como por exemplo, a presenca de leucotrieno B4.

Além dos resultados aqui encontrados, e os disponibilizados na literatura a
respeito dos efeitos e mecanismos anti-inflamatérios da S. chilensis, investigou-se in
vitro a atividade anti-inflamatoria da espécie em estudo. Primeiramente, foi realizado
um ensaio de viabilidade celular, em linhagem de macrofagos murinos J774A.1, afim
de descartar resultados falso negativos, caso a viabilidade celular fosse comprometida
pela toxicidade do EB ou das fracdes, levando entdo a uma baixa producédo de NO, e
desta forma sendo erroneamente interpretado como um efeito anti-inflamatario.

Com excecao da fracdo aquosa, que manteve um perfil de viabilidade celular
superior a 80% em todas as concentracdes testadas, as demais fragbes, assim como
o EB, apresentaram alta toxicidade nas doses de 100 e 200 pg/mL, com quase 100%
de morte celular. A fracdo diclorometanica foi a Unica que na concentracédo de 50
pMg/mL inviabilizou mais da metade da populacdo de células, mostrando-se
razoavelmente toxica. No intuito de utilizar células previamente tratadas com as
fracbes de S. chilensis, que mantivessem um perfil de viabilidade celular igual ou

superior a 70%, foi escolhida a concentracéo de 10 pug/mL como concentragdo maxima
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de trabalho. Os resultados obtidos neste trabalho podem ser associados aos achados
de Barros e colaboradores (2016), onde a concentracdo de 10 pg/mL do extrato
metandlico das folhas de S. chilensis, ndo apresentou efeito citotoxico em linhagem
de fibroblastos murinos L929 (BARROS et al, 2016).

Podendo ser produzido por células do endotélio vascular, da musculatura lisa,
mondcitos, mastdcitos e macrofagos, quando estimulados por citocinas (IL-18 e TNF-
a) ou produtos bacterianos (LPS), o NO é uma molécula importante no sistema de
defesa, agindo como vasodilatador e agente citotoxico mediado por macréfagos em
processos infecciosos (CERQUEIRA; YOSHIDA, 2002; JO et al, 2008). Por ser uma
molécula instavel, a dosagem de NO é feita indiretamente através da quantificacao do
seu metabdlito nitrito. Embora a literatura ja tenha descrito a capacidade da S.
chilensis em modular o NO, este trabalho analisou essa modulagéo in vitro utilizando
uma linhagem de macrofago murinos tratados com EB e fragBes obtidas de
inflorescéncias (GOULART et al, 2007; LIZ et al, 2008). Assim como 0 ensaio in vivo,
para o ensaio in vitro de quantificacdo de NO foi construida uma curva dose-resposta
com extrato éter-etandlico utilizando a linhagem J774A.1 e respeitando a
concentragdo maxima de 10 pg/mL previamente estipulada. A menor concentracéo
testada (0,01 pg/mL) n&o apresentou efeito significativo, enquanto as concentracoes
intermediarias (0,1 e 1 pg/mL), assim como a concentracdo de 10 pg/mL,
apresentaram reducdo estatisticamente significativa sem discrepantes diferencas
entre si. Assim, foi determinada a concentracdo de 10 pg/mL para realizacdo do
ensaio com as fragdes hexanica, diclorometanica e aguosa, por ser uma concentragao
de trabalho viavel. Os dados apresentados mostraram que apenas o pré-tratamento
com a fragdo aquosa néo inibiu a produgéo de NO, enquanto o EB, fracdo hexanica e
diclorometanica inibiram. Destaca-se o efeito acentuado em que a fracdo
diclorometénica inibiu a produgéo de NO.

A COX-2 é uma enzima produzida por células residentes envolvidas no
processo inflamatdrio (macréfagos, mastécitos e outras), e é responsavel pela sintese
de prostaglandinas e tromboxanos, mediante estimulo com IL-13, TNF-a, endotoxinas
e outros. Algumas prostanglandinas sédo potentes vasodiladoras e reguladoras da
atividade quimiotética celular, controlando a adeséo de células no endotélio vascular
(CARVALHO; CARVALHO; SANTOS, 2004). Outro ineditismo deste trabalho foi
investigar se a espécie vegetal Solidago chilensis teria a capacidade de modular os

niveis de COX-2. Células da linhagem de macrofagos murinos J774A.1, estimuladas
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com LPS por 24h, e previamente tratadas com EB e as fragdes hexanica,
diclorometéanica e aquosa (10 pg/mL) de S. chilensis, foram submetidas ao processo
de extracdo de proteinas para posterior quantificacao intracitoplasmatica de COX-2,
através do meétodo de Western blot. Pode ser observada na figura 15, uma tendéncia
na reducdo da expressao da enzima COX-2 nas células que foram tratadas com o EB
e as fracdes hexanica e diclorometanica.

A reducao da expressao de COX-2 leva a crer que existe alguma atividade de
inibicdo por via génica, onde a proteina ndo esta sendo sintetizada (YO et al 2016).
Mas isso ndo descarta o fato de que o EB e as fracfes, até mesmo a aquosa que nao
apresentou indicativo na reducdo da expressdo, ndo possam estar inibindo a
funcionalidade da enzima, como ocorre no caso do anti-inflamatorio ndo estereoidais,
como a aspirina, ou algum seletivo para a COX-2 como o celecoxibe (CARVALHO;
CARVALHO; SANTOS, 2004). Este é um dado preliminar que requer NOvVos ensaios
para a obtencédo de resultados mais conclusivos, mas em face de todos os dados
apresentados, pode-se sugerir que grande parte da atividade farmacologica se
encontra em fitocomponentes presentes na fracado diclorometanica, com principal
efeito no nivel molecular da expressdo da COX-2.

A fim de identificar as substéncias que poderiam estar envolvidas nos
resultados farmacol6gicos encontrados neste trabalho, o EB e as fracBes hexanica,
diclorometanica e aquosa foram submetidas a analises cromatograficas para a
investigacao de fitoconstituintes. A analise por CLAE-UV-DAD mostrou que tanto o EB
quanto a fracdo diclorometanica sdo constituidos por uma grande quantidade de
flavonoides derivados da quercetina e do kaempferol, entre agliconas e glicosideos,
uma vez que a absorbancia observada em UV é caracteristica apenas da aglicona.
Quanto a fracdo aquosa, na mesma metodologia, foi identificada a presenca do

flavonoide isoquercitrina e uma grande quantidade de acido clorogénico.
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Figura 15 — Efeito da S. chilensis na producdo de COX-2 ap0s estimulacdo com LPS.
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Legenda: Efeito da S. chilensis na producdo de COX-2 apds estimulacdo com LPS. Os niveis da
proteina COX-2 foram determinados em extratos de macréfagos murinhos J744A.1 previamente
tratados com EB e fracBes hexéanica. diclorometanica e aquosa (10 pg/mL) e estimulados com LPS por
24h a 37° C e 5% CO2. A analise densitométrica € mostrada (B). Estes resultados séo representativos
de um Unico experimento. Fonte: BRITO. 2018.

Embora as substancias majoritarias ndo tenham sido totalmente identificadas a
maioria possui a quercetina como esqueleto flavonoidico com forte atividade
antioxidante ali representada, e jA bem descrita na literatura (KUMAR; PANDEY,
2013). Essa capacidade antioxidante dos flavonoides poderia explicar a modulagéao
dos niveis de NO encontrados no EB, e na fracdo diclorometanica. Barros e
colaboradores (2016) demonstraram o potencial antioxidante da quercitrina e da
afzelina isolada de S. chilensis em ensaio com DPPH, assim como também ja foi visto
a capacidade do flavonoide quercitrina galato (derivado da quercetina) em modular os
niveis de NO através da inibicdo da producdo, em nivel de transcricdo génica, da
enzima responsavel pela sua sintese (iNOS) em linhagem de macrofagos RAW 264.7
(KIM et al, 2005).

Rao-Manjeet e Ghosh (1999) demonstraram o potencial da quercetina em

modular os niveis de TNF-a em linhagem de macréfagos RAW 264.7, indo de acordo
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com os achados deste estudo no EB e na fragcao diclorometanica. A quercetina ja é
descrita por possuir atividade anti-inflamatdéria através da reducéo de leucotrieno B4,
prostaglandina E2 (PGE2), das quimiocinas KC, MIP-2, RANTES e CXCL8, todos com
propriedades quimioatraentes de leucoécitos (MORIKAUA, et al 2003; SOUTO et al
2011; KUMAR; PANDEY 2013). Parte dessa atividade € atribuida a capacidade da
guercetina em inibir a formagé&o do complexo de transcricdo NF-kB, e de interromper
a sinalizacdo entre TLR4 e MyD88 (ENDALE, et al, 2013). O acido clorogénico,
encontrado em grandes quantidades na fracdo aquosa, também possui atividade anti-
inflamatoria atribuida a capacidade de suprimir a producdo de NO, iINOS, PGEZ2,
através também do bloqueio de NF-kB (HWANG, et al, 2014; CHEN; WU, 2014).

O diterpeno labdéanico solidagenona, é descrito como constituinte principal dos
rizomas de S. chilensis, e a ele ja foi atribuido alguns efeitos farmacolégicos como
antiulceroso, gastroprotetor e imunomodulador (VALVERDE; AZEVEDO;
TOMASSINI, 2009; RODRIGUEZ et al, 2005). Utilizando a metodologia validada por
Valverde e colaboradores (2009) para a identificacéo, principalmente, de grupamentos
cetbnico ou lactonico através de CLAE-UV-DAD, foi investigado a presenca de
solidagenona no EB e na fracdo diclorometanica. O resultado apresentado para o EB
converge com o da literatura, onde o extrato éter-etandlico das inflorescéncias
apresentaram uma area de 20,8%, utilizando a mesma metodologia (tempo de
retencdo 71,6 min em 225 nm) (VALVERDE; AZEVEDO; TOMASSINI, 2009). Quanto
a fracdo diclorometanica, o resultado foi negativo para a presenca de solidagenona.

Ja na fracdo hexéanica, além da grande quantidade de substancia graxa
encontrada, caracteristicas das ceras encontradas nas superficies de flores, foi
identificada através de CG-EM, a presenca de solidagenona, acetato de exabornila e
guaieno. A literatura descreve pouco sobre as atividades farmacolégicas destas
substéancias. O acetato de bornila foi descrito por possuir atividade analgésica e anti-
inflamatoria (WU et al 2004), mas néo € garantido de que a baixa porcentagem desta
substancia na fracdo estudada seja responsavel pela atividade farmacolégica
observada neste trabalho. O mesmo acontece com a solidagenona.

De acordo com o observado neste estudo, a quercetina e seus derivados
seriam Otimos biomarcadores de atividade anti-inflamatoria para os extratos
provenientes das inflorescéncias de Solidago chilensis. Ela foi encontrada no extrato
bruto e na fragc&o diclorometanica em boas proporg¢des (39,1 e 35,8, respectivamente),

e ja € bem descrita na literatura suas propriedades anti-inflamatoéria e antioxidante
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(KUMAR; PANDEY, 2013; ENDALE et al, 2013). Embora a fragdo hexanica tenha
apresentado bons resultados nos ensaios imunofarmacologicos (Quadro 2 e 3), novas
analises para investigacao de fitoconstituintes devem ser realizadas para melhorar o
entendimento a respeito de seus efeitos. A solidagenona, apesar de ter sido
encontrada em boas propor¢cdes no extrato bruto, necessita de novos estudos mais
aprofundados e de forma isolada acerca de suas atividades farmacoldgicas, pois é um

metabalito pouco investigado na literatura, sendo um possivel alvo de futuros estudos.
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Quadro 2 — Compilado de resultados avaliando parametros de atividade anti-

inflamatoria em modelo de experimentacao in vivo

in Leucocitos | Neutrdfilos | Eosindfilos | Proteinas | TNF-a | KC | MIP-2 | Eotaxina-1

vVivo (totais) (totais)

EB + + + 3 3 - + +

FH + + + + + + + +

FD + + + + + - + +

FA + - - n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
FB + + n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
FAQ + + + + - + -

Legenda: Compilado de resultados avaliando par@metros de atividade anti-inflamatoria em modelo de
experimentacdo in vivo com camundongos Swiss Webster pré-tratados com extrado bruto (EB). e
fracBes: hexéanica (FH). diclorometénica (FD). acetalica (FA). butandlica (FB) e aquosa (FAQ) de S.
chilensis (10 mg/kg). + indica diferenca estatisticamente significativa (p<0.05) entre grupo tratado e ndo
tratado (ocorreu redugdo nos parametros). — indica que nao ocorreu diferenca estatistica. n.a. - ndo
avaliado. Fonte: BRITO, 2018.

Quadro 3 — Compilado de resultados avaliando parametros de atividade anti-

inflamatoria e citotoxicidade em modelo de experimentacao in vitro.

in vitro 1 yg/mL 10 pg/mL | 50 pg/mL 100 200 in vitro | 10 pg/mL

(toxicidade) Mg/mL Mg/mL (NO)

EB A A EB i

FH A A FH +

FD A A A FD +

FA A A FA n.a.
FB A A FB n.a.
FAQ ---- | FAQ -

Legenda: Compilado de resultados avaliando parAmetros de atividade anti-inflamatdria e citotoxicidade
em modelo de experimenta¢&o in vitro com células de linhagem J774A.1 pré-tratadas com extrado bruto
(EB). e fragcBes: hexanica (FH). diclorometanica (FD). acetélica (FA). butandlica (FB) e aquosa (FAQ)
de S. chilensis. A indica morte celular acima de 30%. ---- indica viabilidade celular a partir de 70%. +
indica diferenca estatisticamente significativa (p<0.05) entre grupo tratado e ndo tratado (ocorreu
reducdo nos parametros). — indica que ndo ocorreu diferenca estatistica. n.a. - ndo avaliado. Fonte:
BRITO, 2018.
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7 CONCLUSAO

O extrato bruto e as diferentes frac6es obtidas do extrato éter-etandlico das
inflorescéncias de Solidago chilensis apresentaram efeito anti-inflamatorio
diferenciado nas metodologias propostas para avaliacdo de parametros in vivo e in
vitro. E apds a investigacdo fitoquimica, conclui-se que a quercetina (e seus
derivados) poderiam ser utilizados como biomarcadores para o controle de qualidade
da atividade anti-inflamatéria da espécie. Mais estudos devem ser realizados para
melhorar o entendimento acerca do mecanismo de acdo da propriedade anti-
inflamatoria de S. chilensis, assim como para confirmar, e posteriormente explorar,
um possivel efeito antialérgico visto neste trabalho, e que ndo havia sido relatado na

literatura.
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