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RESUMO

Echinodorus grandiflorus (Cham. & Schitdl. Micheli, € uma planta popularmente
conhecida como chapéu de couro. No Brasil, apresenta uso tradicional principalmente
em doencas inflamatérias como artrite e gota. O principal objetivo do presente trabalho
foi avaliar in vitro a inibicdio de mediadores pro- inflamatérios da fragao
diclorometanica e subfragbes de E. grandiflorus, bem como investigar a composi¢cao
quimica das fragbes ativas. O extrato etandlico das partes aéreas de E. grandiflorus
foi dissolvido em agua (40 mg/mL) e subsequentemente submetido a particdo com
solventes imisciveis (n-hexano, diclorometano e acetato de etila). A fracéo
diclorometanica (DCM) foi submetida a filtragao utilizando-se como elemento filtrante
a mistura de carvao ativado / celite (2:1), eluida sequencialmente com os seguintes
solventes: metanol, acetona, diclorometano e n-hexano. As sub-fracbes metandlicas
e acetbnicas foram submetidas a subsequente purificacdo utilizando coluna
empacotada com silica gel e eluida sequencialmente com diclorometano, acetato de
etila e metanol em diferentes proporgdes. A atividade das fragdes sobre a liberagao
de citocinas pré-inflamatoérios (TNF-a e IL-18) foram avaliadas in vitro em células THP-
1 estimuladas por LPS. Empregando a dexametasona como controle positivo na
concentracdo (0,1 pM por pogo). Dentre as fragdes avaliadas, a fragao
diclorometanica foi a mais ativa reduzindo de forma significativa a liberagao de ambos
mediadores inflamatorios em células THP-1 estimuladas com LPS e n&do demonstrou
citotoxicidade em nenhuma das concentragdes avaliadas (10, 30, e 90 ug/mL). O
fracionamento da sub-fragdo metandlica 1B em coluna cromatografica empacotada
com silica gel levou a obtencdo da sub-fracdo 63-66, que foi testada nas
concentragdes de 10 pg/mL e 30 ug/mL, e promoveu inibigao significativa de TNF-a e
IL-1B8. A composicado quimica da sub-fragao supracitada foi investigada por métodos
espectroscopicos usuais (IV, CG-MS, CLUE-MS-MS e RMN) e levou a identificagéo
inequivoca do acido palmitico (C16H3202) como seu constituinte principal. Nossos
resultados demonstram que Echinodorus grandiflorus € uma fonte de compostos
bioativos com uso potencial no tratamento de doencgas inflamatorias.

Palavras-chave: Echinodorus grandiflorus. Acido palmitico. Anti-inflamatério. TNF-a.
IL1- B.



ABSTRAT

Echinodorus grandiflorus (Cham. & Schiltdl.) Micheli, popularly known as chapéu de
couro in Brazil, is a plant species traditionally used to treat inflammatory diseases such
as arthritis and gout. The main goal of this study was to evaluate in vitro the effect of
E. grandiflorus dichloromethane fraction and subfractions on the production of
inflammatory mediators, as well as to investigate the chemical composition of the
active fraction. The crude extract of E. grandiflorus aerial parts was dissolved in water
(40 mg/mL) and partitioned with dichloromethane. This fraction was filtered over active
charcoal / celite (2:1) by eluting with methanol, acetone, dichloromethane and n-
hexane. The methanol and acetone sub-fractions are further fractionated by silica gel
column chromatography eluted with dichloromethane / ethyl acetate / methanol in
different proportions. The effect of the fractions were evaluated in vitro on LPS-
stimulated THP-1 cells. And the dexamethasone (0,1 uM/per well) was employed as
positive control. Among the assayed fractions, dichloromethane fraction reduced more
significantly the release of both mediators by LPS-stimulated THP-1 cells and showed
no cytotoxicity at all tested concentrations (10, 30, and 90 yg/mL). Fractionation of
methanolic sub-fraction by silica gel column chromatography afforded the sub-fraction
63-66, which tested at 10 ug/mL and 30 ug/mL elicited similar inhibition of TNF-a; and
IL-18 release. The chemical composition of sub-fraction 63-66 was investigated by
spectroscopy analyses (IR, GC-MS, UPLC-MS-MS and NMR) and allowed the
identification of palmitic acid (C16H3202) as its main constituent. Our findings point out
Echinodorus grandiflorus as a source of bioactive compounds potentially useful to treat

inflammatory diseases.

Keywords: Echinodorus grandiflorus. Palmitic acid. Anti-inflammatory. IL-13. TNF-a.
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1. INTRODUGAO:

O conhecimento, sobre o uso tradicional de plantas medicinais, é transmitido
ao longo das geragdes e apresenta um papel de destaque na cultura, na medicina e
na alimentagdo da sociedade como um todo (STEHMANN & SOBRAL et al., 2017;
LIMA-SARAIVA, et al.,2015, NUNEZ & COSTA, 2016, ATANOSOV et al., 2015). As
plantas medicinais sdo uma fonte imensuravel de compostos biologicamente ativos
com grande potencial terapéutico, podendo ser utilizadas in natura para obtencao de
chas, na producao de fitoterapicos contendo fragdées enriquecidas em compostos
biologicamente ativos e na obtencdo dos compostos isolados, classificados como
fitofarmacos (SHEN, 2015). O Brasil & reconhecido como um pais de
megabiodiversidade, nesse contexto, as plantas medicinais e seus derivados
apresentam destaque principalmente na atencdo primaria a saude (OLIVEIRA,
OLIVEIRA & MARQUES, 2016; ANTONIO, TESSER, & MORETTI-PIRES, 2013;
CRAGG & NEWMAN, 2013; CRAGG & NEWMAN, 2016). A flora brasileira
compreende 34.916 espécies vegetais pertencentes aos grupos das: bridfitas,
licofitas, samambaias (pteridéfitas), gimnospermas e angiospermas, grande partes
dessas espécies ainda nao foram avaliadas quanto a possivel aplicabilidade
terapéutica. Estes dados demostram uma grande potencialidade do Brasil em
desenvolver medicamentos baseados em principios ativos encontrados em plantas, o
que justifica a expansdo das pesquisas cientificas, desenvolvimento e inovacdes
nessa area (STEHMANN & SOBRAL, et al.,2017, LIMA-SARAIVA et al., 2015; ASSIS
et al,, 2015, JOLY et al., 2011).

A despeito da grande potencialidade, os avang¢os na produgao tecnoldgica de
fitoterapicos ainda permanecem incipientes no Brasil, principalmente devido a falta de
investimentos do setor publico e privado (ZUANAZZI & MAYORGA, 2010; ASSIS et
al., 2015).

No entanto, apesar das dificuldades financeiras, grupos de pesquisa nacionais
buscam o desenvolvimento de medicamentos provenientes de plantas para o
tratamento de doencas para as quais o arsenal terapéutico ainda é ineficaz ou
escasso. Nesse contexto, destaca-se a busca de um medicamento com atividade

antiartritica.
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A artrite € uma patologia “das articulagdes” sendo uma das causas mais
frequentes de dor e incapacidade fisica em adultos, levando a reducéo da qualidade
de vida e a procura por assisténcia médica. O termo artrite € uma denominagao
comum para doencas com lesodes articulares, dor, inflamacao e incapacidade fisica.
Apresentam mais de 100 diferentes formas, sendo as mais prevalentes osteoartrite,
artrite reumatoide e gotosa, (OLIVIEIRO, et al; 2017).

O processo inflamatorio participa da fisiopatologia dessas doengas articulares,
esse evento fisiolégico € comandado por mediadores pré-inflamatorios que teréo
como funcado controlar a inflamagdo. Esses mediadores proé-inflamatérios sao
substancias liberadas na area lesada tecidual ou por alguma célula ativada que irao
conduzir o processo inflamatério. Dentre esses pode-se destacar as interleucinas (IL-
6 e IL-1pB), e o fator de necrose tumoral (TNF-a). As interleucinas estao presentes nas
células como os macrofagos, monécitos e nos fibroblastos, atuam como marcadores
de indugao da inflamacéao, regulam as reag¢des imunoldgicas, entre outros eventos
fisiologicos. Ja o TNF-a é encontrado nos mondcitos, macrofagos e linfécitos-T, sendo
estes capazes de ativar a coagulagao, estimula a expressao de moléculas de adesao
e da apoptose (POLUHA & GROSSMANN, 2018, OLIVEIRO, et al 2017).

Dentre as varias formas da doenca, as duas mais frequentes sdo a artrite
reumatoide (AR) e a artrite gotosa (AG) (LAEV & SALAKHUTDINOV, 2015), as quais
causam prejuizo nas atividades cotidianas do paciente e levam a graves danos
econdbmicos para a sociedade (AVOUAC, GOSSEC & DOUGADOS 2006;
FRICHETTE & BARDIN, 2010).

Na terapia anti- AR e AG sao utilizados em primeira linha diversos agentes anti-
inflamatorios que causam durante uma utilizagdo prolongada, relevantes reagdes
adversas. Desta forma, existe uma busca crescente de novos agentes terapéuticos
que sejam eficazes, mais seguros e de baixo custo (LAEV & SALAKHUTDINOV,
2015).

Especificamente na inflamacao, sdo descritos diversos produtos naturais
provenientes de plantas que sao capazes de modular a expressao de mediadores pro-
inflamatorios e, portanto, apresentam potencial para o tratamento da artrite. Dentre
dos compostos naturais, existe diversas classes quimicas como os flavonoides,
quinonas, catequinas, polifendis e compostos lipofilicos exemplificados nas classes

de terpenos e acidos graxos, as quais apresentam atividade anti-inflamatéria, (LAEV
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& SALAKHUTDINOV, 2015; INTAHPHUAK, KHONSUNG & PANTHONG, 2009),
sendo estes ultimos objeto de estudo do presente trabalho.

Diversas espécies vegetais ocorrentes no Brasil apresentam potencial para o
desenvolvimento de farmacos com atividade antiartritica. Dentre elas destacam-se
Echinodorus grandiflorus, conhecida popularmente como chapéu-de-couro e utilizada
tradicionalmente como anti-inflamatéria e diurética, entre outros usos. O presente
trabalho visa investigar o potencial anti-inflamatério dessa espécie, bem como
identificar constituintes bioativos com potencial para o desenvolvimento de farmacos

para o tratamento de AR e/ou AG.
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo geral

Desenvolver um método extrativo eficaz e obter derivados vegetais enriquecidos
em constituintes de média e baixa polaridade com atividade anti-inflamatéria,

provenientes das partes aéreas da Echinodorus grandiflorus.

2.2. Objetivos especificos

1-Obter extratos, fragcoes e sub-fracées das partes aéreas E. grandiflorus enriquecidos
em compostos com atividade anti-inflamatéria;

2-Avaliar o perfil quimico dos derivados vegetais obtidos em 1 utilizando de técnicas
cromatograficas hifenadas;

3-Avaliar o efeito dos derivados obtidos sobre a producao de citocinas como IL-1 IL-
18 e TNF-a em culturas de células THP-1 estimuladas por lipossacarideos (LPS).
4-Realizar a prospecgao fitoquimica visando isolar e realizar a caracterizagao

estrutural dos constituintes bioativos por técnicas espectroscopicas usuais
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1. Espécies de chapéu de couro

O género Echinodorus compreende 27 espécies, classificadas como
monocotiledéneas pertencentes a familia da Alismataceae. S&o plantas aquaticas, e
apresentam folhas coriaceas e flores brancas na forma de inflorescéncia. As espécies
mais conhecidas no Brasil sdo: Echinodorus grandiflorus (Cham. & Schltdl.) Micheli e
Echinodorus  macrophyllus  (Kunth)  Micheli  (Alismataceae) denominadas
popularmente como chapéu-de-couro. Ao todo no Brasil, existem 18 espécies
referentes ao género Echinodorus. Algumas dessas espécies sdo empregadas na
medicina popular, sdo elas: E. grandiflorus, E. paniculatus Mich, E. argentinensis Rataj
e E. macrophyllus. A nomenclatura popular difere de acordo com a regido do pais. Os

” o« L1 LE 11

nomes mais citados sdo: “chapéu-de-couro”, “aguapé”, “cha- do-brejo”, “cha-mineiro”,

“congonha-do-brejo”, “erva-do-brejo”, entre outros.

As monografias dessas espécies sdo encontradas nas Farmacopeias Brasileira
1° e 2° edi¢cdes (Pharmacopeia 1926, Farmacopeia, 1959) referentes a espécie E.
macrophyllus. Ja a monografia da Echinodorus grandiflorus foi publicada na quinta
edicdo da Farmacopeia Brasileira (Farmacopeia 2010b). Ambas as espécies sao
utilizadas popularmente com as mesmas finalidades terapéuticas: como diurético,
anti-inflamatério, colagogo, hipotensor, depurativo, tdnico, prostatite, estomatite,
gengivite, sifilis, afec¢des renais e de garganta, doencgas da pele, eliminagcao do acido
urico e prevencgao da arteriosclerose (MARQUES et al., 2017; GRANDI, 2014; SILVA,;
BASTOS & TAKAHASHI, 2009).

3.1.1. Caracteristicas botanicas

E. grandiflorus (Cham. & Schltdl.) Micheli € uma planta herbacea de habitat
aquatico ou semi-aquatico, apresenta como caracteristicas a presenca de rizomas,
folnas cordadas e pecioladas. As inflorescéncias e as flores sdo brancas e
hermafroditas, os carpelos sao livres e os estames numerosos. O fruto é agregado de
aquénios (MARQUES, et al., 2017; LEHTONEN, 2009) Figura 1.
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Figura 1: Fotos da espécie E. grandiflorus (Cham & Schlechtl.) conhecida como
"chapéu de couro" (MARQUES, 2017)

3.2. Composigao quimica da E. grandiflorus

Constituintes quimicos de diferentes classes ja foram isolados das folhas de E.
grandiflorus, incluindo diterpenos, C-heterosideos de flavonas como a isoorientina (1),

swertiajaponina (2), swertisina (3), isovitexina (4).
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Os diterpenos isolados da espécie possuem esqueletos cembranicos,
clerodanicos e lineares. Os diterpenos cembranicos incluem o echinodol (16) e o acido
echinadico (17); ja os de esqueleto clerodanico compreendem o clerodan-3,13-dien-16-
15-olideo (solidagolactona) (18), o acido hardwickico (19) e quatro outros derivados
clerodanicos (20, 21, 22,23); além do fitol, um diterpeno linear (24), (TANAKA, 1999).
GARCIA e colaboradores (2010), isolaram dois outros diterpenos clerodanico, em
pesquisas desenvolvidas com o extrato diclorometanico de folhas das espécies: 6-
hidroxi-clerodan-13-en-15,16-olideo-3-ona e 6,16-dihidroxi-clerodan-13-en-15,16-
olideo-3-ona (25).

CHs CHj
\ CHs \ CHs
HO N CH, HO N CHs
CHs 16 CHj 17
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3.3. Atividades bioldgicas de E. grandiflorus

De acordo com D e colaboradores (2006), o extrato metandlico dos rizomas de
E. grandiflorus apresentou atividade anti-inflamatéria e analgésica. Os autores
avaliaram a agao anti-inflamatéria por via oral do extrato no modelo de edema de pata
induzido por carragenina. A porcentagem de inibicao do edema foi de 16,67 %, 36,67 %
e 50%, nas dosagens de 100, 200 e 400 (mg/kg) em comparagao ao controle positivo
de indometacina (10 mg/Kg). Observou-se que na dose de 400 mg/kg houve uma
reducao significativa do volume do exsudato. Ja na dose de 200 mg/kg verificou-se
uma inibicdo da migracao leucocitaria. Adicionalmente, avaliou-se a analgesia via
inibicdo das contorgbes abdominais induzidas por acido acético nas doses de 100,
200 e 400 mg/kg. O extrato metandlico inibiu as contorcées em 34,30%, 35,84% e
36,07%, respectivamente.

Em trabalho anterior de nosso grupo de pesquisa, a atividade
antiedematogénica de extratos e fracoes de folhas de E. grandiflorus foi avaliada em
modelo de edema induzido por carragenina em camundongos, (GARCIA et al., 2010).
Os extratos hidroetandlicos a 50% e 70% administrados por via oral, apresentaram
atividade inibitoria do edema na concentracao de 1000 mg/Kg, 2 horas apods a injecao
da carragenina, reduzindo o edema em 57,6% e 59,5% respectivamente.
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Posteriormente, avaliou-se a acao antiartritica dos extratos etandlicos a 70% e das
fracdes enriquecidas em flavonoides de E. grandiflorus em modelo de artrite induzida
por antigeno em ratos (GARCIA et al., 2016 a). Tanto o extrato etandlico a 70% quanto
a fragcao enriquecida em flavonoides reduziram o recrutamento de neutréfilos para a
cavidade articular e para o tecido periarticular, bem como os niveis de TNF-a e IL-13
no tecido periarticular. O extrato etandlico a 70% reduziu o numero de células e inibiu
0 acumulo dos neutrofilos na cavidade sinovial nas trés doses administradas (100,
300, 1000 mg/Kg). Ja a fracado enriquecida em flavonoides, ensaiada nas doses de
0,7, 3,0, 7,2 mg/Kg, reduziu o recrutamento de leucdcitos na cavidade sinovial. A dose
de 7,2 mg/Kg reduziu o exsudato inflamatorio na cavidade do joelho e minimizou a
acao hipernoceptiva. Além disso, a fracdo enriquecida em flavonoides reduziu os
niveis de TNF-a e IL-1B na maior dose ensaiada. Em outro estudo realizado pelo
mesmo grupo de pesquisa, GARCIA e colaboradores. (2016 b), avaliaram a atividade
de extratos e fragdes de folhas de E. grandiflorus sobre a liberagdo de TNF-a em
células THP-1 estimuladas por LPS. Foram testados extratos etandlicos das folhas a
30%, 50%, 70% e 96%, além de extrato aquoso e diclorometanico. O extrato etandlico
a 50%, nas concentragdes 10 e 30 (ug/mL), inibiu em 59,9% + 24.7 e 100% % 0,0
respectivamente, a liberacdo do TNF-a nas células THP-1 estimuladas por LPS. Os
extratos diclorometéanico e aquoso promoveram uma resposta potente a 90 uyg/mL em
relacdo a dexametasona (0,1um) (90 + 14% e 83 + 9% respectivamente). Na menor
concentragao ensaiada (10 pg/mL), observou-se efeito inibitorio da liberagao de TNF-
a para os extratos que possuiam swertiajaponina, swertisina e acido trans-aconitico
em sua composicdo. A isovitexina, avaliada isoladamente, inibiu moderadamente a
liberacdo de TNF-a (cerca de 40%), avaliada nas concentrag¢des de 10, 30, 90 pg/mL
enquanto o acido trans-aconitico inibiu em aproximadamente 75% a liberagcdo do
mediador inflamatorio nas concentragdes de 10 e 30 ug/mL.

Cardoso, Pereira & Lainetti (2005) avaliaram a atividade hipocolesterolemiante
do cha (“abafado”) a 5% e a 2,5% de E. grandiflorus em camundongos. A
administragdo do cha a 5% reduziu os niveis plasmaticos de colesterol total dos
animais tratados com solugcao oleosa de colesterol a 2%. Além disso, este mesmo
grupo estudou a atividade diurética do cha de folhas de E. grandiflorus a 5%,
administrado a camundongos, sendo observado um aumento da diurese (CARDOSO,
PEREIRA & LAINETTI, 2003).



28

O efeito hipotensor do extrato etandlico bruto de E. grandiflorus foi investigado
em ratos espontaneamente hipertensos. A injecao intraperitoneal do extrato etandlico
(300-1000 mg/kg) provocou redugdo na pressao arterial média, observando-se
reducao no débito cardiaco e na resisténcia vascular sistémica. Segundo os autores,
a acao anti-hipertensiva pode estar relacionada com a liberacdo de o6xido nitrico
(vasodilatador vascular) e com a estimulacdo de receptores das vias colinérgicas
muscarinicas e do fator de ativagao plaquetaria (PAF), (LESSA et al., 2008).

Prando e colaboradores (2016) investigaram a acdo diurética e anti-
hipertensiva das fragdes soluveis em etanol (obtidas pela extragdo com agua fervente
e adigao trés volumes de etanol apods resfriamento) de E. grandiflorus em ratos
normotensos e com hipertensdo renovascular. A administracao oral diaria da fracao
(300 mg/kg), durante 7 dias, aumentou significativamente a diurese, efeito observado
apo6s o segundo dia de tratamento. A admistragao do extrato etandlico nas doses de
100 e 300 mg/kg reduziu os niveis da pressao arterial média em 3,2 £ 0,6, e 11,0
1,1 mm Hg, respectivamente. No artigo € discutido que a atividade anti-hipertensiva
do extrato de E. grandiflorus é desencadeada pela ativagdo dos receptores de
bradicinina e muscarinicos, alterando diretamente as etapas envolvidas na produgao

de oxido nitrico e prostaglandinas.

3.4. Fisiopatologia da artrite gotosa (AG)

A artrite gotosa € uma doencga inflamatoéria caracterizada por hiperuricemia,
com quadros agudos de artrite, na presenga de cristais de urato monossédico e
infiltracdo de leucdcitos no liquido sinovial, causando deformagdes nas articulagoes.
O que pode afetar a qualidade de vida do paciente, (AZEVEDO et al., 2017, KUO, et
al., 2015). Os episddios inflamatorios determinam em crises agudas e/ou crdnicas,
resultantes do nivel de gravidade da doenga. Segundo com KIM, Y. e colaboradores
(2017) existem trés fases principais da gota: i) hiperuricemia assintomatica, ii) gota
intercritica e iii) gota tofacea crénica. O quadro agudo transcorre da reacgao
inflamatoria iniciada pela deposicdo dos cristais de urato de sodio (gerados pela
degradagao das purinas) no tecido articular, desencadeando episédios subitos de dor
intensa, sensibilidade, rubor, calor e tumefacao nas articulagcoes. As articulagdes mais
afetadas sao joelhos, tornozelos, pés, maos, punhos e cotovelos. O acido urico é
formado pela metabolizacdo das purinas mediada pela xantina oxidase. Adenina e

guanina (bases puricas) sao assimiladas principalmente de uma dieta rica em
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proteinas, consumo de bebidas alcodlicas e alimentos ricos em frutoses (KHANNA et
al., 2012; SOCIEDADE BRASILEIRA DE REUMATOLOGIA, KUOQO, et al., 2015, SINGH
& KAUSHIK, 2017).

Mutacbes genéticas promovem, em ultima instédncia, mudangas no sistema
enzimatico alterando a producdo e/ou a metabolizagdo de acido urico. Entre as
alteragcdes mais frequentes, sdo: aumento da atividade da fosforribosil pirofosfato
sintetases (PRPP) e a deficiéncia da hipoxantina-guanina fosforribosil transferase
(HGPRT). A primeira esta envolvida diretamente na sintese das purinas, enquanto a
segunda aumenta o metabolismo de guanina e hipoxantina em acido urico (DIPIRO,
2009). Os pacientes com AG, apresentam niveis de acido urico superiores a 7 mg/dL
e, consequentemente, os cristais de acido urico depositam-se no fluido articular,
cartilagens, ossos, tenddes e outros tecidos, causando inflamagao no liquido sinovial
(KHANNA et al., 2012; SOCIEDADE BRASILEIRA DE REUMATOLOGIA; KIM et al,
2017).

Durante o processo inflamatoério da gota, linfocitos, mondcitos, macréfagos e
outras células inflamatérias liberam citocinas pré-inflamatdrias, sendo as principais
interleucina-1 beta (IL-1B), interleucina-6 (IL-6) e o fator de necrose tumoral-alfa (TNF-
a). Essas citocinas atuam conjuntamente com outros mediadores em um sistema
complexo induzindo reacgdes inflamatorias em cadeias (JIANG et al.,, 2013). A
interleucina-8 (IL-8) também tem um papel importante no processo via ativagao da
proteina G e fosfolipase C, estimulando o fluxo dos neutréfilos, para o sitio inflamado,
local onde atuardo como agentes da inflamagao aguda (RIDER & JORDAN, 2010).
Neste processo ocorre a participacdo de NLRP3 (inflamassoma) com liberacao de IL-
1B, que desempenha um papel importante na iniciagcdo das crises dolorosas de AG.
O inflamassoma atua sobre a enzima caspase, uma endoprotease capaz de regular e
controlar a inflamacgao e a morte celular, e esta tem a capacidade de ativar a IL-1.
Assim, a resposta inflamatéria € intensificada pela ativagao de neutrofilos e mastocitos
induzindo a liberagao de uma série de citocinas pro-inflamatorias, quimiocinas e outros
fatores tais como espécies reativas de oxigénio, prostaglandinas e enzimas
lisossémicas (PAIVA-OLIVEIRA, et al. 2012, DALBETH et al., 2016).
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Figura 2: Esquema de Sinalizagao da Fisiopatologia da Artrite gotosa
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O excesso dos cristais de acido urico pode promover a formagao de calculos
renais, nos ureteres e na bexiga. Devido a presenga desses cristais nas regides do
aparelho urinario, existe o risco de desenvolvimento de doengas renais como a
nefrolitiase (CRUZ, 2006; MOUNT, 2013).
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Adicionalmente, a AG pode estar associada com a sindrome metabdlica,
interferindo nos niveis de lipideos, na glicemia e na pressao arterial. Como
consequéncia, existe um aumento do risco do paciente desenvolver problemas
cardiacos, o que demonstra a gravidade em potencial desta doenga. Sua prevaléncia
€ maior em homens a partir dos 45 anos; a incidéncia aumenta com o envelhecimento
e atinge em maior numero a populagao negra (NOVAES, 2008; KIM, et al., 2017). O
aumento da incidéncia da AG, nas mulheres, ocorre principalmente apoés o periodo da
menopausa, iSso porque, o estrogeno, que deixa de ser produzido, apresenta uma
agao uricosurica, ou seja, aumenta a excregao do acido urico (KUO, et al., 2015).

Para a Sociedade Brasileira de Reumatologia, o tratamento da gota consiste
na associagao da terapia farmacolégica com uma dieta adequada, com o objetivo de
aliviar a dor, minimizar as reagdes inflamatérias na fase aguda e prevenir e evitar
lesdes nas articulagdes. Com essa finalidade o tratamento da gota basicamente
divide-se em duas etapas: manejo da crise aguda e na terapia de longo prazo. A
primeira fase da terapia tem o objetivo de aliviar a dor, diminuir a inflamacéo e a
incapacitacdo articular e para isso sdo usados agentes anti-inflamatorios. Ja na
segunda etapa visa a diminuicdo das concentragcdes séricas de acido urico, bem
como, prevenir novas crises (AZEVEDO et al., 2017).

A colchicina é o farmaco usualmente empregado para reduzir o componente
inflamatdrio da AG, promove reducao da dor e alivio da tumefagao. No entanto, este
farmaco nao atua sobre a concentragao dos uratos. Sua principal atuacao € na inibigao
da divisao celular pela sua ligacdo direta a tubulina e consequente inibicdo da
polimerizagdo dos microtubulos que é uma etapa imprescindivel envolvida no
processo de mitose. No ambito da gota, essa fungao interfere diretamente na atividade
dos neutrdfilos, impedindo a diapedese, a mobilizagdo e a degranulagéo lisossomal,
responsavel por liberar substancia pré-inflamatérias, agentes quimiotaxicos de
leucocitos. Além disso, a colchicina inibe a formacao do inflamassoma NLRP3,
complexo proteico importante para o processamento e a liberacao de citocinas
inflamatorias IL-1 e IL-18 induzidas por cristais de acido urico (AZEVEDO, et al., 2017,
SINGH & KAUSHIK, 2017, KHANNA et al., 2012).

Os anti-inflamatorios nao esteroidais (AINES) diminuem a dor nos quadros de
inflamacdo aguda. Essa classe age farmacologicamente na inibicdo das enzimas
cicloxigenases (COX), que catalisam a transformagéo do acido araquidénico derivado

de fosfolipidios de membrana em prostaglandinas (agentes inflamatérios). Os AINES



32

podem ser nao seletivos (ibuprofeno, indometacina e naproxeno), inibidores da COX
do tipo 1 e 2, ou seletivo, para COX-1 (aspirina) ou para a COX-2 (celecoxib). Os
principais efeitos adversos relacionados com o uso dos AINES s&do danos
gastrointestinais, como ulceragdao, sangramentos e perfuracéo, (AZEVEDO et al.,
2017, GOODMAN & GILMAN, 2005).

Os esterdides sdo medicamentos anti-inflamatérios potentes, porém sua
administracao deve ser realizada com precaugéao, devido aos graves efeitos colaterais
(KIM et al., 2017). Apesar deles apresentarem diversos efeitos positivos na supressao
da resposta inflamatéria, tais como a inibicdo da resposta imune e da sintese das
prostaglandinas e citocinas pro-inflamatoérias (IL-1, IL-6, IL-8 e TNF- a).

Uma outra possibilidade de terapia engloba o uso de antagonistas do receptor
de IL-13, como por exemplo o anaquinra que é uma proteina recombinante nao
glicosilada que apresenta uma alteragao em relacédo a IL-1B3, pela adicdo de uma
metionina terminal na cadeia de aminoacidos. Porém este tratamento é de alto custo,
e o farmaco ainda nao é licenciado na maioria dos paises (AZEVEDO, et al., 2017,
SINGH & KAUSHIK, 2017, KHANNA et al., 2012). Outros exemplos de antagonista
do receptor de IL-1B s&o: canaquinumabe e rilonacepte, todos biolégicos. Dessa
classe o canaquinumabe ¢ liberado pela European Medicines Agency (EMA); e pelo
FDA, Food and Drug Administration (EUA). A situacdo desses medicamentos no
Brasil, ainda n&o foi deliberada (AZEVEDO, et al., 2017).

Os inibidores da xantina oxidase sdo drogas que diminuem a concentragao de
uratos por meio da inibicado de sua sintese. Os farmacos capazes de inibir essa enzima
sao o alopurinol e o febuxostato. O primeiro é conceituado como de primeira linha na
reducdo de urato, por ser considerado uma opcao terapéutica eficaz. Dentre dos
efeitos colaterais descritos estdo, erupcao cutanea, eosinofilia, hepatite e insuficiéncia
renal. O febuxostato € empregado em caso de falha ou impossibilidade do uso de
alopurinol, porém seu uso € limitado devido ao seu custo (AZEVEDO, et al., 2017;
KHANNA et al., 2012, KUO, et al. 2015, SINGH & KAUSHIK, 2017).

Ja os agentes uricosuricos, como a probenecida, tem como mecanismo de
acao, o aumento da excrec¢ao renal de acido urico, via inibicdo dos transportadores de
anions no tubulo contorcido proximal (URAT1), que sao responsaveis pela reabsorgcao
de urato. A principal limitacdo do uso desses farmacos esta ligada ao aumento da
concentracao de acido urico nos ductos coletores renais e consequente predisposi¢cao

para formacao de calculos renais (AZEVEDO et al., 2017).
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No caso do tratamento da gota aguda, presente em diversas articulagoes e com
dor intensa, a terapia combinada € aconselhada. O uso concomitante de AINEs,
colchicina e/ou prednisolona podem promover uma resolu¢do mais rapida da
inflamagéo (TERKELTAUB et al., 2009). Uma alternativa como terapia farmacologica
€ 0 emprego de farmacos como os bloqueadores de canais calcio e antagonistas do
receptor de angiotensina; como losartana. Pois ambos tém a propriedade de diminuir
o risco de incidéncia da gota, por conseguirem aumentar a excregao do acido urico
(HAINER et al., 2014, AZEVEDO, et al. 2017).Vale frisar que a farmacoterapia com o
losartana, para o tratamento da AG deve ser realizado com cautela nos pacientes
normotensos, com intuito de controlar a agao hipotensora deste .

A escolha da terapia é baseada nos sinais e sintomas do paciente e necessita
de modificacbes periddicas. Um parametro importante para escolha do melhor
esquema terapéutico consiste em avaliar o historico do paciente (hipertensao,
diabetes mellitus tipo Il, obesidade, ingestao excessiva de alcool, fatores dietéticos,
presenga de urolitiase ou uso de medicamentos que elevem o urato sérico). A
educacgao sobre a terapia alimentar e melhorias nos habitos de vida devem ser feitas,

principalmente para os pacientes com dor crénica (KHANNA et al., 2012).

Figura 3: Medicamentos e suas vias de acdo do tratamento da gota
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3.5. Atividade antiartritica gotosa de extratos, fragcdes e produtos naturais derivados
de plantas

Corp e Pendry (2013) apresentaram, em um trabalho de revisdo, uma lista de
mais de 100 espécies de plantas medicinais utilizadas no tratamento dos quadros de
artrite crénica e aguda na medicina popular. Destacam-se as espécies Apium
graveolens L. (salsdo), Urtica dioica L. (urtiga), Harpagophytum procumbens (Bunch)
D. C. ex Meisn (garra-do-diabo), Filipendula ulmaria (L.) Maxim. (ulmeira) e Salix spp.
(salgueiro). O Harpagophytum procumbens (garra-do-diabo) apresenta como seu
principal constituinte um monoterpeno do tipo iridoide, o harpagosideo (26). INABA e
colaboradores (2010) notificaram que o extrato etandlico das raizes de H.
procumbens, bem como o harpagosideo (26), reduziram in vitro os niveis de TNFaq,
IL-6 e IL-1B em macréfagos de camundongos estimulados por LPS. Ja a urtiga,
apresentou acido diurética, auxiliando na eliminacdo de acido urico, e
consequentemente reduzindo a concentragdo sérica deste. Provavelmente esta
propriedade esta relacionada com os flavonoides isoquercetina (27) e rutina (28),
encontrados nas folhas e nas partes aéreas floridas da urtiga (WEGENER, 2011,
HALDER & SHARMA, 2017; DEWICK, 2009; CORP & PENDRY, 2013).
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SOUZA e colaboradores (2012) relataram que o extrato etandlico bruto (125 e
250 mg/kg) e a fragdo de acetato de etila (62,5 e 125 mg/Kg) das partes aéreas de
Lychnophora trichocarpha Spreng, popularmente conhecida como “arnica campestre”,
apresentou atividade anti-hiperuricémica pela agao sobre a enzima hepatica xantina
oxidase em camundongos, bem como atividade anti-inflamatoria em ensaio de edema
de pata. Acredita-se que a acgao anti-inflamatoria da arnica campestre ocorra por
sinergismos entre os seguintes metabolitos secundarios: as lactonas sesquiterpénicas
(licnofolideo (29) e eremantolideo C (30)), o fitoesteroide B-sitosterol (8), o triterpeno
lupeol (31) e os flavonoides luteolina (32) e apigenina (33).Esses constituintes
quimicos podem atuar na inibicdo da migracdo de neutrdfilos e das citocinas
envolvidas no processo inflamatério agudo, sendo uma possivel opgéo para o

tratamento da AG.
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Existem varios relatos na literatura de produtos naturais de plantas, que na
forma isolada, apresentam atividade antigota. Estao incluidos diversos flavonoides
como genisteina (34), astilbina (35), apigenina (33), quercetina (36), miricetina (37),
liquiritigenina (38), isoliquiritigenina (39), rutina (28), procianidina (40) e luteolina (32)
que apresentam atividade antigota. Esses compostos foram avaliados em estudos in
vitro e/ou in vivo e apresentaram acgao inibitéria da enzima XO. (CHEN et al., 2011;
CIMANGA et al., 1999; HUANG et al., 2011; ZHU, et al., 2004, MURUGAIYAH &
CHAN, 2009).

Morina (41), rutina (28) e quercetina (36) apresentaram tanto atividade inibidora
de XO quanto agao uricosurica (SHI et al., 2012). Ja a luteolina (32) e apigenina (33)
apresentam efeito anti-inflamatério (SOUZA et al., 2012).0s compostos fendlicos da
espécie Populus nigra L, tais como eriodictiol (42), okanina (43), acido caféico (12) e
resveratrol (44) sio inibidores da enzima XO (BOUMERFEG et al., 2009; CHEN et
al., 2011; HAVLIK et al., 2010; NGUYEN et al., 2004; OWEN & JOHNS, 1999). O
resveratrol (44) e o acido lithospérmico (45) apresentam tanto a atividade inibitoria de
XO como efeitos anti-inflamatoérios, na reducao de fatores inflamatorios, tais como
NOS, e a COX-2 (AGGARWAL et al., 2004; LIU et al., 2008; AGGARWAL et al., 2006;
ORALLO et al., 2004).
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Taninos como geranina (46), corilagina (47) e acido galico (48) mostram efeitos
uricosuricos, enquanto o acido elagico (49) € um inibidor de XO (HOU et al., 2012;
VIVOT et al., 2001; WU et al., 2010).
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Na classe dos alcaloides, a berberina (50) apresenta acao inibidora de XO
(KONG et al., 2004), enquanto a colchicina (51) e piperina (52) tem efeitos anti-
inflamatoérios (AHERN et al., 1987; SABINA, NAGAR & RASOOL, 2011).
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As lignanas exercem atividades anti-inflamatorias via inibicdo da via iNOS,
como a arctigenina (53) e outras trés lignanas (filantina (54), hipophyllanthina (55) e
a philtetralina (56) possui tanto acao inibidora de XO quanto efeitos uricosuricos. Ja
os triterpenos, como o lupeol (31), apresentam efeitos anti-inflamatérios (KOU, et
al.,2009;MURUGAIYAH & CHAN, 2009;SOUZA et al., 2012).
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Em sintese, nos estudos in vitro, flavonoides, alcaloides, 6leos essenciais,
compostos fendlicos, taninos e cumarinas apresentam acgao inibidora da xantina
oxidase (XO), enquanto lignanas, triterpendides e xantofilas atuam a partir dos seus

efeitos anti-inflamatorios. Ja em estudos in vivo, 6leos essenciais, lignanas,
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flavonoides e taninos mostram efeitos duplos, promovendo a redugéo da produgao de

acido urico e da inflamacao.

3.6. Atividade anti-inflamatoria de constituintes de média e baixa polaridade de plantas

3.6.1. Diterpenos: aplicagado no tratamento da artrite gotosa

Os diterpenos sdo compostos terpendides particularmente abundantes nas
familias Lamiaceae, Asteraceae, Apiaceae e Salicaceae, entre outras A classificagcao
dessa classe quimica € definida de acordo com o anel presente na sua estrutura.
Existe os diterpenos lineares, e os ciclico, entre os diterpenos biciclicos destacam-se
os clerodanicos e os labdanicos. Os diterpenos podem modular vias de sinalizagcao
celular envolvidas na resposta inflamataria critica do corpo, tais como a ativacdo de
Fator de Transcrigdo Nuclear Kappa Beta (NF-kB), um importante regulador de genes
relacionados com a resposta inflamatéria e imunologica (GIANG et al., 2003, HERAS
& HORTELANO, 2009, KIM, et al., 2013, LI, et al., 2015). Portanto, algumas espécies
apresentam atividade anti-inflamatdria devido a presenca dessa classe quimica. Da
espécie Casearia sylvestris Swart, conhecida como guassatonga, foram isolados os
diterpenos clerodanicos, casearina (57) e caseargrewiina (58). Esses diterpenos
apresentaram atividade anti-inflamatéria semelhante a indometacina (10mg/Kg),
quando avaliados nas doses de 0,5; 2,5 e 5,0mg/Kg em modelo de edema de pata
induzido por carragenina em ratos (PIERRI, 2013). A espécie Croton cajucara Benth
exibe atividade anti-inflamatodria, relacionada a presenca dos diterpenos trans-
crotonina (59) e trans-desidrocrotonina (60). Essas substancias, avaliadas na dose de
50 mg/kg, inibiram de forma significativa o edema induzido por carragenina em pata
de rato 1, 2, 3 e 4 horas apéds a injegao do estimulo inflamatdrio, resultando em uma

inibicdo maxima de 54,4%, 2 horas ap0s a injegao de carragenina.
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O cajucarinolideo (61) induziu a inibigao in vitro da fosfolipase A2 (PLAZ2)
enzima essencial para a producao do acido araquiddnico, consequentemente interfere
na biossintese de mediadores inflamatérios lipidicos (ICHIHARA et al., 1992). Kim e
colaboradores (2013) isolaram um diterpeno labdanico da Thuya orientalis (L) ENDL
o acido 15-nor-14-oxolabda-8(17),13(16)-dien-19-oico (62) e outros 6 diterpenos, com
atividade anti-inflamatoria a partir do fracionamento do extratos metandlicos das

folhas, em fragdes sucessivas de acetato de etila e n-butanol.

HO

Este diterpeno mostrou-se potente entre os compostos isolados para a inibicao
de producao de NO induzida por LPS (ICs0 1: 3.56 mM). Além disso, este composto
foi capaz de reduzir a producdo de mediadores proé-inflamatorios e realizar a
supressdo da expressdo das enzimas inflamatérias INOS e COX-2. Uma outra
possibilidade de mecanismo desse derivado consiste na atenuagdao da atividade
transcricional induzida por LPS via rota NF-kB. Assim este estudo demonstrou que os
diterpenos labdéanicos presentes na Thuya orientalis (L) ENDL apresentam atividade

anti-inflamatdrias pela supressao da atividade NF-kB e fosforilagdo da ERK. Portanto
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foi comprovada a utilizacdo dessa espécie na medicina popular para tratamento de
doencgas como a gota e dermatites. De uma maneira geral, os diterpenos labdanicos
conseguem modular a rota do NF-kB, por isso podem ser utilizados na terapia
antiinflamatoria. Um outro exemplo, dessa classe de diterpenos com propriedade anti-
inflamatoria é o andrografolideo (63), isolado da Andrographis paniculata Wall (TRAN;
WONG; CHAI, 2017).
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3.6.2. Acidos graxos com atividade anti-inflamatéria

Rotimi; Rotimi; Obembe (2014) realizaram estudos in silico com acidos graxos
isolados de Cucurbita pepo L. e demostraram que o acido 9-12 octadecadienoico
(acido linoleico) (64) liga-se diretamente a molécula do NF-kB. Os autores sugerem
que esse acido graxo inibe a ativagdo de citocinas pro-inflamatérias como IL-1B e
TNF-a que controlam a cascata do processo inflamatério. O acido
hexadecandico/acido palmitico (65), um acido graxo saturado, liga-se ativamente a
enzima fosfolipase A2 (PLA2) o que o torna um possivel composto com efeito anti-
inflamatorio (APARNA, et al., 2012).
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Os inibidores da PLA2 podem atuar como agente anti-inflamatoérios, pois essa
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enzima libera o acido araquidénico das membranas celulares, e este € responsavel

pela sintese de mediadores lipidicos que sao relacionados com a resposta
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inflamatéria, como prostaglandinas e os leucotrienos (ALMEIDA, et al., 2013). Acidos
graxos poli-insaturados, como o &acido linoleico, acido a-linoleico e o acido
docosahexaendico, apresentaram propriedades anti-inflamatoérias, em resposta ao
estimulo de LPS, no modelo utilizando células monociticas humanas THP1, via a
inibicdo da expressao dos genes das seguintes citocinas inflamatérias IL-6, IL-1 e
TNF-a (ZHAO G., et al., 2005,SNODGRASS, et al., 2016). Segundo Olson e
colaboradores (2013), o acido docosahexaendico (66), inibe o fator nuclear kB (NF-
KB) e consequentemente interfere na ativacdo do receptor do tipo Toll 4 (TLR4),

diminuindo a producgéao das citocinas inflamatérias.
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Segundo Hamdi, e colaboradores (2018), o extrato de éter de petrdleo das
folhas da Haplophyllum tuberculatum (Forssk.) Juss. é rico em acidos graxos, e estes

constituintes tem potencial anti-inflamatério e analgésico. Destacam-se o acido a-
linoleico (64), acido palmitico (65), acido oleico (67) , acido laurico (68), acido estearico
(69), entre outros. O acido y-linoleico inibe a cicloxigenase 2, diminui a produgao de
oxido nitrico e da interleucina IL-1B3. Neste trabalho, o efeito analgésico e anti-
inflamatorio observado, é creditado a alta concentracido do acido palmitico (65)
presente no extrato. De uma forma geral, os acidos graxos podem atuar,

sinergicamente ou isoladamente.
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Ja os acidos graxos de cadeia curta, obtidos a partir de fermentagao bacteriana,
como o acetato, proprionato e o butirato, podem trazer beneficios no tratamento de
doencas inflamatdrias. Estudos demonstraram que ndo somente reduzem a produgao
de fatores pro-inflamatorios incluindo TNF-a, IL- 1B, IL-6 e NO, mas também
estimulam a producao de citocinas anti-inflamatérias como IL-10, (LIU, et al., 2012).

De acordo com a revisao bibliografica feita por SCHMEDA-HIRSCHMANN e
colaboradores (2014); os acidos graxos de animais da Amazbnia Peruana
apresentaram efeito anti-inflamatério. O efeito anti-inflamatorio topico e oral do 6leo
de Crocodylus niloticus foi evidenciado pela redugédo do edema em 60,8% trés horas
apos administragéo oral e 57,5% doze horas ap6s administragao topica. No artigo
discutiu-se sobre a relacdo direta da atividade anti-inflamatéria com a inibicdo da
PLA2, COX1 e COX2; e a inibicao das citocinas envolvidas no processo IL-1, IL-2, IL-
6, IL-8 e TNF-a, as quais em excesso desencadeiam o surgimento de doengas

inflamatérias cronicas.
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4. PARTE EXPERIMENTAL

4.1. Equipamentos

Balanca analitica Mettler, modelo AB 204;

Balanga semi-analitica Nucleo, modelo PR 1000;

Banho de ultra-som Unique, modelo USC 1400;

Banho de ultra-som Thornton, modelo T 50;

Bombas de vacuo Fabbe (modelo 0320) e Edwards (modelo C 560786);
Centrifuga Microprocessada QUIMIS®,

CLUE Acquity; Waters (Modelo Class), Detector- PDA e\; Sample manager (FTN);

Quaternary solvent manager;

GC-MS-QP2010 ULTRA (Shimadzu) - Departamento Quimica UFMG,;
Destilador de agua Fabbe, modelo A 95;

Evaporador rotatoério Buchi, modelo B-480;

Espectrdmetro de Ressonancia Magnética 200 MHz - (Departamento de Quimica,
ICEX, UFMG);

Espectrdbmetro de infravermelho FT-IR Perk-(Laboratério de Quimica
Farmacéutica, FAFAR);

Purificador de agua Milli-Q Plus;
Lampada UV para cromatografia Spectroline, modelo 977 C (254 e 365 nm);

Liofilizador Thermo, modelo Savant Modulyo D Freeze Dryer-115 com capacidade
para 69 L;

Micropipetas Peguepet, vol. ajustavel de 10 - 100 pL e 100 - 1000 pL;

Moinho de facas Marconi, modelo MAG80.
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4.1.2 Solventes e reagentes

Solventes grau CLAE: acetonitrila e metanol - Tedia;

Solventes grau P.A: n-hexano, diclorometano, cloroférmio, acetato de etila,

acetona, metanol - Neon;

Acidos grau P.A: acético glacial, acido férmico, acido sulfarico e acido fosférico -
Merck;

Alcool etilico comercial - Minalcool;

Carvao ativado p6 - Synth;
Terra diatomacea (Celite);
Silica gel G60 - Macherey-Nagel (CCD);

Silica flash gel 60, 230-400 mesh, 0,04-0,063 mm - Macherey-Nagel.

4 .1.3. Substancia de Referéncia

Andrografolideo-Sigma-Aldrich (EUA)

4.1.4. Vidrarias e materiais diversos

Microtubo plastico de 2 mL do tipo safe-lock, Eppendorf;
Borrifador de vidro;

Cubas cromatograficas de vidro Pirex;

Colunas cromatograficas de vidro de dimensdes variadas;
Acquity CLUE® BEH C18 1.7 ym; 2.1 x 50 mm column - Ultra performance LC;
Lichrocart® 250-4, RP 18e (5um) Cartridge;

Coluna: Rxi-1MS 30m x 0,25mm x 0,25 um (Restek);
Cromatoplacas de vidro para CCD, 5x10; 10x10 cm;
Frascos de penicilina;

Funil sinterizado n° 3, 30 mL;

Papel indicador de pH Universal, 0 - 14 — Merck;

Percoladores de aco;
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e Ponteiras de plastico (10, 100, 1000 pL) — Corning;

e Vials de vidro com tampa e septos de teflon para injetor automatico em sistema de
cromatografia liquida de alta eficiéncia.

4.1.5. Revelador utilizado na cromatografia em camada delgada de silica (CCD) -
(WAGNER & BLADT; 1993)

e Revelador Anisaldeido sulfurico:

Para o preparo do revelador foi adicionado lentamente sob banho de gelo 0,5 mL
de anisaldeido, 10,0 mL de acido acético glacial, 85 mL metanol e 5,0 mL de acido
sulfurico concentrado, nesta ordem.

4.1.6. Material vegetal

Para realizacdo do presente estudo foram utilizadas as partes aéreas de E.
grandiflorus, adquiridas de fonte comercial (Laboratério Catedral), no més de maio de
2013, contendo o certificado de analise e de autenticidade. A droga vegetal foi obtida
pulverizada e armazenada em um recipiente hermeticamente fechado, ao abrigo da

luz e calor.

4.2. Obtencao dos derivados vegetais das partes aéreas de E. grandiflorus
4.2.1. Extrato etandlico

O extrato etandlico utilizado no presente trabalho foi produzido a partir da
percolagado exaustiva da droga vegetal empregando etanol comercial a 96° GL. As
percolag¢des foram realizadas em triplicata usando diferentes massas de droga vegetal
conforme descrito na tabela 1. Posteriormente, o solvente foi eliminado em evaporador
rotatério, sob presséao reduzida, a temperatura maxima de 50°C. Os residuos obtidos

foram mantidos em dessecador, sob vacuo, até sua completa secagem.
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Tabela 1: Rendimento do extrato etandlico 96° GL obtido por percolagdo das partes
aéreas da E. grandiflorus

Massa de droga Massa obtida do Rendimento
vegetal utilizada extrato (g)
(g) (% m/m)
100 12,27 12,27
300 39,5 13,17
304 29,21 9,6

4.2.2. Extrato diclorometanico obtido por maceracao (enriquecidos em compostos de
meédia e baixa polaridade)

O extrato diclorometanico utilizado no presente trabalho foi obtido pela extragao
a partir de 10 g da droga vegetal com 100 mL de diclorometano por 3 horas. Apds a
filtracdo em papel de filtro, o processo extrativo foi repetido duas vezes totalizando
300 mL do solvente extrator que foi eliminado em evaporador rotatorio, sem aplicar a
pressdao reduzida, a temperatura maxima de 50°C. Os residuos obtidos foram
mantidos em dessecador, sob vacuo, até sua completa secagem. A massa do extrato

resultante da maceracdo bem como o rendimento dela esta descrito na tabela 2.

Tabela 2: Rendimento do extrato diclorometanico obtido por maceragao das partes
aéreas E. grandiflorus

Massa de droga Tipo de extragao Massa obtida do Rendimento (m/m %)
vegetal utilizada (g) extrato (mg)
10 Maceracao 109 1,090

4.2.3. Extratos obtidos com diferentes proporgdes de acetato de etila:diclorometano
(enriquecido em compostos de média e baixa polaridade)

Os extratos acetato de etila:diclorometano utilizados no presente trabalho foram
obtidos pela extragcéo a partir de 10 g da droga vegetal com 100 mL de diferentes
proporgoes dos solventes extratores por 3 horas (tabela 3). Apos a filtragdo em papel
de filtro, o processo extrativo foi repetido duas vezes totalizando 300 mL do solvente
extrator que foi eliminado em evaporador rotatério, sob pressdo reduzida, a
temperatura maxima de 50°C. Os residuos obtidos foram mantidos em dessecador,

sob vacuo, até sua completa secagem. Posteriormente a secura, os extratos foram
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submetidos a solubilizacao diferencial em banho de ultrassom utilizando de 2 mL de
hexano a 8°C (tabela 3).

Tabela 3: Rendimento dos extratos em diferentes proporc¢des de diclorometano,
acetato de etila obtidos por percolagao das partes aéreas E. grandiflorus

Massa de droga Solvente Massa do Rendimento Massa obtida apos
vegetal utilizada Extrato (mg) (m/m %) solubilizagao diferencial
(9) com 2mL de hexano (mg)
10 EtOAc:DCM 1:9 223,600 2,236 219,8
10 EtOAc:DCM 2:8 244,500 2,445 204,3
10 EtOAC:DCM 174,800 1,748 143,7
3.7
10 EtOAc:DCM 1:1 170,600 1,706 145,0

4.2.4. Obtencgao de fragbes enriquecidas em compostos de média e/ou baixa
polaridade a partir do extrato etandlico (item 4.2.1)

Uma porgao de 2 g do extrato etandlico obtido no item 4.2.1 foi ressuspendida
em agua (50 mL) e particionada inicialmente com hexano (4 x 100 mL) e
posteriormente com acetato de etila ou diclorometano (4 x 100 mL), resultando nas
fracdo hexanicas e acetato de etila ou diclorometano. Adicionalmente, este
procedimento foi realizado sem a prévia particdo com hexano. As fracbes hexanicas,
diclorometanica e acetato de etila, enriquecidas em compostos de média e/ou baixa
polaridade, foram concentradas em evaporador rotatério e os residuos obtidos foram
mantidos em dessecador até sua completa secagem (Fluxograma 2; Tabela 4)
(GARCIA et al., 2011).
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Figura 4:Fluxograma das fragdes enriquecidas em Compostos lipofilicos
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Tabela 4:Massa das fragdes enriquecidas em compostos de média e baixa polaridade
obtidas a partir das particoes do extrato etandlico a 96° GL com acetato de
etila/diclorometano/hexano das partes aéreas E. grandiflorus

Tipo de extragéo Fracao Massa do extrato (g)
Particao direta com DCM 1 Fase aquosa 0,927
Fase DCM 0,548
Particao direta com ETOAc 2 Fase aquosa 0,834
Fase ETOAc 0,635
Particdo com Hexano e DCM 3 Fase aquosa 0,789
Fase Hexano 0,201
Fase DCM 0,260
Particdo com Hexano e ETOAc 4 Fase aquosa *
Fase Hexano 0,154
Fase ETOAc 0,0759

*amostra perdida devido crescimento fungico
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4.3. Andlises cromatograficas qualitativa dos extratos e fracdes:(ltens: 4.2.1,
4224.234.24)

A composig¢ao quimica qualitativa dos extratos etandlicos, aquosos, bem como
das fragbes provenientes das particbes e das purificacdes cromatograficas foram
avaliadas por cromatografia em camada delgada de silica gel (CCDs) e por

cromatografia liquida de ultra eficiéncia em fase reversa (CLUE-FR).

4.3.1. Cromatografia em camada delgada de silica gel (CCDS)

Foram usadas placas de vidros recobertas por silica gel 60 G, como fase
estacionaria, empregando eluentes diversos. Como revelador foi usado anisaldeido-
sulfurico (WAGNER; BLADT; ZGAINSKI 1993). As placas foram observadas sob luz

visivel e UV (254 e 365 nm) antes e apos revelagao.

4.3.2. Condigdes cromatograficas para obtencao dos perfis exploratérios por CLUE-
DAD:

4.3.2.1. Preparo das amostras:

Pesou-se cerca de 5 mg de cada amostra em microtubo plastico do tipo safe-
lock, e adicionou-se 1 mL de metanol grau HPLC. As amostras foram solubilizadas
com auxilio de banho ultrassom, por 20 minutos e em seguida, centrifugou-se por
10.000 rpm durante 10 minutos. O sobrenadante (4 pL) foi empregado nas analises
por CLUE-FR. Para obtengdo dos perfis cromatograficos utilizou-se coluna Acquity
CLUE® BEH C18 1.7 ym; 2.1 x 50 mm column- Ultra performance LC, detecgdo no
UV210 nm fluxo de 0,3 mL/min e temperatura de analise foi de 40°C. O volume injetado
de cada amostra foi de 4 uL. Utilizou-se gradiente de agua e acetonitrila acidificadas
com acido fosforico (0,1% H3POa4), conforme descrito na tabela 5. Para o preparo das
fases movel dessa etapa, foram empregados solventes grau CLAE e agua ultrapura
obtida de sistema Mili-Q. No inicio das analises, foi injetado como branco o solvente

empregado na solubilizacdo das amostras, MeOH (4 pL).
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Tabela 5: Sistema de eluigao perfil exploratério para o CLUE-DAD-FR
Tempo ACN/0,1 % H3POa4 H20/ 0,1%

H3POa4
0 5 95
12 95 5
14 95 5
15 5 95

4.3.2.2. Condigdes cromatograficas para obtencao dos perfis exploratérios de
extratos e fragées (CLUE-DAD-MS)

Os perfis de extratos e fragdes obtidas neste presente trabalho foram avaliados
empregando-se sistema de cromatografia liquida de ultra eficiéncia (CLUE) (Waters)
acoplado a detector DAD na faixa de 210 a 500 nm e em interface com espectrémetro
de massas triplo quadrupolo (TQD) (Waters Micromass) no modo de ionizagao
positivo e negativo. Utilizou-se coluna de fase reversa (Acquity CLUE BEH C18,
Waters; 50 x 2,1 mm d.i. 1,7 ym) acoplada a uma pré-coluna (Acquity CLUE BEH C18
VanGuard pre-column, Waters; 2,1 x 5 mm d.i. 1,7 ym) para a realizagao das analises.
Para a fonte de ionizacao por eletronspray (ESI), tanto no modo positivo e negativo,
as seguintes condigdes foram empregadas: voltagem do capilar de 3,50 kV; voltagem
do cone de 30 V; temperatura da fonte de 118 °C; enquanto a temperatura e o fluxo
do gas de dessolvatagao foram de 364 °C e 695 L h-1, respectivamente. O fluxo do
gas no cone utilizado foi de 59 L/Hr e a energia de colisdo foi de 4.00 e 20.00 V no
MS e no MSMS, respectivamente. A eluicdo foi feita com gradiente de agua (A) e
acetonitrila (B), ambos acidificados com 0,1% acido fosforico, fluxo de 0,3 mL/ min e
temperatura da coluna de 40 °C. O volume de inje¢cao das amostras foi de 3 pL para
os extratos e fragdes (5 mg/mL em MeOH) e substancias puras (1 mg/mL em MeOH).
Em todas as etapas, foram empregados solventes grau HPLC e agua ultra-pura,
obtida em sistema Milli-Q. Fez-se adicionalmente, um branco para MeOH utilizado nas
analises. O intervalo de massas avaliado foi da relagédo massa / carga (m/z) de 100 a
2000 kDa. O sistema de eluicdo do CLUE-DAD-MS esta descrito na tabela 6.
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Tabela 6: Sistema de eluicao perfil exploratério para CLUE-DAD-MS

Tempo (min) H20 (%) ACN (%)
0 95 5
10 5 95
11 95 5
13 95 5

4.3.2.3. Fracionamento da fragdo DCM1 (item 4.2.4) com carvéao ativado/terra
diatomacea

A fragado DCM1 proveniente da particao do extrato etandlico das partes aéreas
de E. grandiflorus foi submetida a um fracionamento em funil sinterizado N° 3 (30 mL)
empacotado com 2 g de celite e 5 g de carvao ativado. A amostra DCM1 (400 mg) foi
solubilizada em 20 de metanol e eluida no funil sinterizado com auxilio de pressao
negativa. Foram obtidas fracbes de 20 mL com os seguintes solventes metanol (A e
B) acetona (A, B e C), diclorometano (A, B e C) e n-hexano (A, B e C) (tabela 7). A
massa total de DCM1 empregada na purificagdo foi de 7,304 g. Ao todo, foram
realizadas 15 repeticbes como descritas acima. Os residuos obtidos foram mantidos

em dessecador, sob vacuo, até sua completa secagem.
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Tabela 7: Rendimento das fragbes obtidas da purificagdo de DCM 1 (Item 2.2.4) com
carvao ativado e terra diatomacea

Fracao Massa (mg) Teor adsorvido (% m/m)
Metandlical A 484,300 6,630
Metandlica1l B 495,200 6,779
Acetbnical A 467,00 6,393
Acetbnical B 243,00 3,337
Acetbnical C 363,00 4,969

DCM1 A 602,200 8,244

DCM1B 618,100 8,462

DCM1C 247,800 3,392
Hexanical A 159,700 2,186
Hexanica1 B 13,900 0,190
Hexanical C 20,300 0,277

Total 3714,5 50,86

Figura 5: Fluxograma das sub-fracbes (metandlicas, acetdnicas. Diclorometanicas e
hexanicas) obtidas por filtragdo de pressao negativa com CA/CE (ltens 4.2.1, 4.2.2,
4.2.3,4.3.2.3)

Droga vegetal  |Partes aéreas de Echinodorus grandifiorus
| Percolagio exaustiva

DCM EtOAc:DCM FtDAc DCHM | |EtOAcDCM | |EtOACDCM Etandlico
1:9 28 3T 11 96° GL

2g de Extrato
Partigio (4 x 100 mlL) Partigio (4 x 100 mL)

1 Fracio Hexan ~ 1 Fracio Hexang
EFragEu Dc:mj‘E“Spema“ aguosa Fracao ETOAC

PartigBo (4 x 100 mL)

Fragho
Aguosa

Frag3o DCM1

Fracdo DCM-500mg

Purificagio carvio
ativado:celite

CAICE (21)

20 mL

ragao Fragao Fracio Fragdo racao Fragdo Fracdo Fracdo racac Fracdo racdo
MeOH 14| | MeOH 18/ |Acetona 14| |Acetona 18| |Acetona 1¢) | DCM 1A | | DCM 18 DCM 1C ||Hexano 1A| |Hexano 1B| |Hexano 1C
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4.3.2.4. Fracionamento da fracdo metandlica por cromatografia em coluna de silica
gel flash (CCS) (ltem 4.3.2.3)

A fragdo metandlica 1B foi submetida a fracionamento utilizando cromatografia
em coluna de silica gel flash visando o isolamento de compostos de média e baixa
polaridade. Empregou-se uma porcao de 470 mg da fragcdo metandlica 1B que foi
incorporada em 2 g de silica gel flash, em gral de porcelana. O residuo foi adicionado
cuidadosamente no topo da coluna preparada com 120 g de silica gel flash (0,04-
0,063 mm; 230-400 MESH) (dimensdes da coluna empacotada: 60 x 3 cm d.i.),
procedendo-se a eluicdo com solventes de polaridade crescente. Para a eluicdo foram
empregados 200 mL de cada eluente utilizado, o volume recolhido em cada fragao foi
de 10 mL. A reunido das fracbes obtidas baseou-se nas analises dos perfis
cromatograficos por CCD e CLUE. O esquema de eluigdo, assim como, as massas
das fragdes reunidas obtidas a partir da fragcdo metandlica 1B estdo representadas

nas tabelas 8 e 9 e na figura 3, respectivamente.

Tabela 8: Eluentes utilizados no fracionamento da fragdo metandlica 1B por
cromatografia em coluna de silica gel flash

Eluentes Fragcdes
DCM (100) 1a20
DCM:EtOAc (80:20) 21a40
DCM:EtOAc (60:40) 41a60
DCM:EtOAc (40:60) 61a80
DCM:EtOAc (20:80) 81a 100
EtOAc (100) 101 a 120
EtOAc:MeOH (98:2) 121-140
EtOAc:MeOH (96:4) 141-160
EtOAc:MeOH (94:6) 161-180

MeOH (100) Metandlica
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Tabela 9: Massa das reunides das fragdes provenientes da coluna de silica gel flash
originadas a partir da fragdo metandlica 1B

Reunides Massa (mg) Reunides Massa (mg)
1-29 10,7 82-90 11,1
30-39 3 91-95 3,3
40-48 8,1 96-110 8,3
49-50 1,3 111-118 4.4
51-57 5,3 119-122 11,3
58-62 13,6 123-128 3,1
63-66* 12 129-135 3,5
67-68 2,6 136-149 5,3
69-76 9,8 150-180 15,4
77-81 6,8 Metandlica 290

*Fracgdo utilizada para andlises espectrométricas e em ensaios in vitro

Foram realizadas diversas tentativas de isolamento de compostos bioativos das
demais fragdes metandlicas e acetdnicas. Empregaram-se novos esquemas de
eluicdo em CCS e purificacdo adicional por CLAE-preparativo. Devido a pequena
massa obtida das fracoes apos esses procedimentos e a baixa de pureza obtida, ndo

se pode caracterizar de forma inequivoca os compostos presentes.
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Figura 6: Fluxograma da purificacdo da sub-fracdo 63-66 obtida do fracionamento com
a fracdo metandlica 1B (ltens 4.2.1,4.2.2,4.2.3,4.2.4,4.3.2.3,4.3.2.4)
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29
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pem||Eac|] Et0ac || EtoAc || 104 MeOH || MeOH Ok MeOH

___1180:20 ]| 60:40 | 40:60
1-20421-40] 14180 |51-60

P
Sub-fragdo
63-66

12 mg

UPLC-DAD-MS
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5. ISOLAMENTO E ELUCIDAGAO ESTRUTURAL DO COMPOSTO ISOLADO

A sub-fracdo 63-63 obtida apds o processo de purificagdo em coluna de silica
apresentou pureza adequada e foi submetida a analises de IV, CLUE-DAD-MS e CG-
MS e RMN de 'H e 3C. Os espectros no |V foram registrados em espectrofotometro
Perkin Elmer FTIR Spectrum One. Os espectros de RMN de 'H e de '3C foram obtidos
no Depto. de Quimica, ICEX, UFMG, em equipamento Bruker Avance DRX400, a
25°C, utilizando-se o tetrametilsilano (TMS), como referéncia interna. O solvente

deuterado utilizado na analise foi cloroférmio (CDCls).
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5.1. Cromatografia Gasosa acoplada a espectrometria de massas com detector de
impacto eletrénico

As anadlises foram realizadas em um equipamento GC-MS-QP2010 ULTRA
(Shimadzu). Coluna: Rxi-1MS 30m x 0,25mm x 0,25 uym (Restek). Temp coluna: 100°C
(3min), 10°C /min, a 300°C (7 min). Injetor: 300°C Split (1:50), Interface CG-MS a
300°C. Detector MS (Impacto eletrénico a 70eV) a 300°C. Gas de arraste: Hélio a 3.0
ml/min. Vol. de injecdo: 2 pL. Software de aquisicdo de dados: GCMS Solution
(Shimadzu). Biblioteca espectral: NIST11. Amostras foram analisadas como
derivados TMS (sillados). Uma aliquota de 25 pL da amostra diluida em THF foi
colocada em tubo de microcentrifuga e adicionou-se 25 pL do agente sililante
(MSTFA). A reagao foi conduzida em forno de micro-ondas doméstico ELETROLUX
MTO030 na poténcia 30% por 2,5 minutos. O tubo com a amostra sililada foi resfriado
e a amostra foi submetida a analise por CG-MS. A metilagdo dos acidos graxos livre
foi desenvolvida pela adigdo de 100 pl BFs metandlico (14%), seguida de aquecimento
durante 10 minutos a 60°C. Os produtos de metilacdo foram extraidos com 100 ul de
hexano e analisados por CG-MS. As analises foram realizadas no Laboratério de

Cromatografia, no Departamento de Quimica (UFMG), pela Dra. Vany Ferraz.

6. ENSAIOS BIOLOGICOS

Os extratos e fragcées obtidos no presente trabalho e especificamente a sub-
fracdo purificada 63-66 foram selecionados para realizagdo dos ensaios in vitro de
inibicao da producao de IL-1 3 e TNF-a.

6.1. Materiais

Os reagentes utilizados foram Kit ELISA TNF-a humano (DY210 Duo Set), Kit
ELISA TNF-a humano (DY410 Duo Set), Kit ELISA IL1-f Humano (DY201 Duo Set),
todos fabricados pela R&D systems. Lipopolissacarideo (LPS), meio de cultura RPMI,
bicarbonato de sddio, fosfato de sdédio monobasico, cloreto de sédio, tampao fosfato
salino (PBS), phorbol-12 miristato-13 acetato (PMA), hidréxido de sddio, Tween 20 e
urato monossodico foram adquiridos da Sigma Aldrich. Também foram utilizadas
pipetas sorologicas descartaveis estéreis da TPP; placas de 96 pocgos para cultivo
celular, sistema de filtracao esterilizante, capacidade para 500 e 1000 mL, membrana

de 0,22 ym ambos da Corning, placas de 96 pogos para imunoensaio, Nunc, tubos de
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plastico tipo safe-lock, Eppendorf. Todos os reagentes utilizados foram de grau

analitico.

6.2. Ensaios de atividade biologica in vitro
6.2.1. Inibicdo da producao de IL -1 e TNF-a

A potencial atividade anti-inflamatoria de fragdes e substancias isoladas foram
avaliadas in vitro quanto a inibicdo da producdo de TNF-a e IL-18 em culturas de
células THP-1 estimuladas com lipopolissacarideo (LPS). Os ensaios de viabilidade
celular e de inibicao da producao de TNF-a e IL1- foram realizados no Laboratério
de Fitoquimica da Faculdade de Farmacia da UFMG, pelo Doutorando José Hugo

Gomes e pela Mestranda Marina Pereira Rocha.
6.2.1.1.1 Cultivo de células THP-1

As células THP-1 (células de leucemia monocitica humana aguda, ATCC TIB-
202) foram mantidas em garrafas de cultura em estufa a 37 °C, em atmosfera de 5%
de CO2, em meio RPMI enriquecido com 10% de soro fetal bovino (Cultilab). Preparou-
se uma suspensao celular de 1 x10%para 10 mL por placa, e posteriormente adicionou-
se 2 yL de PMA. O PMA ¢ utilizado para diferenciar os monaocitos humanos (THP-1)
durante 48 horas em macroéfagos. Pipetou-se 100 pyL da suspenséao celular em todos
os pocos utilizados na placa. A placa foi incubada na estufa por 6 horas e foi verificada
a aderéncia celular. O meio RPMI foi eliminado e adicionou-se 100 uL de novo meio

RPMI 2% de soro fetal bovino (SFB) em todos os pogos a serem ensaiados.

6.2.1.1.2. Avaliagao in vitro da citotoxicidade pelo método da Sulforrodamina B

A sulforrodamina B € um corante brilhante de cor purpura, com dois grupos
sulfénicos, que tem capacidade de ligar-se a componentes proteicos de células
previamente fixadas com 4&acido tricloroacético. A intensidade da coloragcao €
diretamente proporcional a massa celular, uma vez que a ligagdo do corante com o
conteudo proteico € estequiométrica (VICHAI; KIRTIKARA, 2006).

As amostras foram solubilizadas em DMSO e diluidas com meio RPMI 2% de
(SFB), com o objetivo de obter as seguintes concentragdes (10, 30 e 90 ug/mL). Foi
preparado um branco com DMSO, ensaiando na maior concentracdo utilizada nos
ensaios. O DMSO foi diluido com meio RPMI 2% de soro fetal bovino de forma idéntica

a amostras ensaiadas. A dexametasona, padrao positivo, teve sua concentragao
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ajustada em 0,1 yM por poco. A placa foi incubada por 3 horas com 100 pL de cada
solugdo amostra. Apds esse periodo, foi adicionado 20 pL de LPS em todos os pogos
com excegao no controle de meio sem o LPS, onde foi adicionado 20 pL de meio
RPMI 2% (SFB). Apds esse procedimento, as placas foram incubadas por 24 horas e
na sequéncia centrifugadas por 5 minutos a 1800 rpm. O sobrenadante de cada pogo
(120 uL) foi retirado e congelado para analises de citocinas. Foram adicionados 100uL
de acido tricloroacético 10% (p/v) em cada cavidade. Em seguida, as placas foram
mantidas a 4 °C por 1 hora. Apos esse periodo, as cavidades foram lavadas com agua
destilada e as placas foram mantidas a temperatura ambiente para secagem. Apds
totalmente secas, foram adicionados 100uL da solucao de sulforrodamina B 0,057%
(p/v) em cada cavidade e o corante foi mantido nas placas por 30 minutos a
temperatura ambiente. Apds esse periodo as cavidades foram lavadas quatro vezes
com 200 pyL de uma solugao de acido acético 1% (v/v) para remover o corante nao
ligado as proteinas. Novamente as placas foram mantidas a temperatura ambiente
para secagem. Apos totalmente secas foram adicionados 100uL da solugao de Tris
base 10mM (pH 10,5) em cada cavidade para solubilizar o corante ligado as proteinas
celulares. Em seguida, foram realizadas as leituras na mesma placa a 510nm em um
espectrofotbmetro de placas modelo Spectra Max Plux 384, da marca Molecular
Devices®, utilizando o software Softmax Pro 6.51®. Foram realizados trés
experimentos independentes. Apds subtrair todos os valores do branco (Tris base), a
porcentagem de viabilidade celular foi determinada pela porcentagem de absorbancia
em relagao ao controle nao tratado de células, que foi considerado como 100% de

viabilidade celular.

VC=<—)X100
C—-B

Onde A, B e C séao os valores de absorbancia ou densidade 6pticos medidos a 510
nm (DO510) das cavidades nas quais estdo presentes as células tratadas com
amostras (A), branco (B) e células tratadas com o diluente das amostras (C),

respectivamente.

6.2.1.1.3. Avaliagao in vitro da atividade anti-TNF-a e anti- IL1-
Em uma placa de 96 pocos foram adicionados 100 pL/poco de uma solugao de

anticorpo de captura (anticorpo de camundongo anti-TNF-a humano ou anticorpo de
camundongo anti-IL1-B humano), na concentragédo de 4,0 yg/mL em PBS. Essa

solugado permaneceu em contato com a placa overnight, a 4 °C. Posteriormente, as
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placas foram lavadas (quatro vezes) com tampéao de lavagem (PBS/Tween 0,1 %) em
um lavador de placas automatico. Em seguida, foram adicionados 200 uL/pogo da
solucao de bloqueio contendo 1% de albumina de soro bovino em PBS. O tempo de
bloqueio foi de 2 horas, seguido da adigao do padrdao de TNF-a (1000 a 15,6 pg/mL)
ou IL1-B (250 a 3,91 pg/mL) e das amostras (100 uL do sobrenadante/pogo). Apds 18
horas de incubagao a 4 °C, as placas foram lavadas, adicionando-se as mesmas 100
pL/pogo de uma solugéo de anticorpo de detecgao biotinilado (anticorpo de cabra anti-
TNF-a humano ou anticorpo de cabra anti IL1-3) na concentragédo de 500 e 200 ng/mL
em solugdo diluente contendo 1% de albumina de soro bovino em PBS,
respectivamente. Essa solugao permaneceu em contato com a placa overnight, a 4
°C. Transcorrido este periodo e apds lavagem, foi adicionada a placa uma solugao
contendo estreptavidina ligada a peroxidase (R&D system). Apos 20 a 30 minutos, a
placa foi novamente lavada, seguindo-se adicdo do tampao substrato contendo o-
fenilenodiamina (OPD, Sigma) e perdxido de hidrogénio (Merck). A reagao foi
interrompida pela adi¢do de 50 pL de acido cloridrico 1 mol/L. O produto de oxidagao
do OPD foi detectado por colorimetria em um leitor de placas de ELISA, no

comprimento de onda de 490 nm.

6.2.1.1.4 Analise estatistica

A Clso, concentragdo da amostra que induzir 50% de inibigdo da produgéao de
IL-18 e TNF-a, foi determinada através de regressdao nao linear das curvas
concentragado-resposta (CCR) obtidas nos experimentos, utilizando-se o programa
Prisma GraphPad 4.0 (GraphPad Software Inc., EUA). As analises estatisticas foram
realizadas com teste t de Student nao-pareado. Resultados foram considerados

significativamente distintos quando p < 0,05.

7. RESULTADOS E DISCUSSAO

7.1. Otimizagao das condigdes extrativas das partes aéreas de E. grandiflorus visando
obter constituintes de média e baixa polaridade

A caracterizacao de extratos e fragdes de origem vegetal constitui uma tarefa
desafiadora devido a diversidade de compostos presentes. Entre as técnicas
analiticas existentes para o controle de qualidade e caracterizacao dos produtos

vegetais, estda a cromatografia liquida de ultra eficiéncia (CLUE). A aplicabilidade da
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CLUE neste contexto ocorre principalmente pela sua facilidade de operagao, alta
exatidao e precisdo em analises quantitativas (JIANG et al., 2010).

Na literatura existem varios relatos do isolamento e identificacéo de diterpenos
e acidos graxos em espécies do género Echinodorus (TANAKA, 2000, PIMENTA
2002). Tanaka (2000) isolou os acidos dodecandico e o linolénico do extrato de
acetato de etila dos peciolos da Echinodorus grandiflorus. Pimenta (2002) relatou a
presenga de acidos graxos nas folhas desta espécie, entre eles o acido palmitico.
Portanto, os acidos graxos podem ser encontrados nos derivados vegetais
provenientes das partes aéreas dessa planta. Esta classe quimica apresenta como
caracteristica fisico-quimica basica polaridade baixa, ou seja, na grande maioria, os
grupos cromoforos estdo ausentes. Estes sao responsaveis pelo o efeito de
conjugagao nas estruturas quimicas e pela absortividade das estruturas quimicas
(GUARRASI, et al 2010; PIERRI et al, 2017).

Dessa forma, a escolha da melhor condigdo extrativa foi respaldada
principalmente na avaliagdo dos rendimentos extrativos, agregada as analises dos
perfis cromatograficos obtidos em diferentes condi¢gdes extrativas. Idealmente, foi
considerada relevante a presengca de picos nos tercos médio e final dos
cromatogramas, uma vez que durante as analises foi utilizado um gradiente de eluicdo
de acetonitrila em agua de 5% até 95%. Teoricamente, os compostos de interesse
deveriam ser eluidos nessa regido do cromatograma. Adicionalmente, a analise dos
perfis dos espectros de ultravioleta obtidos pelo detector DAD, foi também decisiva
para escolha da condicdo extrativa ideal, visto que diterpenos e acidos graxos
apresentam maximos de absorc¢ao entre 200-240 nm (GUARRASI, et al 2010; PIERRI
et al, 2017).

Avaliou-se inicialmente o uso de solventes de baixo custo como o etanol 96°
GL frente ao uso de solventes menos polares como o diclorometano e misturas entre
diclorometano e acetato de etila. O uso de solventes menos polares seria justificado
pela polaridade dos compostos desejados e para a se obter uma extragao mais
seletiva, para os compostos de média e baixa polaridade.

As Tabelas 1, 2 e 3 (item 4.2.1; item 4.2.2; item 4.2.3; pag. 39-41) apresentam
os rendimentos dos processos extrativos empregados. Nota-se que a percolagao
exaustiva com etanol 96° GL foi o processo extrativo que apresentou melhor
rendimento (média de trés procedimentos X11,68 m/m; £ 1,86) enquanto a maceragao

com diclorometano e as diferentes misturas entre diclorometano e acetato de etila
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(1:9; 2:8; 3:7; 1:1) apresentaram rendimentos extrativos que variaram de 1,1% até
2,4%. O menor rendimento observado para solventes menos polares poderia se
contrapor pela presenca de picos mais intensos e com espectro de UV compativeis
com acidos graxos e diterpenos.

As anadlises dos cromatogramas obtidos para os diferentes extrativos
mostraram que com o uso de solventes menos polares nao se observou uma mudancga
relevante no perfil cromatografico dos extratos, principalmente em relagdo aos
compostos de média e baixa polaridade (Figura 7).

Observa-se claramente uma maior frequéncia de picos com tempo de retencao
entre 3 e 5 minutos, que no entanto, ndo apresentam espectros de UV compativeis
com diterpenos e acidos graxos. Os picos com tempos de retengéo superiores a 5
minutos apresentaram intensidade semelhante entre todos os extratos analisados. E
importante ressaltar, que os cromatogramas nao foram gerados com a mesma escala
em relacdo a intensidade de absor¢do. Com base nas observagdes acima e,
sustentados pelo maior rendimento observado na percolagdao com etanol 96° GL,
conclui-se que esse método extrativo apresentou os melhores resultados.
Adicionalmente, nao se pode descartar o0 menor custo e toxicidade do etanol em

relagao aos demais solventes utilizados.
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Figura 7: Cromatogramas dos extratos das partes aéreas de E. grandiflorus obtidos
com diferentes solventes/ métodos extrativos. A: extrato etandlico (Percolagao); B:
extrato diclorometanico (Maceragao); C: extrato DCM:EtOAc (1:9; Maceracgao); D:
extrato DCMFrigura 1:EtOAC (2:8; Maceragao); E: extrato DCM:EtOAc (3:7; Maceragao);
F: extrato DCM:EtOAc (1:1; Maceracdo). (Ilténs 4.2.1, 4.2.2, 4.2.3) Condigcbes
cromatograficas via item 4.3.2.2.
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7.2. Enriquecimento a partir do extrato etandlico das partes aéreas de E. grandiflorus
em compostos de média e baixa polaridade (ltém 4.2.4)

Conforme discutido no item 7.1 o método de extragdo empregado no presente
trabalho foi a percolagao exaustiva utilizando etanol 96° GL como solvente extrator. O
etanol € um solvente corriqueiramente empregado em extragdes, pois apresenta
capacidade de extrair compostos de alta, média e baixa polaridade. Como o objetivo
de enriquecer o extrato em compostos de média e baixa polaridade (diterpenos e
acidos graxos) realizou-se a particdo do extrato etandlico entre solventes imisciveis.
Esta estratégia tem como objetivo concentrar compostos lipofilicos na fragdo organica
e eliminar compostos de alta polaridade na fracdo aquosa.

Os solventes de escolha para enriquecer as fragcdoes em compostos de média e
baixa polaridade foram: hexano (Hex), diclorometano (DCM) e acetato de etila
(EtOAc). O hexano é um solvente apolar utilizado para desengordurar extratos
vegetais, enquanto o acetato de etila € um solvente mais polar, quando comparado
com o DCM e o Hex, desta maneira tem a capacidade de extrair em maior extensao
compostos de média e alta polaridade. Ja o diclorometano € um solvente que exibe
uma polaridade moderada, desta forma possui uma afinidade maior por substancias
de média e baixa polaridade.

Foram testadas quatro condigdes que estao descritas na Tabela 4 (item 4.2.5,
pag. 42-43). Duas estratégias foram utilizadas para a realizagdo dos experimentos, a
particdo direta do extrato etandlico (2g) suspendido em 50 mL de agua destilada
empregando o diclorometano (4 x 100 mL). A mesma particao direta foi elaborada com
acetato de etila (4 x 100 mL). E particdbes desses dois solventes (4x 100mL)
antecedida da particdo com hexano (4 x 100 mL). As parti¢gdes diretas com acetato de
etila e diclorometano tiveram como rendimentos 31,7% e 27%, respectivamente. Os
procedimentos empregando a parti¢cao inicial com hexano tiveram como rendimento
7,7% e 3,8% para hexano e acetato de etila, respectivamente e 10% e 13% para
hexano e diclorometano, respectivamente.

A analise dos perfis cromatograficos demostra que todas as fragdes avaliadas
apresentam picos com espectros de UV compativeis com diterpenos e acidos graxos
(Figura 8). A comparacgédo do perfil cromatografico da fracdo acetato de etila com a
fracao diclorometano, demostra que a primeira apresenta um pico TR= 0,48 min
compativeis com compostos de alta polaridade que foram extraidos pelo acetato de

etila. Adicionalmente, as fragdes acetato de etila e diclorometano obtidas apds
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extragao inicial com hexano apresentaram varios picos com tempo de retengao entre
3 e 5 minutos com espectros de UV com perfil ndo caracteristico de diterpenos e
acidos graxos.

Figura 8: Cromatogramas das fragcdes obtidas por partigdo entre os solventes
imisciveis no extrato etandlico das partes aéreas da E. grandiflorus. A: fragdo DCM,;
B: fracdo EtOAc; C:Fracao hexanica; D: Fragdo DCM obtida da particdo antecedida
com hexano (3); E: Fragao EtOAc obtida da particdo antecedida com hexano. (ltem

4.2.4) Condicao cromatografica item 4.3.2.2.
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A partir da analise combinada entre os perfis cromatograficos e os rendimentos
extrativos, considerou-se como melhor procedimento a particdo direta com o

diclorometano.

7.3. Purificacao da fracao diclorometanica com carvao ativado e terra diatomacea.
ltem 4.3.2.3

A purificagdo com carvao ativado e terra diatomacea (celite) teve como objetivo
inicial eliminar a clorofila presente na fragdo diclorometanica. A clorofila é designacao
de um grupo de pigmentos fotossintéticos presente nos cloroplastos das plantas. A
clorofila apresenta varios subtipos e como consequéncia essas moléculas apresentam
diversas polaridades, que podem dificultar o isolamento dos diterpenos e acidos
graxos de E. grandiflorus. O carvao ativado € um material poroso, com uma alta
capacidade adsortiva sobre diferentes tipos de compostos, os quais ficam retidos na
sua superficie. Este fato € devido as interagdes de Van Der Walls, resultantes de uma
atracao intermolecular, dependente da area superficial tanto do material adsorvido
(adsorbato) quanto do proprio adsorvente. Ja a terra diatomacea € um sedimento
amorfo elaborado a partir de carapagas de organismos unicelulares vegetais, como
algas microscopicas marinhas, constituida do grupo aluminossilicato. Esta
caracteristica faz com que esse material apresente grande quantidade de ions
(cations) o que |Ihe proporciona propriedade adsortiva e de troca anidnica entre os
diferentes materiais. O comportamento de cada adsorvente € determinado pelo fator
de afinidade diferencial e consequente a separacao entre as diversas substancias
presentes na amostra. Esta caracteristica garante a seletividade da clorofila e de
outros compostos que apresentaram afinidade pelas substancias adsortivas
(RIBEIRO et al.,, 2001; CARVALHO, 2005, DABROWSKI et al.,2005). Durante a
purificacdo com a terra diatomacea, pode ocorrer perda de material da amostra.
Principalmente quando se trata de compostos acidos como os diterpenos e os acidos
graxos. Isto porque eles podem ficar retidos durante a troca ibnica, devido a
possibilidade de ocorrer uma desprotonacdo do grupo acido, em contato com
substancias aniénicas, como é o caso do celite.

As fragdes obtidas pela purificagdo com carvao ativado e celite foram avaliadas

por cromatografia em camada delgada e por CLUE-DAD (Figuras 9 e 10).
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As analises por CCDs foram realizadas comparativamente ao diterpeno
andrografolideo. Para este fim padronizou-se uma fase mével em que os diterpenos
apresentaram um fator de retencao Rf no valor de 0,50.

Adicionalmente, pode-se observar a presenca de manchas apresentando
cauda, caracteristica de compostos que apresentam grupos funcionais acidos. Desta
forma, com o objetivo de se minimizar esse efeito foi adicionado acido férmico a fase
movel. As analises dos perfis cromatograficos das fracbes demostram a presencga de
compostos menos polares do que o andrografolideo (Rf> 0,5), a excecao,
principalmente, das fracbes metandlicas 1A e 1B que apresentaram machas intensas
com valores de Rf = 0,30 que demostra a presenga de compostos polares (Figura 9).
As fragbes acetdnica e diclorometanicas apresentaram perfis cromatograficos
semelhantes, ja as fracdes hexanicas apresentaram perfis de menor complexidade
em relacido as demais fracdes, destaca-se a presenca de trés machas com valores de
Rf entre 0,8 e 1,0.

As analises dos perfis cromatograficos por CLUE-DAD demonstraram a
presenca de picos com tempos de retencdo e espectros de UV compativeis com
diterpenos e acidos graxos (Figura 10). As fragdes que se apresentaram mais
promissoras foram: fracdo metandlica 1B, fragdes acetdnicas 1A, 1B e 1C e fragao
diclorometanica 1A. Nota-se principalmente nessas fragdes a presencga de picos com
tempo de retencdo entre 3 e 7 minutos com espectros UV de compativeis aos
compostos desejados no presente estudo. Em relagdo a massa total da fragédo
diclorometano purificada, as fragdes metandlicas 1A e 1B, acetdnica 1A, 1B e 1C,
diclorometanicas 1A, 1B e 1C e hexanicas 1A, 1B e 1C. A somatdria das fragdes
obtidas apresentaram os seguintes rendimentos 13,5%, 14,7%, 20,1% e 2,6%,
respectivamente (Tabela 8; item 4.3.2.3 pag. 46). No total, foram recuperados 51% do
total do extrato diclorometanico purificado. Os 49% adsorvidos no celite correspondem
a eliminacao da clorofila, além de retencdo de outras substancias presentes na
amostra. E importante ressaltar, que todas as fracdes obtidas apresentaram
visualmente uma diminuicdo na coloragcao verde, caracteristica da coloragcdo da

clorofila.
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Figura 9: Perfis cromatograficos obtidos por particdo entre os solventes imisciveis no
extrato etandlico das partes aéreas da E. grandiflorus (Item 4.3.1)

T3 £ 5 B & 7 8P 9 0 N B

1- fragdo metandlica 1A; 2- fragdo metandlica 1B; 3- fragcao acetbnica 1A; 4- fracao aceténica 1B; 5-
fracdo acetonica 1C; 6- fracdo diclorometanica 1A; 7- fragdo diclorometanica 1B; 8 - fracao
diclorometanica 1C; 9- fracdo hexanica 1A; 10- fracdo hexanica 1B; 11 - fragdo hexanica 1C; P —
andrografolideo; fase movel: diclorometano:acetato de etilazmetanol:acido férmico (60:30:10:0,5);
revelador: anisaldeido/acido sulftrico.
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Figura 10: Cromatogramas das fragbes obtidas por purificagdo em carvao
ativado/celite a partir da DCM1A: fragcdo metandlica 1A; B: fracdo metandlica 1B; C:
fracao acetbnica 1A; D: fragcdo acetbnica 1B; E: fracdo acetbnica 1C; F: fracao
diclorometanica 1A; G: fragao diclorometanica 1B; H: fragdo diclorometanica 1C; I:
fracdo hexanica 1A; J: hexanica 1B; K: fragao hexanica 1C. (Item 4.3.2.3)
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7.4. Fracionamento cromatografico em coluna de silica gel flash da fragdo metandlica
1B. ltem 4.3.2.4

As fragbes mais promissoras quanto ao perfil cromatografico em CLUE-DAD
foram: fracdo metandlica 1B, fracdes acetdnicas 1A, 1B e 1C. Essas fragcoes foram
submetidas ao fracionamento sequencial em coluna de silica gel flash (230-400
Mesh). A opcéo de utilizar a silica gel flash foi devido esta possuir particulas menores,
capazes de realizar uma eluicido mais rapida. Isto é verificado, pois particulas menores
tem uma maior superficie de contato e permitem maior eficiéncia na eluicio mesmo
em velocidades maiores.

No entanto, apenas com a fragcdo metandlica 1B foi possivel obter uma sub-
fragdo com grau de pureza para ser submetida a analises espectroscépicas e enviada
para realizacdo de ensaios in vitro de inibicdo de liberacdo de citocinas pro-
inflamatorias. Desta forma, no presente trabalho sera apresentada apenas a
purificacdo cromatografica dessa fragdo. A estratégia utilizada na coluna
cromatografica empacotada com silica gel com adsorvente foi desenvolvida com o
objetivo de se obter uma resolu¢do maxima entre os diversos componentes presentes
na fracao. Foi utilizado um gradiente empregando solventes de polaridade crescente
(Tabela 9; item 4.3.2.4; pag. 47), no entanto, conforme ja discutido no item 7.3, alguns
componentes presentes nessa fragao apresentaram um grupamento funcional acido,
o que dificulta o isolamento dos compostos na sua forma pura. Principalmente quando
se trata de compostos acidos como os diterpenos e os acidos graxos. Isto porque eles
podem ficar retidos durante a troca ibnica, devido a possibilidade de ocorrer uma
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desprotonagcdo do grupo acido, em contato com substancias que apresentam
caracteristicas menos acidas como € o caso da silica.

Os dados apresentados na Tabela 10 (item 4.3.2.4; pag. 47) demostram que
75% dos componentes foram recuperados nas sub-fragdes apds 0 processo
cromatografico. Essa diferengca provavelmente ocorreu devido ao processo de
adsorcgao irreversivel entre os componentes polares presentes na amostra e na silica.

ApoOs a avaliagao dos perfis cromatograficos por CCD e CLUE-DAD das sub-
fragcbes obtidas constatou-se que a sub-fragdo 63-66 (12 mg) apresentou pureza

elevada, sendo selecionada para elucidagao estrutural e ensaio in vitro.

7.5 Elucidacéao estrutural da sub-fracao 63-66

A sub-fragdo 63-66 apresentou-se como solido branco, com aspecto oleoso em
forma de cristais, com mesmos valores de Rf em CCDS (Figura 9), sugerindo
composi¢ao quimica semelhante.

O perfil cromatografico obtido da fracdo 63-66 por UPLC-DAD indicou a
presenca de um composto majoritario, com tempo de retengcdo de aproximadamente
6,4 minutos (Figura 11). O espectro no UV, obtido on line pelo detector DAD (Figura
8), apresentam um maximo de absor¢do em 214 nm.

Figura 11: Perfil cromatografico obtido por UPLC-DAD para sub-fracdo 63-66 com

deteccao de uv. Condi¢cao cromatografica vide item 4.3.2.2
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A mesma amostra foi submetida as analises por CLUE-DAD-MS, obtendo-se a
ionizagao positiva ES+M+H* = 257,35, e ES- M-H*= 255,25, com provavel massa
molar de 256 g/mol (Figura 12). Adicionalmente, esta amostra foi analisada por CG-

MS e obtida a mesma massa molar e similaridade de 93% com espectro de massa do
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acido hexadecandico (acido palmitico) obtida via biblioteca NIST (Figura 13). A
presenca do acido palmitico ja havia sido relatada anteriormente em espécies de
Echinodorus grandiflorus. O cromatograma obtido por CG-MS evidenciou outros dois
picos com espectro de massas compativel com o acido palmitico sililado e outro

compativel com estearico (Figura 14).

Figura 12: Espectro de massas obtidos por UPLC-MS-ESI modo positivo (A) e modo

negativo (B) para o pico presente da sub-fragdo 63-66 A
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Figura 13: Perfis cromatograficos e espectros de massas da sub-fracdo 63-66
analisada por CG acoplada ao espectros de massas com ionizador de impacto

eletrébnico
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Figura 14: Perfil cromatografico da sub-fragdo 63-66. Em detalhe o pico secundario

com o espectro de massa compativel com o acido estearico
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A fim de confirmar inequivocamente a estrutura quimica do acido palmitico na

fragdo 63-66, procedeu-se a analise por RMN. O espectro de RMN de 'H da sub-

fracdo tem um perfil caracteristico de derivado acido graxo (Figura 15). A atribuigao
dos sinais do espectro de RMN de 'H esta descrita na Tabela 10 (400 MHz, CDClz)

Figura 15: Espectro de Ressonancia nuclear magnética (RMN) de 'H da sub-fragéo
63-66 (400 MHZ, CDCls)

12 x CH;
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Tabela 10: Atribuicdes ao espectro de RMN 'H da sub-fragio 63-66 (400 MHZ,
CDCI3)

H M o) J Hz

16 3H (t) 0.880 16,15 6.60

15 5H (s) 1,444 15,4 6,50

2 2H (t) 2.344 2,3 7.60

3 2H (t) 1,632 3,2 7.20
3,4

Os deslocamentos quimicos dos sinais de prétons do espectro de RMN 'H RMN
da subfragdo 63-66 sao caracteristicas de alcanos (alifaticos ou hidrocarbonetos
saturados). Os hidrogénios do grupo metila (-CHs), apresentam prétons mais blindado
e, por isso, seus valores de deslocamento quimico (0,7-1,3 ppm) sao inferiores ao do
grupo (-CH2) (1,2-1,4 ppm) ou ao do grupo (-CH) (1,4-1,7 ppm). Isso porque no caso
da RMN 'H, a densidade eletronica de um atomo de hidrogénio influencia no efeito
"blindagem" deste atomo, frente a um campo magnético, de modo que, quanto menor
for a densidade eletrénica, menos "blindado" estara o atomo de hidrogénio em estudo.
Um aumento na blindagem implica, também, no aumento da energia necessaria para
a vibragao, significando aumento na frequéncia e no campo. Portanto, o que faz o
grupo metileno e metina terem um maior deslocamento quimico e estes apresentarem
uma menor densidade eletrénica, do que o grupo metila, (PAVIA, 2010).

Os hidrogénios do grupo CHs, produzem picos isolados e agudos, resultando
um sinal em tripleto ou dupleto. Neste caso, verifica-se um tripleto em 0.88 &, com um
J= 6.58 Hz, devido ao acoplamento com os dois hidrogénios dos H15. Para os
hidrocarbonetos de cadeia longa, as absor¢coes dos grupos CH e CH2 podem se
sobrepor formando um pico sem resolugdo, como € observado entre 1,4-1,2 ppm
(1.257 8). O espectro de RMN do composto sugere presenga de um grupo carbonila,
pois apresenta sinais de hidrogénio (H2) com deslocamento quimico entre 2,1-2,5
ppm (2.344%), e um J=7,60 devido ao acoplamento entre H2 e H3, ja que a
eletronegatividade deste grupo, diminui a blindagem dos hidrogénios ligados ao
carbono alfa carbonilico. Adicionalmente, a somatéria da integral aproximadamente

de 31 hidrogénios € compativel com C16H3202, forma molecular do acido palmitico.
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O espectro de *C RMN da subfragédo 63-66 é apresentado na Figura 16.

Figura 16:Espectro de Ressonancia Nuclear Magnética (RMN) de '3C da sub-fragdo
63-66 (100 MHZ-CDClIs)
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Pode-se observar o perfil caracteristico de um acido graxo como o acido
palmitico. Um sinal de carbono em 180 ppm referente ao carbono carbonilico, um sinal
mais protegido e sinais referentes a grupos metilénicos da cadeia carbénica do acido
graxo entre 22 e 35 ppm. A multiplicidade dos sinais pode ser obtida através do
experimento DEPT 135 (Figura 17). Como esperado, o sinal do carbono quaternario
da carbonila ndo é evidenciado, e os sinais dos grupos metilénicos e metila sdo

observados em fases opostas.
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Figura 17: Sub-espectro DEPT-135 obtido para a sub-fragao (400 MHZ, CDCI3)
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Com base em todos os dados espectroscopicos apresentados sobre a fragao
63-66 e em comparagao com dados citados na (NITBANI et al, 2015), podemos
inequivocamente afirmar que o acido palmitico € o componente principal dessa fragao
(Figura 18). A partir das analises por CG-MS, um método de alta sensibilidade,
podemos afirmar que na subfracdo 63-66 existe uma pequena quantidade de acido
estearico.

Figura 18: Estrutura quimica do acido palmitico

16 a
HsC 3 OH

Chemical Formula: C;4H3,0,
Exact Mass: 256,24
Molecular Weight: 256,42
m/z: 256.24 (100.0%), 257.24 (17.4%), 258.25 (1.5%)
Elemental Analysis: C, 74.94; H, 12.58; O, 12.48
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7.6. Avaliacao da atividade anti-inflamatoria de E. grandiflorus

Echinodorus grandiflorus, a espécie selecionada no presente estudo pertence
ao género Echinodorus. Este género apresenta uso tradicional em doencgas
inflamatorias. Trabalhos anteriores realizados pelo nosso grupo de pesquisa
descreveram a atividade anti-inflamatoria de E. grandiflorus em modelos in vitro e in
vivo (GARCIA et al., 2010; GARCIA, 2011; GARCIA et al., 2016a; GARCIA et al.,
2016b; OLIVEIRA et al., 2018). O presente trabalho teve como objetivo investigar o
potencial anti-inflamatério de fragdes e compostos isolados obtidos das partes aéreas
da Echinodorus grandiflorus. A avaliagao da atividade antinflamatéria foi realizada in
vitro via ensaios de inibicao da producao de citocinas pro-inflamatoria TNF-a e IL-1p.

Os ensaios in vitro foram realizados com a fragdo diclorometanica obtida por
particido direta do extrato etandlico das partes aéreas e com a sub-fracdo 63-66,
caracterizada inequivocamente com acido palmitico (vide item 4.2.4;4.3.2.4).

Um pré-requisito para realizagdo dos ensaios in vitro consiste na avaliagéo da
viabilidade celular nas concentragdes a serem testadas nos ensaios de inibicao de
liberagéo de citocinas. A fragdo diclorometanica apresentou viabilidade acima de 80%
nas trés concentragdes testadas. Os graficos estao representados pelas Figuras 19 e
20. Ja a sub-fracdo 63-66 apresentou baixa viabilidade celular na concentracdo de 90
Mg/mL e por isso ndo se avaliou a inibicdo da liberagdo de citocinas nessa
concentracao (Figuras 21 e 22).

Garcia e colaboradores (2016 b) demonstraram, em estudo in vitro, que
diferentes extratos e fragdes das folhas de E. grandiflorus inibem a produgao de TNF-
a em células THP-1 estimuladas por LPS. Os extratos mais ativos nesse ensaio foram
0os extratos etandlico a 50%, aquoso e diclorometanico, bem como uma fragao
enriquecida em flavonoides. No presente trabalho obteve-se inibicao significativa de
TNF-a e IL-1 B em células THP-1 estimuladas por LPS, para a fracao diclorometanica,
produzida a partir de particao dos extratos etandlicos das partes aéreas da espécie.
A fracdo DCM apresentou uma porcentagem de inibicao para TNF-a, 58,00 £ 35,17;
81,59 £ 21,26; 88,81 + 7,70 nas concentracoes testadas de 10, 30 e 90 (ug/mL),
respectivamente. Este resultado pode estar relacionado, principalmente com a
composi¢ao da fracdo diclorometanica, enriquecida em acidos graxos e diterpenos,
0s quais apresentam uma literatura vasta quanto a atividade anti-inflamatoria.

Provavelmente, ocorre um efeito sinérgico entre os acidos graxos, como o acido
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palmitico e o acido estearico e os diterpenos, o que intensifica a atividade anti-
inflamatadria. De acordo com Intahphuak, Khonsung e Panthong (2009); o éleo de coco
virgem contém inumeros acidos graxos em sua composi¢do, tais como acido
palmitico, estearico, oleico entre outros, apresentou atividade anti-inflamatéria e
analgésica em diferentes modelos in vivo testados. Em ensaios de inflamacgao aguda,
o0 Oleo de coco apresentou efeitos anti-inflamatérios moderados em modelos de
edema de orelha induzida por etil-fenilpropiolato e em edema de pata induzido por
carragenina e o acido araquidénico. Além disso, o 6leo de coco demonstrou agao
sobre a inflamacgao crénica, apresentando reducédo de exdutados e na formacao de
granuloma. Estes resultados sustentam os resultados obtidos no presente trabalho. A
sub-fragdo 63-66 (acido palmitico), na concentragdo de 10 pg/mL n&o apresentou
atividade para a inibicdo de TNF-q, pois a porcentagem de inibigdo obtida foi inferior
a 50% (31,71 £ 21,39). No entanto, na concentragdo de 30 pyg/mL, essa subfracao foi
ativa apresentando uma inibicao de 67,39 + 13,20. Contrariamente aos resultados
aqui apresentados, Wu et al. (2014) relataram que o acido palmitico é capaz induzir a
expressao do TNF-a nas células da musculatura lisa vascular.

A fracao diclorometanica demonstrou ser mais potente em inibir a producgéo de
IL1-B em células THP-1 estimuladas por LPS. Ja que inibicdo de IL-1B foi de 59,31 +
10,44; 86,84 + 9,85; 94,79 £ 1,95. A sub-fracdo 63-66 (acido palmitico) inibiu a
liberacdo de IL-1B apenas na concentragédo de 30 ug/mL (55,18 + 16,51). A citocina
IL1-B € um dos mediadores centrais da inflamacao, dessa forma, sugere-se que a
fracdo diclorometanica apresenta uma propriedade anti-inflamatoria mais efetiva, do
que a sub-fracdo 63-66, provavelmente devido ao sinergismo dos diferentes
constituintes dessa fracdo. A fragao diclorometanica foi capaz de inibir efetivamente a
liberacdo de IL1-B e TNF-a. Essas citocinas sao chaves na cascata inflamatoria. TNF-
a é uma citocina pro-inflamatéria responsavel por induzir outros mediadores
inflamatorios como INOs e ROS, que consequentemente irdo intensificar o processo
inflamatdrio. Além disso, TNF-a promove a liberacéo da IL-1 (3, via ativacdo do NF-kB
(BAHIA & SILAKAR, 2010).
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Figura 19: Atividade da fragao diclorometanica da E. grandiflorus avaliada nas doses
10,30,90 u/mL"" sobre a inibigdo de produgdo de TNF-a pelas células THP-1
estimuladas por LPS
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As barras representam EPM (n=3). As médias foram analisadas por analise de varidncia a um critério
(ONE WAY ANOVA), seguido de comparagdes multiplas de Newman-Keuls (p < 0,05%, p < 0,01** e p <
0,005***), comparadas ao grupo controle (células +LPS).
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Figura 20: Atividade da sub-fragdo 63-66/acido palmitico obtida do fracionamento em
coluna de silica gel flash a partir da fragcdo metanolica 1B avaliada nas doses de 10,
30 pg/ml*! sobre inibicdo de producgédo de TNF-a em células estimuladas por LPS
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As barras representam EPM (n=3). As médias foram analisadas por andlise de variancia a um critério
(ONE WAY ANOVA), seguido de comparagdes multiplas de Newman-Keuls (p < 0,05%, p <0,01** e p <
0,005***), comparadas ao grupo controle (células+LPS)
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Figura 21: Atividade da fragao diclorometanica da E. grandiflorus avaliada nas doses

10, 30png/mL-1 sobre a inibigdo de producao de IL-1B3 em células THP-1 estimuladas
por LPS
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As barras representam EPM (n=3). As médias foram analisadas por andlise de variancia a um critério
(ONE WAY ANOVA), seguido de comparacées multiplas de Newman-Keuls (p < 0,05%, p<0,01** e p <
0,005***), comparadas ao grupo controle (células + LPS).
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Figura 22: Atividade da sub-fragdo 63-66/acido palmitico obtido por fracionamento em
coluna de gel flash a partir da fragdo metandlica 1B das partes aéreas da E.
grandiflorus avaliada nas doses de 10, 30 ug/mL-"! sobre a inibi¢cdo de producao de II-

1 B em células THP1 estimuladas por LPS.
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As barras representam EPM (n=3). As médias foram analisadas por andlise de variancia a um critério
(ONE WAY ANOVA), seguido de comparagdes multiplas de Newman-Keuls (p < 0,05%, p <0,01** e p <
0,005***), comparadas ao grupo controle (células + LPS).



Figura 23:Fluxograma das etapas desenvolvidas no presente trabalho
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8.CONCLUSOES

A fragao diclorometanica obtida e a sub-fracdo 63-66 apresentaram atividade
anti-inflamatéria em modelos bioloégicos in vitro, quanto a inibigdo da produgao de
TNF-a e IL-18 em culturas de células THP-1 estimuladas com lipopolissacarideo
(LPS). Do ponto de vista quimico, analises cromatograficas possibilitaram otimizar o
processo extrativo e enriquecimento em acido graxos e diterpenos classe de
compostos citadas na literatura com atividade antiinflamatéria. Em contrapartida, o
estudo fitoquimico desses extratos e fragées apresentou uma grande dificuldade no
isolamento de constituintes ativos, provavelmente devido a presencga de grupos acidos
que promovem cauda no processo cromatografico e consequente baixa resolugédo. O
constituinte da sub-fracdo 63-66 teve estrutura quimica elucidada por métodos
espectrométricos usuais como sendo acido palmitico. Portanto, os resultados indicam
a espécie de chapéu de couro como uma fonte de substancias lipofilicas bioativas
com potencial atividade para o tratamento de doencas inflamatérias mediadas pelo

IL1-B e TNF-a, como a artrite gotosa.
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