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RESUMO

Acmella oleracea (Asteraceae), popularmente conhecida como jambu, € uma
espécie utilizada no norte do Brasil e regides tropicais do planeta em funcao de suas
propriedades medicinais de combate a dor de dente e afec¢bes bucais, além de seu
uso como ingrediente na culinaria, devido ao efeitos de pungéncia e salivacdo. Sua
composicdo conta com a presenca de N-alquilamidas, metabdlitos formados por
uma cadeia longa alifatica, ligada a uma porcao amida e radical posterior especifico,
sendo o espilantol o metabdlito mais conhecido, além de estar associado as
propriedades biolégicas da espécie. As N-alquilamidas estdo conectadas a
propriedades farmacoldgicas, tais como anti-inflamatoria, analgésica, estimulante,
diurética, anti-obesidade, antisséptica dentre outras. Desta forma, este trabalho
procurou avaliar a composi¢do quimica de N-alquilamidas presentes nos extratos de
folhas (AOEE-L) e flores (AOEE-F) de A. oleracea, através da técnica de CLAE-ESI-
MS/MS, além de efeitos anti-inflamatérios in vitro empregando-se a linhagem celular
A7r5 (células vasculares de muasculo liso), através da inibicdo da atividade da
enzima quimase, oxido nitrico (NO) e aspectos antioxidantes. Aléem disso, avaliou-se
a atividade anti-inflamatéria in vivo, através do ensaio de edema em pata de ratos
com inducao por formalina, analise de NO plasmatico, parametros bioquimicos e
avaliacao histologica. Os resultados para as analises quimicas revelaram a presenca
de onze N-alquilamidas distintas, distribuidas entre ambos os extratos. A avaliacéo
in vitro resultou em inibicdo de 79,4% de quimase para AOEE-L, 89,2% para AOEE-
F e 66,3% para espilantol, nas doses maximas ensaiadas. A avaliacdo antioxidante
resultou em reducédo da producado de 6xido nitrico em até 70% (extratos e espilantol),
reducéo de 60,2, 75,8 e 39% para o anion O,", e aumento de cinco a sete vezes na
atividade de CAT, para AOEE-L, AOEE-F e espilantol em suas doses maximas. Para
0S ensaios in vivo, a dose de 100 mg/kg dos extratos AOEE-L, AOEE-F e 6,2 mg/kg
de espilantol, reduziram em 80, 90 e 100% a formacdo do edema, decorridos 240
min do tratamento, respectivamente. Quanto ao NO plasmatico, houve uma reducao
na sua formacédo em torno de 79, 76,1 e 94,5%, para AOEE-L, AOEE-F e espilantol,
nas doses maximas testadas. Os cortes histologicos demonstraram uma reducéo do
infiltrado leucocitario apds o tratamento com o0s extratos e espilantol. Verificou-se
gue nenhum extrato ou mesmo o espilantol induziu toxicidade hepética ou renal,
conforme avaliado pelos parametros bioquimicos. O mecanismo de acdo proposto
para a atividade anti-inflamatoria dos extratos de A. oleracea envolve a inibicdo de
guimase, reducdo de NO e atividade antioxidante. A atividade anti-inflamatoéria
significativa verificada no presente trabalho prova que A. oleracea e espilantol
possuem potencial para o desenvolvimento de um possivel medicamento anti-
inflamatorio.

Palavras-chave: Acmella oleracea, N-alquilamidas, espilantol, quimase e inflamacéo.






ABSTRACT

Acmella oleracea (Asteraceae), popularly known as jambu, is a species used
in northern Brazil and tropical regions of the planet due to its medicinal properties to
combat toothache and oral diseases, in addition to its use as an ingredient in
cooking, due its pungency and induction of salivation. The chemical composition
includes the presence of N-alkylamides, metabolites composed by a long aliphatic
chain linked to an amide portion and a number of specific radicals. Spilanthol is the
most well-known metabolite, associated with the biological properties of Acmella
oleracea. N-alkylamides are associated to a number of pharmacological properties,
such as anti-inflammatory, analgesic, stimulant, diuretic, anti-obesity, antiseptic,
among others. In this way, this work aims to evaluate the chemical composition of N-
alkylamides present in the extracts of leaves (AOEE-L) and flowers (AOEE-F) of A.
oleracea, by CLAE-ESI-MS/MS, the anti-inflammatory in vitro activity using the cell
line A7r5 (vascular smooth muscle cells), by inhibition of chymase enzyme activity,
nitric oxide (NO) and also antioxidant aspects. The anti-inflammatory activity was
also evaluated in vivo, using the formalin-induced rat paw edema assay, plasma NO
analysis, biochemical parameters and histological evaluation. The results for the
chemical analysis revealed the presence of eleven distinct N-alkylamides, distributed
between both extracts. The in vitro evaluation resulted in an inhibition of 79.4% of
chymase activity for AOEE-L, 89.2% for AOEE-F and 66.3% for spilanthol, at the
highest concentrations tested. The antioxidant evaluation resulted in a reduction of
nitric oxide production by up to 70% (extracts and spilanthol), a reduction of 60.2,
75.8 and 39% for the anion O,", and an increasement of five to seven times the CAT
activity, for AOEE-L, AOEE-F and spilanthol in their highest concentrations. For the in
vivo tests, the dose of 100 mg/kg of AOEE-L, AOEE-F and 6.2 mg / kg of spilanthol
extracts, reduced edema formation by up to 80, 90 and 100%, after 240 min of
treatment, respectively. As for plasma NO, a reduction in its formation around 79,
76.1 and 94.5% was detected, for AOEE-L, AOEE-F and spilanthol, at the highest
doses tested. Histological sections showed a reduction in leukocyte infiltrate after
treatment with extracts and spilanthol. It was found that extracts or spilanthol did not
induce hepatic or renal toxicity, as assessed by appropriated biochemical
parameters. The proposed mechanism of action for the anti-inflammatory activity of
A. oleracea extracts involves chymase inhibition, NO reduction and antioxidant
activity. The significant anti-inflammatory activity verified in the present study proves
that A. oleracea and espilantol have potential for the development of a possible anti-
inflammatory phytomedicine.

Key-words: A. oleracea, spilanthol, N-alkylamides, chymase and inflammation.
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1 INTRODUCAO







O interesse por medicamentos de origem totalmente sintética vem decaindo
nos ultimos anos, observado o baixo indice de producdo de novos farmacos pela
industria  (ATANASOV et al.,, 2015). Newman e Cragg (2016) realizaram um
extensivo levantamento a respeito de novos farmacos aprovados entre os anos de
1981 e 2014. De um total de 1.562 moléculas, aproximadamente 50% foram
originadas de produtos naturais (RAO et al., 2019).

Além de inspiracdo para a descoberta de novos farmacos desde o século XIX,
0s produtos naturais tém sua atencéo voltada para a era contemporanea devido ao
Seu uso étnico e caracteristicas quimicas que podem favorecer maior adaptacao de
ligantes, como anéis aromaticos e maior presenca de carbonos quirais (DAVISON;
BRIMBLE, 2019). Dentre inumeras fontes de obtencdo de produtos naturais, as
plantas pertencem ao maior grupo produtor de metabdlitos secundarios bioativos
descritos (NEWMAN; CRAGG, 2016). Desde o periodo circundante a segunda
guerra mundial (1940) até hoje, as plantas, dentre animais, fungos e bactérias,
originaram aproximadamente um terco (39,1%) dos produtos naturais utilizados
como precursores de farmacos. No entanto, apenas 70.000 espécies com potencial
terapéutico foram exploradas (BOY et al., 2018).

Os avancos tecnoldgicos envolvendo a espectroscopia nas décadas de 1980
e 1990 propiciaram melhores estudos de exploracdo, investigacdo, separacao e
elucidacdo de estruturas quimicas presentes em extratos vegetais (BORGES et al.,
2017). No entanto, devido a complexidade de suas matrizes, necessitam evolucéo e
avanco em tecnologias para acompanhar novas descobertas na investigacdo e
estudo de metabolitos ( BRANDAO; DUARTE; DUARTE, 2019).

Dentre as classes de metabdlitos provenientes de plantas, encontram-se as
N-alquilamidas, um grupo de moléculas formado por uma cadeia longa alifatica ou
aromatica, poliinsaturada derivada de um acido graxo, conectado a uma porgao
amida, com um radical curto ligado ao nitrogénio (BOONEN et al., 2012). As N-
alquilamidas pertencem a uma classe de compostos que tem despertado grande
relevancia nos ultimos anos, uma vez que diversas plantas medicinais contendo
esses metabdlitos possuem grande popularidade como condimento alimenticio, além
de propriedades terapéuticas para tratamento de afec¢des bucais e dores de dente
(GULLEDGE et al., 2017; KUMAR, 2018). Cerca de 300 compostos pertencentes a
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esta classe ja foram isolados, tendo suas estruturas elucidadas e avaliadas quanto a
seus efeitos farmacoldgicos (RIOS; OLIVO, 2014).

As espécies vegetais que sintetizam N-alquilamidas estdo distribuidas em
mais de 35 familias (WYNENDAELE et al., 2019), podendo ser encontradas em
regides tropicais, de clima quente e umido, como por exemplo, norte do Brasil,
China, india, Malasia, México e Tailandia (RIOS; OLIVO, 2014). Espécies vegetais
oriundas da familia Asteraceae possuem destaque, em especial para as tribos
Anthemideae, Heliantheae e Senecioneae, pelo motivo de serem a Unicas
produtoras de amidas contendo alcinos na porcao poliinsaturada da cadeia longa
derivada dos &cidos graxos (BOONEN et al., 2012). Entre as espécies pertencentes
a essa familia, encontra-se a Acmella oleracea (L.) R.K Jansen (tribo Heliantheae),
tipicamente encontrada no norte do Brasil (Par4, Amazonas e Rondonia), e
popularmente chamada de jambu, agrido-do-Brasil, abecedaria, ou agridao-do-Para
(PAULRAJ, 2013).

Acmella oleracea (L.) R.K. Jansen é um arbusto rasteiro com altura média de
aproximadamente 30 centimetros, folhas ovaladas sinuosas e denteadas, com
capitulos florais amarelados com extremidade purpura-avermelhada (FAVORETO &
GILBERT, 2010). A espécie é tipicamente utilizada como condimento culinario em
pratos regionais, como tacaca e tucupi (SHINOHARA et al., 2014), em funcéo do
seu sabor pungente e a propriedade sialagoga (salivante). Seu uso popular se da
pelo efeito analgésico e anti-inflamatorio auxiliando no tratamento de dores de dente,
estomatites, resfriados, dermatites e também em funcdo dos efeitos estimulante,
digestivo, emenagogo e sialagogo (PAULRAJ, 2013).

Considerando-se o uso popular da espécie A. oleracea, uma série de estudos
foram relatados na literatura, sendo investigadas as propriedades analgésicas
(BOONEN et al.,, 2010; DALAZEN et al.,, 2018; DUBEY et al., 2013), diurética
(GERBINO et al., 2018), anti-inflamatéria (BAKONDI et al., 2019; CONTI et al., 2019;
KIM et al., 2018; WU et al., 2018), anti-obesidade (HUANG et al., 2019), afrodisiaca
(SHARMA et al., 2011), dentre outras. Os efeitos farmacoldgicos descritos para a
espécie, de forma geral sdo atribuidos as N-alquilamidas, sendo o espilantol a
molécula mais conhecida, além de ser considerado o composto bioativo de A.
oleracea (MONROE et al., 2016).
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Nesse sentido, as patologias decorrentes de processos inflamatérios séo
mencionadas como alvos importantes para o0 desenvolvimento de novos
medicamentos ou terapias. Como exemplos, cabe citar diferentes tipos de artrites,
aterosclerose, doenca de Crohn, asma, Diabetes mellitus, doenca de Alzheimer,
doenca de Parkinson, cancer, além de danos relacionados a sindrome metabdlica e
progressao de tumores (TASNEEM et al., 2019). Todas estas de carater cronico, ou
seja, o periodo primario de combate inflamatério, denominado agudo, tem sua
duracdo de poucos dias estendida para meses ou anos, levando a efeitos
degenerativos de alto grau de impacto (AGARWAL; NAKARA; SHANMUGAM,
2019).

Nos processos inflamatérios, mastécitos, macréfagos e neutrdfilos, séo
responsaveis pela mobilizacdo de outros agentes (histamina, serotonina) e
mecanismos de defesa, além de da liberacdo de cininas e citocinas, sinalizando os
efeitos iniciais definidos como rubor, inchago, prurido e calor (MADJENE et al.,
2019). Mastocitos sao encontrados nos tecidos de contato direto com o ambiente
externo, ou seja, vias aéreas, derme e sistema gastrointestinal, e desempenham um
papel importante na inflamacédo por intermédio da liberacdo de seus gréanulos
contendo proteases chamadas de triptase e quimase (CONTI et al., 2019).

A quimase é considerada um agente pro-inflamatério que estimula
interleucinas, como IL-1B, IL-6, IL-8, IL-T8, fator de crescimento tumoral beta (TGF-
B) e neutrdfilo peptideo 2, além de fazer a conversdo de angiotensina | em
angiotensina I, especialmente no tecido cardiaco (80%) (ATIAKSHIN;
BUCHWALOW,; TIEMANN, 2019), promovendo processos de angiogenénese,
aneurisma de aorta, fibrose e infarto cardiaco e outros relacionados com inflamacéo
crbnica, contribuindo como agravante em muitas das doencas da
contemporaneidade (MIYAZAKI et al., 2006).

Grande parte dos farmacos anti-inflamatorios disponiveis no mercado néo
responde de maneira satisfatoria e totalitaria as doencas mencionadas, além de
proferir efeitos adversos indesejaveis (KHISHORE et al., 2019). Desta maneira, este
trabalho visa a busca de um agente anti-inflamatério a partir da espécie Acmella
oleracea (L.) R.K. Jansen, popularmente empregada para o tratamento de diversas
desordens, incluindo disturbios relacionados a inflamacdo, utilizando-se tanto

extratos etandlicos quanto o produto isolado espilantol.

27






2 OBJETIVOS







2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral deste trabalho é a avaliacdo do efeito anti-inflamatorio dos
extratos etandlicos brutos de flores e folhas da espécie Acmella oleracea (L.) R.K.
Jansen e do composto isolado espilantol, através do modelo de edema de pata
induzido por formalina em ratos (in vivo), e em VSMC (células musculares lisas

vasculares) em meio hiperglicémico (in vitro).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Os objetivos especificos deste trabalham contemplam:

e Avaliacdo quantitativa e comparativa dos perfis de N-alquilamidas presentes nos
extratos brutos de flores e folhas de Acmella oleracea (L.) R.K. Jansen, atraves de
técnica de analise cromatografica por cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplada a um detector de massas (CLAE/ESI-MS-MS) de alta resolucéo;

e Isolamento e caracterizacdo do composto espilantol para avaliacdo biolégica e
farmacologica em ensaios in vitro e in vivo

e Investigacdo in vitro da viabilidade celular (método de MTT), atividade
antioxidante (atividade da enzima catalase e producdo do radical anion
superoéxido) e producéo de oxido nitrico (NO) para os extratos e para o espilantol
em células do tecido liso vascular (VSMC), linhagem A7r5;

e Avaliacao in vitro do efeito anti-inflamatério dos extratos e espilantol em células do
tecido liso vascular (VSMC), linhagem A7r5, por inducdo de inflamacdo em meio
hiperglicémico, através da inibicdo de quimase;

e Investigacao in vivo do potencial anti-inflamatorio dos extratos e espilantol através
da metodologia de edema de pata induzida por formalina em ratos Wistar,
seguido de avaliacao histolégica do tecido e determinacdo da producdo de Oxido

nitrico (NO) no soro coletado dos animais.
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3 REVISAO DA LITERATURA







3.1 PLANTAS MEDICINAIS COMO FONTE DE PRODUTOS NATURAIS

As plantas medicinais sempre foram alvo de curiosidade dos seres humanos,
seja pela crenca em seus poderes magicos ou pelo atrativo natural encontrado nas
cores, odores e formas. Relatos descritos em papiros foram encontrados desde a
antiga Mesopotamia em 2600 a.C, passando para o Egito em 1550 a.C,
compreendendo acervos com mais de 1.000 plantas que poderiam auxiliar no
tratamento de enfermidades ou por simplesmente possuirem atrativos aromaticos e
comestiveis (RAO et al.,, 2019). O desenvolvimento desta cultura etnoboténica
circundou a China e India, onde a medicina tradicional foi derivada dessas antigas
civilizagbes prevalencendo fortemente até a atualidade. Ja em paises ocidentais
essa cultura foi extensamente desenvolvida a partir dos povos Greco-romanos
(PATWARDHAN, 2005).

Durante o periodo da idade média, entre os séculos V e Xlll, o uso de plantas
esteve associado a bruxaria e rituais satanicos. Este preceito destituiu-se com a
chegada da tipografia nos séculos XV e XVI, sendo aprofundado no século XVIII, por
Anton von Storck e Wiliam Withering através de investigacdes cientificas
(PATWARDHAN, 2005). No inicio do século XIX, Friederich Setlrner isolou o
primeiro analgésico narcético a partir do latex da papoula (Papaver somniferum L.) e
o batizou de morphium (morfina), ponto de partida para o aprofundamento de
pesquisas conduzidas com o isolamento de metabdlitos de plantas medicinais na
época. Logo apéds, outros alcaloides foram isolados a partir de fontes vegetais, como
a cafeina, a cocaina, a atropina e a capsaicina, bem como a sintese total do acido
acetilsalicilico em 1853. Com a descoberta da penicilina em 1928, foi iniciada a era
dos antibidticos, que expandiram de forma acentuada sua utlizacdo durante o
século XX em diante (ATANASOV et al., 2015).

A descoberta de novos farmacos teve um grande impulso durante e apos o
periodo da 22 Guerra Mundial. A expansdo das industrias financiadas por paises
envolvidos na guerra, principalmente a Alemanha, fomentou bases de busca, bem
como pesquisa clinicas (realizadas de forma néo regulamentada bioeticamente) e
engenharia. Segundo Borges e colaboradores (2017), os avancos na area da
cromatografia e espectroscopia nas décadas de 80 e 90 possibilitaram um

incremento no numero de publicacdes contendo derivados de origem vegetal, devido
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a modernizacdo das técnicas de identificacdo, separacdo e elucidacdo de
metabdlitos de interesse (BRANDAO; DUARTE; DUARTE, 2019). Em uma reviséo a
respeito de novos farmacos realizada por Newman e Cragg (2016) dentre os anos
de 1981 a 2014, os autores apontam que foram aprovadas 1.562 novas moléculas,
dentre elas 54 metabdlitos totalmente naturais, 268 moléculas derivadas de
metabdlitos naturais e cinco farmacos sintetizados utilizando-se grupos farmacoforos
de metabdlitos secundarios, totalizando 21,2% de novos farmacos.

Das drogas aprovadas pelo Food and Drug Administration (FDA) desde a
década de 1940, 39,1% sao oriundas de produtos naturais, dentre o uso clinico
majoritario voltado para o combate do cancer, 48,9% séo derivados de produtos
naturais. Cerca de 200.000 metabdlitos isolados e com comprovada a¢éo bioldgica
estdo descritos na literatura, demostrando sua relevancia ao longo dos anos e cada
vez mais agregando novas fontes de terapia no combate a enfermidades, sindromes
e patologias (BOY et al., 2018).

No Brasil em 2006 o Decreto n° 5.813 em conjunto com a Portaria
Interministerial n° 2.960/2008, criou o Comité Nacional de Plantas Medicinais e
Fitoterapicos. O objetivo foi verificar a ampliacdo das opcdes terapéuticas aos
usuarios e a garantia de acesso a plantas medicinais e fitoterapicos e servigos
relacionados pelo Sistema Unico de Saltde (SUS), além de acompanhar as
iniciativas de promocao a pesquisa, desenvolvimento de tecnologias e inovacdes
nas diversas fases da cadeia produtiva. O comité conta com a participacdo de varios
ministérios e representantes de assuntos especificos. Em 2009, foi criada a Relacao
Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao SUS (RENISUS), voltada para a
ampliacdo de dados técnico-cientificos de seguranca e eficacia, e abrangendo 71
espécies com potencial terapéutico (BRASIL, 2006; BRASIL, 2009).

Em 2016, através de incentivos e da promocdo da Politica Nacional de
Plantas Medicinais e Fitoterapicos (PNPMF), foi desenvolvido o Memento
Fitoterapico da Farmacopeia Brasileira contendo monografias de plantas medicinais,
formas de utilizacdo, aspectos farmacolégicos e toxicoldgicos, trazendo evidéncias
cientificas, com o intuito de orientar a conduta de prescricdo de plantas e
fitoterapicos no Brasil (BRASIL, 2016). Em 2011, a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) lanca o Formulario de Fitoterdpicos da Farmacopeia Brasileira,

cujo 1° suplemento foi aprovado em 2018, objetivando divulgar monografias para o
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uso de plantas medicinais, e propiciar incentivo a producdo de fitoterdpicos no
ambito das Farmécias Vivas.

A PNPMF em conjunto com a Politica Nacional de Préticas Integrativas e
Complementares no SUS (2015), oferta servicos de fitoterapia em mais de 1.107
municipios Brasileiros em 26 Unidades Federativas. Entre os anos de 2015 a 2019
foram dispensados mais de 10 milhdes de fitoterapicos pela rede de atencdo basica
a saude (BRASIL, 2019). Os medicamentos constam na Relacdo Nacional de
Medicamentos Essenciais (RENAME, 2020) e séo indicados, por exemplo, para uso
ginecolodgico, tratamento de queimaduras, auxiliares terapéuticos de gastrite e
Ulcera, além de medicamentos com indicacao para artrite e osteoartrite. Dentre os
treze medicamentos fitoterapicos disponiveis, quatro deles possuem acdo anti-
inflamatoria comprovada: espinheira santa (Maytenus ilicifolia Mart. ex Reissek),
garra-do-diabo (Harpagophytum procumbens DC. ex Meissn.), salgueiro (Salix alba
L.) e unha-de-gato (Uncaria tomentosa (Willd. ex Roem. & Schult.).

Marmitt e colaboradores (2015) realizaram um estudo de revisdo acerca de
plantas com propriedade anti-inflamatoria citadas na RENISUS, abrangendo
trabalhos publicados entre os anos de 2009 a 2013, e envolvendo estudos
farmacologicos clinicos e pré-clinicos para as possiveis espécies. Das 452
publicacbes mencionadas, 44 relacionavam estudos com plantas listadas na
RENISUS. Porém quando avaliadas as propriedades anti-inflamatorias, apenas 10
espécies foram citadas, destacando flavonoides como os metabdlitos majoritarios
associados a estas ac0es terapéuticas.

Até o ano de 2016, mais de 45.000 espécies de plantas pertencentes a flora
brasileira foram investigadas ao longo de 28 anos, apresentando comprovacao
cientifica por investigacdo de mecanismos de acdo. O consumo de espécies como a
castanha-do-Brasil (Bertholletia excelsa Bonpl., Lecythidaceae), por exemplo, em
pacientes em processo de hemodidlise demonstrou reduzir a expressao de citocinas
pro-inflamatérias (TNF-a e IL-6) plasmaticas, promovendo uma reducdo no risco
aterogénico e inflamatério (STOCKLER-PINTO et al., 2014). Extratos de acai
(Euterpe oleracea Mart., Arecaceae), uma espécie comumente utilizada como
alimento, expressaram alto potencial antioxidante reduzindo danos lesivos a
membrana celular, DNA, entre outros correlacionados com inflamacao, estando tais

efeitos relacionados a presenga de antocianos e acidos fenolicos (MATHEUS et al.,
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2006). Outra espécie dotada de atividade anti-inflamatoria, a espinheira-santa
(Maytenus ilicifolia  Mart. ex Reissek, Celastraceae), demonstrou efeitos
gastroprotetivos pela inibicdo de receptores histaminérgicos H,, responséaveis pela
producdo de acido cloridrico (SANTOS-OLIVEIRA; COULAUD-CUNHA; COLACO,
2009). A erva-baleeira (Varronia curassavica Jacq. sin. Cordia verbenacea DC.,
Boraginaceae) provou seus efeitos anti-inflamatorios pela redugcédo da migracdo de
leucdcitos, inibicdo de interleucinas, bem como ciclooxigenases, atribuido aos
flavonoides e terpenos presentes em seu Oleo essencial (STAKE-NILSSON et al.,
2011). Tais evidéncias terapéuticas levaram ao desenvolvimento e producdo do
primeiro medicamento fitoterapico nacional, o Acheflan®, lancado em 2005 em
formato de gel topico e posteriormente, spray (2007), com indicacdo para processos
inflamatorios dolorosos, como contusdes e tendinites (PASSOS et al., 2007; DUTRA
et al., 2016).

Um estudo de revisdo mais amplo sobre o espectro anti-inflamatério de
plantas medicinais empregando-se diversos modelos pré-clinicos in vitro e in vivo,
principalmente pelo método de inducédo de edema de pata, ressaltou a importancia
de metabdlitos amplamente estudados e com relativa popularidade, como
curcumina, colchicina, resveratrol, capsaicina, quercetina, acetato de amirina,
filicena, acido oleanoico, entre outros, obtidos das plantas Thymus serpyllum
(serpilho), Syzygium aromaticum (cravo-da-india), Salvia triloba (salvia-do-
Mediterraneo), Rosmarinus officinalis (alecrim), Origanum majonara (manjerona),
Ligustrum lucidum (ligustro), Lavandula latifolia (alfazema). Dentre os mecanismos
anti-inflamatorios investigados, estéo a reducédo de interelucinas (IL-1, IL-6 e TNF-a),
leucotrienos e prostaglandinas pela inibicdo de ciclooxigenases e lipoxigenases,
além de fatores de transcricdo (AZAB; NASSAR; AZAB, 2016).

Segundo revisdo conduzida por Dutra e colaboradores (2016), ao longo de 28
anos mais de 34.614 trabalhos foram publicados, tanto em periddicos nacionais
guanto internacionais, realizados por pesquisadores brasileiros. Nestes trabalhos
foram enfatizadas as propriedades medicinais, usos etnofarmacolégicos, estudos de
seguranca, elucidacdo de metabdlitos secundarios e mecanismos de acao para
plantas nativas e exéticas cultivadas no Brasil. Com relacdo as classes quimicas,
foram citados flavonoides, taninos, alcaloides, antocianos, glicosideos cardiotonicos,

iridoides e N-alquilamidas apresentando relevancia na medicina e na pesquisa.
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Porém a existéncia de um fator limitando o avanco de estudos, como auséncia de
pequisas clinicas, pode ser atribuido a complexidade da estrutura quimica de alguns
metabolitos, toxicidade e auséncia de dados farmacocinéticos (DAVISON;
BRIMBLE, 2019).

3.2 A CLASSE DAS N-ALQUILAMIDAS

N-alquilamidas, alcamidas ou alquenamidas constituem uma classe de
metabdlitos secundarios provenientes de alguns fungos e bactérias, e
majoritariamente a partir de espécies vegetais. Possuem baixo peso molecular
(abaixo de 300 daltons) e sdo constituidas por uma cadeia alifatica poliinsaturada
oriunda de acidos graxos, ligada a um grupamento amino, com a porgao posterior ao
nitrogénio sendo um radical pequeno (RIOS; OLIVO, 2014), conforme demonstrado

na Figura 1.

Terminagoes R3:
0 Isobutilamid ieltilami \/Q
dk sobutilamidas MNH\‘/ Fenieltilamidas -\NH
R1 R3
Nl/ 2-metil-butilamidas MNHY\ Capsaicinoides ENH\UOM

L OH
R2 Pirrolidinamidas \N/i Piperidinamidas KD

Figura 1. Estrutura basica para as N-alquilamidas e suas subdivisdes de acordo com
alguns dos substituintes encontrados na posicao R3.

Em R1, geralmente se encontram cadeias médias (Cg a C;5), diversificadas
pelo nimero e tipo de insaturacdes, ligacdes planares com certa estabilidade, bem
como isomeria cis (Z) e trans (E), tendo a possivel presenca de heteroatomos na
cadeia ou formacédo de aneis aromaticos. Em R2, frequentemente tem-se atomos de
hidrogénio ligados ao nitrogénio, sendo que poucas sao as espécies de plantas que
produzem compostos contendo ligantes diferentes para este radical. O radical R3 &
uma posicdo importante para as N-alquilamidas, uma vez que, diferentes
classificacbes para estes metabolitos irdo ocorrer de acordo com o do tipo de

substituinte encontrado. Ao todo, sdo sete subdivisbes descritas na literatura:
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isobutilamidas, 2-metil-butilamidas, fenetiletilamidas, piperidina e pirrolidinamidas,
espermidinamidas e putrecinamidas, capsaicinoides e triptaminamidas (KUMAR
KUMAR; BHATT, 2018; BOONEN et al., 2012).

As N-alquilamidas podem ser encontradas em 35 distintas familias de
espécies vegetais, dentre as quais, as mais importantes sdo: Asteraceae (tribo
Anthemideae, géneros Achillea, Anacyclus, Artemisia; tribo Heliantheae, géneros
Acmella, Spilanthes), = Annonaceae, @ Amaranthaceae, Fabaceae  (tribo
Aeschynomeneae, géneros Arachis, Echinaceae, Helianthus, Heliopsis), Lauraceae,
Piperaceae (género Piper) e Rutaceae (género Zanthoxylum) e Solanaceae
(KUMAR; BHATT, KUMAR., 2018). Sua funcédo bioldgica ocorre principalmente por
regular e atuar no crescimento da planta, havendo uma correlacdo entre o
alastramento da raiz e acumulo de alcamidas, na defesa contra herbivoros, entre
outras fun¢des ndo completamente elucidadas (DIAS et al., 2012).

A rota de biossintese das N-alquilamidas difere entre as familias botanicas
guanto a derivacdo da cadeia longa ou aminoacido precursor da amida. No caso das
Asteraceas, a porcao da cadeia alifatica em R1 ocorre através dos acidos graxos
acido oleico (w3), linoleico (w6) e crepénico, derivados da rota policetidica, por meio
de sucessivas reacdes de B-oxidacdo e oxidacdo, encurtando a cadeia lipidica. A
insercdo de ligacbes duplas e triplas € realizada por enzimas denominadas
desnaturases e desidrogenases. A por¢ao amida provém por catalise enzimatica dos
aminoacidos valina, isoleucina, fenilalanina, tirosina e leucina, subsequenciando a
terminacdo da cadeia em isobutilamidas, 2-metil-butilamidas, fenetiletilamidas, 4-
hidroxi-fenetiletilamidas e isopentilamidas, respectivamente, conforme ilustra a
Figura 2. Tanto a posi¢cdo quanto o numero de insaturacdes presentes na molécula
sdo considerados marcadores quimiotaxonémicos para determinadas familias de
plantas, como por exemplo, em N-alquilamidas produzidas pelas espécies da familia
Asteraceae, tribos Heliantheae e Anthemideae, conferindo a formac&o de exclusiva
de alcinos (RIOS; OLIVO, 2014; BOONEN et al., 2012).

O uso tradicional de espécies vegetais contendo metabdlitos pertences a
classe das N-alquilamidas varia conforme a cultura regional de cada local. De
maneira geral, as plantas sdo utilizadas em preparacdes culinarias devido ao realce
conferido ao paladar pela pungéncia, picancia e efeito sialagogo em paises com

clima tropical e subtropical, como México, Brasil, Tailandia, india, Malasia. As
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alcamidas também sdo utilizadas pelas propriedades medicinais no alivio da dor de
dente pelas propriedades analgésicas, sendo também descritas as propriedades
inseticida, antisséptica, estimulante e anti-inflamatéria (KUMAR; BHATT, KUMAR,
2018). Ao todo, mais de 400 metabdlitos distribuidos entre as diferentes familias ja
foram descritos e elucidados (WYNENDAELE et al., 2018).
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Figura 2. Rota de biossintese de N-alquilamidas pertencentes a espécies da familia
Asteraceae. (adaptado de RIOS e OLIVO, 2014).

Na induastria farmacéutica, diversos produtos flavorizantes, cosméticos ou

mesmo medicamentos sao produzidos a partir de diferentes formulagbes contendo
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extratos brutos, enriquecidos em N-alquilamidas ou até mesmo de produtos
isolados. Wynendaele e colaboradores (2018) realizaram uma revisdo sobre o0s
produtos disponiveis no mercado apresentando N-alquilamidas em sua composicao.
As plantas mais utilizadas foram: Spilanthes oleracea (sin. Acmella oleracea (L.) R.K.
Jansen) (jambu), Anacyclus pyrethrum Maire (“akarkara”), Echinacea purpurea (L.)
Moench (equinacea), Heliopsis longipes (A. Gray) S. F. Blake (chilcuague), Piper
longum Linn. (pimenta-longa) e Achillea millefolium L. (mil-folhas).

Os produtos farmacéuticos mais descritos e com maior emprego contendo
estes metabdlitos sdo o0s cosméticos contendo propriedades antirrugas e
antienvelhecimento, seguido de flavorizantes para mascarar sabores desagradaveis
de alimentos e bebidas. Além destes, medicamentos, nas formas de xarope, pastilha
para garganta, tinturas anti-inflamatorias, antissépticos bucais e cremes dentais para
alivio da dor e problemas como gengivite também foram identificados
(WYNENDAELE et al., 2018)

Dentre os metabolitos mais estudados da classe, pode-se citar capsaicina, e
dihidrocapsaicina (Solanaceae) (MAZOUREK et al., 2009), pelitorina e derivados
shanshools (Rutaceae) (TANTAPAKUL et al., 2012), peperina e piperovatina
(Piperaceae) (RHO et al., 2007; LEE et al., 2008), espilantol e acido-2E,4E,8Z,10E-
dodecatetraenoico (Asteraceae), demonstrados como exemplares de diferentes
classificacbes de N-alquilamidas (Figura 4). Outras alcamidas presentes em
espécies como Anacyclus pimpinella (também chamada de “akarkara”), Nigella
sativa (“aliprive”), Ferula gummosa (“‘galbano”) e Pimpinella anisium (“erva-doce”),
em conjunto com as moléculas supracitadas, apresentam altos indices de
permeacdo através da mucosa intestinal, oral, bem como barreira hemato-
encefadlica, de forma a contribuir para atividades farmacologicas com acao
anticonvulsivante, mio relaxante e imunoldgica contra inflamacéo (VERYSER et al.,
2016). Além outras atividades com acao antifingica, antibiotica (MOLINA-TORRES
et al., 2004), anestésica (CHOI et al., 2006; PAPOIU; YOSIPOVITCH, 2010;
CARINO-CORTES et al., 2010; CECH et al., 2010; BOONEN et al., 2012), antiviral
(SHARMA et al., 2010), diurética (RATNASOORIYA et al., 2004) e cicatrizante
(ZHAI et al., 2009).
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Figura 3. N-alquilamidas subdivididas conforme sua classificagdo botanica com seus
principais exemplos. (a) alcamidas pertencentes ao género Capsicum (Solanaceae),
(b) alcamidas presentes ao género Zanthoxylum (Rutaceae), (c) alcamidas do
género Piper (Piperaceae) e (d) alcamidas presentes no género Spilanthes
(Asteraceae).

3.3 Acmella oleracea (L.) R.K. Jansen

Acmella oleracea (familia Asteraceae), popularmente conhecida pelos nhomes
de jambu, agrido-do-Para ou agrido-do-Brasil, é considerada uma planta herbacea
anual, e possui de 20 a 40 cm de altura, levemente ereta e rasteira ao solo. Apesar
de A. oleracea ser uma planta naturalizada da Africa do Sul, seu pais de origem ndo
esta claramente definido, devido a diversos relatos de herbarios armazenarem
informacfes divergentes. Através de cruzamento de dados, alguns autores
acreditam que a planta possa ter sua origem no Brasil ou Peru pelo cruzamento de
dados (JANSEN, 1985; HIND e BIGGS, 2003). Sua raiz principal € pivotante com
grande namero de ramificacdes. As folhas séo verdes, compostas e pecioladas com
limbo dentado e apice agudo e em formato oval de 53 a 106 mm de comprimento e
40 a 79 mm de largura. Também, apresenta pequenas flores amarelas na fase
jovem e com célice de cor parpura nos estagios de colheita, dispostas em terminais
globosos com diametro aproximadamente de 10 mm (Figura 4), com capacidade de

florescimento e conservacao das flores por semanas (HIND e BIGGS, 2003).
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Sua distribuicdo geografica ocorre em torno da linha do equador, em regides
tropicais e subtropicais, como Peru, norte do Brasil, india, Africa do Sul, Haiti, entre
outros, pois necessita de calor e umidade para seu desenvolvimento apropriado.

Locais ensolarados na encosta de lagos sao ideais para o seu cultivo.

Figura 4. Aspectos morfolégicos para as partes aéreas da espécie Acmella oleracea
(L) R.K. Jansen (retirado de Hind e Biggs, 2003).

Acmella oleracea (L.) R.K. Jansen possui grande quantidade de sinonimias,
as quais sdo atribuidos os nomes de Spilanthes acmella var. oleracea (L.) Baker,
Spilanthes acmella var. oleracea (L.) C.B. Clarke ex Hook. f., tendo como basiénimo
(nomenclatura principal entre as sinonimia) Spilanthus oleracealL.. Em 1981 o
pesquisador Robert K. Jansen, através de estudos morfoldégicos e cromossdémicos
atribuiu tais espécies, por questdes evolutivas, pertencentes ao género Acmella
(JANSEN, 1985).

Os usos tradicionais de A. oleracea sdo diversificados, e relacionados as
propriedades organolépticas e medicinais encontradas na planta. O sabor pungente
e estimulante de suas folhas é utilizado em pratos tipicos por todo mundo onde a
planta possui tradi¢do, no caso do Brasil (Para e Amazénia). As flores do jambu, por
conterem grande pungéncia devido a concentracdo de metabdlitos, sdo utilizadas
em bebidas, licores, entre outras preparacdes caseiras ou semi-industrializadas
(SHINOHARA et al., 2014).

Culturalmente, preparacdes contendo partes aéreas do jambu sdo utilizadas
para aliviar dores de dente. Além destes, seus relatos podem ser subdivididos em

usos evidenciados pela literatura e ndo evidenciados. Para relatos de uso nao
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afirmados na literatura, encontram-se os usos para dor de garganta, estomatitese
diurético na forma de infusdo e decoccédo de folhas. Para os usos evidenciados, sédo
utilizadas partes aéreas da planta na forma de tintura para dor de dente, atividade
analgésica, antibacteriana, antifingica, sialagoga (salivante) e odontalgica
(FAVORETO e GILBERT, 2010). Algumas espécies podem ser correlacionadas com
0 uso tradicional de Acmella oleracea (L.) R.K. Jansen para dor de dente,
estomatites e sialagogo, conforme demonstram Spilanthes acmella var. uligionsa
(Sw.) Baker e Spilanthes calva (D.C) R.K. Jansen, onde a caracteristica diferencial
pode ser visualizada por suas folhas mais lanceoladas e flores com cabeca em
formato radial e discéide (JANSEN, 1985).

3.3.1 Aspectos quimicos de Acmella oleracea

Os metabodlitos secundarios encontrados em A. oleracea pertencem a
diversas classes quimicas, sendo os principais descritos os triterpenos (a e -
amirina), fitoesterois (B-sitosterol, estigmasterol e alcool miristico), 6leos essenciais
(limoneno, B-cariofileno, (Z)-B-ocimeno, germacreno-D e mirceno), ésteres de acidos
graxos (acidos laurico, miristico, linoleico e linolénico), &cidos hidroxicinamicos
(acido trans-ferulico e trans-isoferulico), cumarinas (escopoletina), flavonoides,
taninos e saponinas. No entanto a principal porcdo de metabdlitos secundarios
descritas pertence a classe das N-alquilamidas, representando até 9% do total de
componentes presentes em extratos destas espécies (FAVORETO & GILBERT,
2010; DUBEY et al., 2013).

As N-alquilamidas presentes estdo distribuidas entre isobutilamidas, 2-metil-
butilaminas e fenetiletilamidas. Outras N-alquilamidas foram identificadas e isoladas,
apresentando pequenas alteracdes entre as moléculas elucidadas, como por
exemplo, o numero de insaturacdes, tipo ou a posicdo dentro da cadeia alifatica. O
acido  2E,6Z,8E-N-2-metil-butil-2,6,8-decatriendéico (m/z  236), denominado
homoespilantol e o acido 2E,4E,8Z,10Z-N-isobutil-2-4-8-10-dodecatetraendico (m/z
248) sdo alcamidas bastante empregadas em estudos estudos farmacol6gicos com
a espécie A. oleracea (HERNANDEZ et al., 2009; BOONEN et al., 2012).

As N-alquilamidas presentes em Acmella oleracea estdo indistintamente

distribuidas entre folhas, flores e talos, sendo descrita algumas vezes a ocorréncia
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de determinados compostos somente em um 6rgao especifico do vegetal. Ao todo,

foram identificadas dezessete N-alquilamidas em A. oleracea, conforme demonstra a

Tabela 1 trazendo informacgfes quimicas de acordo com os respectivos trabalhos.

Tabela 1. N-alquilamidas encontradas em partes aéreas de A. oleracea.
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3.3.2 Espilantol

O espilantol (Figura 5) (acido 2E,6Z,8E-N-isobutil-2,6,8-decatriendico, m/z
222), também conhecido por afinina é o metabdlito mais abundante encontrado nas
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espécies Acmella oleracea (L.) R.K. Jansen, Spilanthes ciliata Kunth, S. oppotitifolia
var. oppositifolia (Lam.) R.K. Jansen, S. radicans Schrad. ex Dc., entre outras, e
também em grande quantidade nas raizes de Heliopsis longipes (Asteraceae)
(CARINO-CORTES et al., 2010; WILLIG et al., 2019). Possui massa molecular de
221,1738 g/mol e pode alcangcar um teor maximo de até 88,2% dentre todas as
amidas presentes em A. oleracea (DUBEY et al., 2013). Seu aspecto fisico é oleoso
com certa viscosidade de cor levemente verde-amarelada. E conhecido também por
suas sensacfes organolépticas de pungencia, salivacdo e formigamento intenso
(PAULRAJ et al., 2013).

Figura 5. Estrutura molecular do espilantol, com destaque para seu radical alifatico
A, grupamento amida B e radical isobutila C.

O efeito de formigamento, popularmente chamado de “treme-treme” se da
pela ligacdo do espilantol aos canais dependentes de potassio com poro duplo,
distribuidos por diversas células, responsaveis por controlar o potencial de repouso
na excitabilidade celular. Muitos farmacos anestésicos se ligam nestes canais
ibnicos (PAULRAJ et al., 2013; WYNENDAELE et al.,, 2018). O aumento da
intensidade do formigamento esta diretamente relacionado com o maior niumero de
insaturacbes duplas e triplas, bem como o encurtamento da cadeia alifatica,

encontrada em algumas N-alquilamidas (BOONEN et al., 2012).

A respeito de apresentacbes comerciais contendo espilantol em sua
formulacdo, Silveira e colaboradores (2018) realizaram um estudo de revisdo
relatando o registro para os seguintes produtos: Buccaldol®, apresentado na forma
de gel e spray bucal produzido pela empresa Alphamega na Franca, Indolphar®, na
forma de gel bucal produzido pela empresa ID Phar na Bélgica, e Spilanthes®, uma
tintura de Acmella oleracea (etanol a 67%) com indicacdo para infecces topicas,

produzida por A. Vogel, também na Bélgica. A European Food Safety Authority
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estipula o consumo maximo diario de 24 pg per capita de espilantol como uma
medida segura, pois apesar de baixa toxicidade demonstrada em estudos pré-
clinicos, h4 auséncia de ensaios clinicos que estabelecam doses maiores (RIOS;
OLIVO, 2014).

Em uma revisdo de patentes j4 depositadas entre os anos de 1996 e 2016
envolvendo produtos e processos relacionados com as palavras-chave “spilanthol” e
“affinin”, Silveira e colaboradores (2018) relataram 1.444 depdésitos, sendo divididas
entre cosméticos refrescantes, metodologias de sintese, semissintese e isolamento,
aditivos para alimentos ou relatos de acao farmacolégica. Grande parte das patentes
se destina ao uso do espilantol como um aditivo alimentar, e uma pequena parcela
de 32 depoésitos analisados ao longo dos anos se trata de aplicacdes
farmacologicas, tendo a analgesia como foco. A empresa brasileira Natura foi a
nica no pais a desenvolver um cosmético antirrugas (Spilol®) em 2016, porém sua
producéo foi descontinuada.

De acordo com a World International Property Organization (WIPO, 2020), por
intermédio de sua base de dados Patentscope, foram encontrados seis registros
para 2018 e cinco para 2019, de depdsitos patentarios empregando-se os termos de
busca “spilanthol” e “affinin”. Uma das patentes registradas foi desenvolvida pela
Universidade Estadual de Campinas - UNICAMP em 2018, abordando metodologia
para sintese de espilantol e analogos. Quanto a estratégias de sintese e
semissintese para o espilantol, diversas rotas alternativas para obtencdo do
espilantol foram descritas, tendo como justificativas a dificuldade de isolamento da
molécula a partir de extratos obtidos da espécie (ALONSO et al., 2018).

Devido ao seu carater anfifilico, os processos de extracdo e isolamento do
espilantol requerem o uso de solventes como metanol, etanol, acetona,
diclorometano, acetato de etila, cloroférmio e hexano, de forma a obter essa
molécula em maior quantidade, quando comparado a métodos de hidrodestilacédo
(FRANCA et al.,, 2016). Um estudo realizado por Dias e colaboradores (2012)
descreveu a extracdo de espilantol através de hidrodestilacdo, extracdo por soxhlet
em etanol e fluido supercritico com o uso de diéxido de carbono (CO;), com fins
comparativos. A extracdo por soxhlet obteve 2,85% de rendimento, a extracéo

aquosa resultou em 0,035% e a extracdo por fluido supercritico resultou em 4,82%,
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superior a hidrodestilagdo na ordem de 150 vezes, demonstrando a afinidade por

solventes de carater mais apolar.

3.3.3 Aspectos farmacoldgicos de Acmella oleracea e espilantol

Diversos estudos desenvolvidos em modelos pré-clinicos tanto in vivo, como
in vitro utilizando partes aéreas obtidas na forma de extratos ou produtos isolados de
A. oleracea foram realizados. As propriedades até entdo estudadas estdo
relacionadas com a acdo biolégica contra carrapatos (ANHOLETO et al., 2017,
MARCHESINI et al., 2018), contra insetos (pragas agricolas) (BINELLI et al., 2019;
GOUVEA et al., 2019), contra larvas da dengue (SIMAS et al., 2013; ARAUJO et al.,
2018), antimalarico (SPELMAN et al., 2012), antibidtico (FRANCA et al., 2016),
atividade anti-obesidade (HUANGb; PENG, 2019), imunomodulatéria e anti
sindrome de fadiga cronica (NIPATE; TIWARI, 2018), gastroprotetora
(NASCIMENTO et al.,, 2013), diurética (GERBINO et al., 2016), afrodisiaca
(SHARMA et al., 2011; ROCHA et al., 2018), inibicdo de tirosinase (BARBOSA et al.,
2016), analgesia (NOMURA et al., 2013; DALLAZEN et al., 2018; DALLAZEN et al.,
2019), além de ensaios relacionados aos processos inflamatorios e mediadores
envolvidos.

Um dos primeiros estudos envolvendo a atividade anti-inflamatéria em
modelos animais para a espécie A. oleracea, foi realizado por Chakraborty e
colaboradores (2004), utilizando um extrato aquoso de Acmella oleracea no edema
de pata induzido por carragenina em ratos. Neste estudo o extrato aquoso inibiu o
edema nas doses de 100, 200 e 400 mg/kg, administradas via oral, em um
percentual de 52, 54 e 56%, respectivamente. Neste mesmo trabalho, foram
realizadas as atividades de contorcdes abdominais, onde o0s resultados
demonstraram reducéo das contor¢cdes em 46, 51 e 65% nas mesmas doses usadas
para o edema e aumento do tempo de laténcia a partir de 30 minutos para o teste de
placa quente com retirada de cauda (tail flick test). Hernandez e colaboradores
(2009) evidenciaram uma reducdo de edema induzido em orelha de camundongos,
utilizando o extrato etandlico de Heliopsis longipes (A. Gray) Blake (rico em N-
alquilamidas, principalmente espilantol), espilantol isolado e uma amida sintética,

denominada N-isobutildecanamida, administrados topicamente, anteriores a inducéo
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do edema com acido araquidénico (AA) e forbol-12-miristato-13-acetato (PMA).
Tanto o extrato como o espilantol inibiram a formacdo do edema, alcangcando um
DEso (dose efetiva 50%) de 0,8 e 1,2 mg/orelha para o agente AA e de 2,0 e 1,3
mg/orelha para o agente PMA, respectivamente.

A atividade anti-inflamatdria in vitro para o espilantol foi inicialmente descrita
por Wu e colaboradores (2008) em cultura celular de macrofagos (linhagem RAW
264.7) e avaliacdo da expressdo de citocinas pro-inflamatérias e de éxido nitrico.
Extratos obtidos de flores de A. oleracea e fragbes enriquecidas em N-alquilamidas
evidenciaram importante atividade antioxidante no modelo de DPPH (2,2- difenil-1-
picril-hidrazil) na concentracdo de 1,38 uM equivalente a vitamina C e ABTS (2,2"-
azinobis-3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) na concentracdo de 3,32 pM de
Trolox (analogo da vitamina E), referindo-se a particAo hexanica como melhor
resultado. Os extratos particionados com hexano e cloroformio, com maiores teores
de espilantol, reduziram a producdo de NO para 28% e 15%, respectivamente, na
concentragdo de 80 pg/mL, gerado através de estimulo com o LPS (1 pg/mL). O
espilantol isolado foi testado na concentracdo de 180 uM sendo capaz de reduzir a
expressao das citocinas IL-18 em 34%, IL-6 em 84% e TNF-a em 20%, na fase
latente da inflamacéo, além de inibir a enzima iINOS em mais de 80% e COX tipo 2
em aproximadamente 50%. A comprovacdo do efeito anti-inflamatorio se deu pelo
mecanismo de supressdo de mMRNA (RNA mensageiro) para as enzimas iNOS e
COX-2. Ja a reducéao das citocinas se justifica pela supressao do fator nuclear kappa
beta (NF-kB), devido a subunidade fosforilada (p-Ikp) estar em pequena quantidade.
Também, a IL-8 foi inibida de 50% a 90% por concentracdes variadas entre 10 e 150
UM de espilantol em linhagem de macréfagos RAW 264.7 (BLANCO et al., 2018;
BAKONDI et al., 2019).

Dias e colaboradores (2012), demonstraram atividade anti-inflamatéria por
meio de inibicdo de lipoxigenase (LOX) in vitro com da adicdo do substrato acido
linoleico ou 6mega 6 (w6) em placas contendo a enzima, juntamente do acréscimo
de extratos de flores, talos e folhas de A. oleracea obtidos por hidrodeslilacéo,
soxhlet e fluido super-critico, nas concentracfes de 5, 10 e 20 mg/mL. Todos o0s
extratos demonstraram inibir a enzima LOX em 72% de forma proporcional a
guantidade de espilantol, sendo a maior atividade para o extrato de flores obtido por

fluido supercritico, indicando possivel atividade anti-inflamatéria pela via de
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leucotrienos. Além disso, foram confirmadas outras propriedades anti-inflamatérias
de extratos contendo folhas e talos de Spilanthes acmella (sin Acmella oleracea) por
meio da inibicdo de NO e prostaglandina E2 (PGF,), reduzindo sua producao para
menos de 10% do total, comparado ao grupo controle negativo (LPS 1 pg/mL),
através da supressdo de NF-kB em diferentes tipos de células, reduzindo por
conseguinte a expressao de genes pro-citocinas inflamatérias (CHO et al., 2017).
Apesar de apresentar evidéncia na acdo anti-inflamatéria, a espécie A.
oleracea foi submetida a testes de toxicidade por Chakraborty e colaboradores
(2010), onde um ensaio de toxicidade aguda foi realizado com base na dose de
3.000 mg/kg, administrada via oral em ratos Wistar adultos, através do extrato
aqguoso das partes aéreas de Spilanthes acmella. O estudo preliminar nao
demonstrou mortalidade de animais no peiodo de 24 h de observacéo. Outro estudo
abrangendo variacdo de doses com extrato etandlico das partes aéreas de A.
oleracea, realizado por Nomura e colaboradores (2013), observou toxicidade aguda
durante um periodo de 7 dias, com administragdes diarias do extrato, nas doses de
5, 500 e 5.000 mg/kg via intraperitoneal em camundongos. As doses de 5 e 500
mg/kg foram bem toleradas pelos camundongos, ja a dose de 5.000 provocou
problemas respiratérios, bem como convulsdes, levando ao LDsy de 889,14 mg/kg.
Neste mesmo estudo foi realizado um ensaio de locomocédo em campo aberto com
camundongos, nao resultando em alterac6es motoras para as doses de 10, 30 e 100
mg/kg administradas via intraperitoneal. Estes estudos promoveram determinada
seguranca na utilizacdo de extratos da espécie A. oleracea, possibilitando a

expansao de ensaios envolvendo atividade anti-inflamatoria.

3.4 INFLAMACAO E PROCESSO INFLAMATORIO

A inflamacéo é um processo fisiolégico necessario que envolve uma série de
fatores benéficos ao organismo. Seu dinamismo e complexidade estéo relacionados
diretamente a severidade, o local e do tipo dano ocorrido, podendo variar entre
agentes causadores gquimicos (&cidos, bases, formalina, carragenina, etc.), fisicos
(frio, calor, trauma, eletricidade, radiacdo ultravioleta e ionizante, fratura, etc.),

biolégicos (virus, bactérias, parasitas, etc.) ou somaticos (fatores emocionais e
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estresse), subdividida pela periodicidade e extensdo da lesdo: resposta aguda por
curtos periodos ou resposta cronica por longos periodos (CONTI et al., 2018).

A resposta aguda da inflamacdo ocorre em funcdo de um estimulo
inespecifico, mediante um conjunto de alteracdes bioquimicas e imunoldgicas,
sinalizando os sintomas classicos: calor e rubor, provocados pelo aumento da
permeabilidade sanguinea e vasodilatacdo; edema, caracterizado pela exsudacédo
de fluidos; e dor e prurido, por compressdo das terminacdes nervosas e
sensibilizacdo de quimiocinas e aminas vasoativas (RIOS et al., 2009). Como ultima
etapa no tem-se a perda da funcdo evidenciada na alteracdo da fase aguda do
processo para inflamacéo cronica (FRANCISCHETTI et al, 2010).

Os mediadores atuantes no ciclo de dor e na ativagdo de células pr6 e anti-
inflamatorias sdo classificados nas mais diversas formas. Pode-se citar: agentes
imunoldgicos, células originadas dos progenitores linfoide e mieloide da medula
0ssea; citocinas (interleucinas, quimiocinas, interferon, fatores de necrose tumoral
(TNF) e crescimento (TGF) e fatores de estimulacdo de colbnia), liberadas e
produzidas por células imunolégicas entre outras; mediadores lipidicos ou
eicosanodides (leucotrienos, tromboxano, endocanabinoides e prostaglandinas),
derivados do processamento do acido araquidonico e acidos graxos polinsaturados;
sistema complemento, formado por peptideos e proteinas relacionadas com padrbes
moleculares associados a patdogenos (PMAPS); fatores de transcricdo NF-k@ (fator
de transcricdo nuclear kappar beta), transdutor de sinal e ativador de transcricao
(STAT) e fator indutivo de hipoxia (HIF); e espécies reativas de oxigénio (ROS) e
nitrogénio (RNS), também chamados de radicais livres (TASNEEN et al., 2019;
AGARWAL; NAKARA; SHANMUGAM, 2019; MADJENE et al., 2019).

A extens@o do processo inflamatorio agudo acarreta as mais variadas formas
e gravidades de doencas encontradas na sociedade. A dor é uns dos principais
fatores agravantes levando ao uso de medicamentos (DALAZEN et al., 2018). Entre
as formas toOpicas, intravenosas e orais comercialmente encontradas, os anti-
inflamatorios nédo-esteroidais (AINES) sdo os mais utilizados pela populacao
mundial, devido ao baixo preco e grande disponibilidade de acesso (YATOO et al.,
2018). Dentre outras classes utilizadas de anti-inflamatérios, tém-se os

corticosteroides, ou anti-inflamatorios esteroidais (AIES), farmacos opioides e outros
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com funcgdo secundaria voltada para reducao inflamacgédo ou dor (FRANCISCHETTI
et al., 2010; KISHORE et al., 2019).

Desde a criagdo do anti-inflamatorio ndo esteroidal acido acetilsalicilico ou
Aspirina®, derivado sintético da salicina extraida das cascas de espécies do género
Salix (salgueiro), o avanco no desenvolvimento de estudos levaram a génese de
outros AINES como, indometacina, acido mefenamico e diclofenaco, popularizando
0 uso clinico da classe. Posteriormente com o surgimento de diferentes derivados,
como ibuprofeno e naproxeno, o efeitos anti-iflamatoérios foram sendo ampliados,
bem como estudos por mecanismo de acdo mais complexos, abrangentes e
carrando menor numero de efeitos adversos (YATOO et al., 2018; XIE et al., 2019).

Apesar da elevada popularidade dos AINES, os mesmos também sao
conhecidos por seus efeitos lesivos sobre a mucosa gastrica, dispepsias,
ulceragdes, riscos de eventos cardiovasculares, e anomalias cardiacas (DIAS et al.,
2012; WATANABE; FUJIWARA; CHAN, 2019), aléem da variacdo que ocorre na
terapéutica por individualidade dos pacientes. Sabe-se que 0 mecanismo conhecido
pela inibicdo da enzima ciclooxigenase (COX) proporciona estes efeitos em maior ou
menor grau, de acordo com a seletividade do farmaco pelo tipo de enzima a qual
tera sua acao bloqueada. Primordialmente as prostaglandinas (PG) produzidas por
meio de acdo da COX do tipo I, favorecem a producéo de muco protetivo das células
parietais, ja a COX do tipo Il, presente em condicdes patoldgicas, estd associada
com a geracdo de PG relacionada aos sintomas de inflamacdo (RANG & DALE,
2016).

Medicamentos mais especificos para a inibicdo de COX-Il, como nimesulida,
cetoprofeno, meloxicam, piroxicam, celecoxibe foram desenvolvidos objetivando
trazer maior seguranca nas terapias devido sua seletividade. No entanto, estes
representantes ndo deixaram de provocar os efeitos adversos habituais nas
situacbes em que a clinica requisitasse longos periodos de tratamento, deixando

uma lacuna atual para novos agentes (YATOO et al., 2018).
3.4.1 Mediadores imunolégicos

Apesar da grande variedade de farmacos disponiveis no mercado para o

auxilio e tratamento da inflamacdo, os mecanismos de agdo ndo impedem a por
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completo o processo inflamatorio. Por ter uma resposta adaptativa inteligente, as
células imunolégicas ndo foram compreendidas como parte isolada dos processos
inflamatorios e sua inibicéo total ou parcial deve ser cuidadosamente avaliada, visto
que o sistema de defesa € um processo fisiolégico, dinAmico e necesséario ao
individuo, logo, os efeitos acarretados na clinica podem trazer um desequilibrio entre
0 peso de beneficios e maleficios (COOK et al., 2018).

Inicialmente, os neutrdfilos (40 a 70%) sdo os primeiros mediadores nos
casos de inflamacdo aguda, gerando os sinais classicos através da liberacdo de
TNF-a e IL-8, recrutando mais neutréfilos para o local da inflamacgédo (BLANCO et al.,
2018). Posteriormente, ha a prevaléncia de linfécitos (20 a 50%), macrofagos ou
mondcitos ativados (5 a 10%), eosindfilos (1 a 6%), e baséfilos (<1%), mastdcitos,
entre outros agentes, produzindo mediadores inflamatérios/nociceptivos, como
interleucinas, serotonina, histamina, eicosanoides (PG e leucotrienos), os quais
conduzirdo o organismo a sucessivas injurias gerando doencas inflamatorias, na
tentativa de um reparo persistente estimulado por lesdo de origem inespecifica
(TASNEEM et al., 2019).

Dentre as principais células imunes relacionadas com os mais diversos
processos inflamatorios, os mastécitos, células granulares (10 a 30 um de diametro)
descobertas em meados de 1800 por Paul Ehrich, sdo considerados células
sentinelas do sistema imunolégico (GULLEDGE et al., 2018; CONTI et al., 2018).
Estdo presentes majoritariamente no tecido conjuntivo, mucosa e pele, mas sua
distribuicdo pelo organismo se da por todos os locais e 6rgdos que possuem contato
imediato externo, ou seja, sistema gastrointestinal e vias aéreas. Além de participar
da homeostase, ha relatos do envolvimento direto de mastdcitos em doencas como
cancer, processos alérgicos, febre urticaria, doenca de Crohn, oncogénese de forma
geral e distUrbios gastrointestinais. Sua funcdo se baseia em regular o estado de
estruturas celulares e nao-celulares, estando intensamente relacionado com a
inflamac&o crénica nos locais de sua prevaléncia (REBER; FROSSARD, 2014).

Em diversas reac0es fisioldgicas, como alaergia e inflamacéo, a liberacdo dos
granulos dos mastécitos ocorre de acordo com o tipo de tecido sob influéncia da
injuria, do receptor estimulado através de ligacdo de imunoglobulinas,
especificamente a imunoglobulina E (IgE), quimiocinas, toxinas (lipopolissacarideo,

por exemplo, e sinalizacdo de citocinas. As proteases sdo um dos principais
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componentes liberados na degranulacdo de mastocitos. Elas podem ser
classificadas como especificas (quimase, triptase e carboxipeptidase A3) — e nao-
especificas  (catepsinas  lisossomais, granzima B, renina, calicreina,
metaloproteinases de matriz-MMP). Dentre elas, a quimase possui grande relevancia
na participacdo de reagdes no ambiente metabdlico, podendo ser considerada como
um marcador para monitoramento ou alvo farmacologico de terapias em certas
condicdes patolégicas (POWELL et al., 2019).

Os efeitos observados na presenca de inflamag¢édo sao também atribuidos as
citocinas, fortemente relacionadas com a liberacéo, inducao e mobilizacéo de células
de defesa para o local inflamado. Dentre as principais, encontram-se o fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a), as interleucinas pro-inflamatoérias (IL-18, IL-6, IL-8, IL-
15, IL-17, IL-18 e IL-23) e anti-inflamatorias (IL-4, IL-10, I1L-13 e IL-37). As citocinas
também participam dos processos de mobilizacdo e producdo de ROS e RNS, que
sédo importantes agentes nos processos inflamatorios, porém sua producédo em larga
escala dentro de longos periodos torna-os nocivos ao organismo (COOK et al.,
2018; TASNEEM et al., 2019).

As ROS estdo envolvidas em funcbes de defesa do organismo, adaptacao
celular, expressao génica e apoptose (FRANCISCHETTI et al., 2010), formadas por
intermédio de reacfes de reducdo de moléculas de O, acumulado, gerando anions
superéxido (027) e peréxido (0,?), radicais hidroxila (OH"), peréxido de hidrogénio
(H20,) e acido hipocloroso (HOCI). No entanto, o0 acumulo destes radicais provoca o
chamado estresse oxidativo, ocasionando degradacdo de proteinas, lipideos de
membrana e DNA. O contrabalanco para o excesso de ROS no organismo € feito
por meio das enzimas superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa
peroxidase (GSH), tioredoxinas e peroxiredoxinas, restaurando a homeostase
(TASNEEM et al., 2019).

Por fim, juntamente com as ROS, as RNS sao derivados nitrogenados
produzidos através de uma série de etapas enzimaticas. As RNS contemplam o
dioxido de nitrogénio (NO,), peroxinitrito (NO3z), dentre outras formas sintetizadas
com a unido de ROS e RNS. O 6xido nitrico (NO) é produzido como um sinalizador
celular por meio da enzima éxido nitrico sintase (NOS) presente em trés isoformas:

NNOS por célula neuronal, eNOS3 através de célula endotelial, e INOS, denominada
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oxido nitrico sintase indutiva, presente em células imunoldgicas e ativada na

presenca de processos inflamatérios (CONTI et al., 2018).

3.4.2 Quimase

De acordo com o conteldo presente nos mastécitos, as proteases quimase,
triptase e carboxipeptidase A3, de modo geral, sdo produzidas no reticulo
endoplasmatico e no complexo de Golgi. A transcricdo pro-granular se inicia em
levemente acido (pH 6.0) e sua maturacdo ocorre em pH 5.5, com a atuacdo de
bombas de protons no mastécito. Posteriormente, entrando em uma das trés
espécies de secretoma (conjunto de glicosaminoglicanos, triptase e
carboxibeptidase A3), onde ficardo em repouso. A quimase intracelular ndo possui
atividade enzimatica, ou seja, ndo degranulada permanece inerte. Sua atividade se
inicia em pH 7 a 9, apods estimulada sua liberacdo (DUDECK et al., 2019).

Conforme ocorre a degranulacdo dos mastocitos, suas vesiculas (30 a 150
nm de diametro), secretomas individuais ou secretomas conjuntos de histamina e
complexos de glicosaminoglicanos, sao liberados de forma direta, degranulados em
processo anafilatico (em grande quantidade) ou liberados por exocitose de
compostos. Os mecanismos de estimulacdo da formacéo e liberacdo de quimase
nao foram completamente elucidados, porém alguns dados, como tempo de meia-
vida plasmatica e tecidual, foram determinados, resultando em varios dias podendo
se estender a semanas, estando livre para exercer sua atividade enzimatica e
biologica (POWELL et al., 2019).

Quando as proteases de mastocitos séo liberadas no plasma sofrem processo
de degradagcdao por inibidores endogenos, como a-1 antiquimiotripsina, a-2
macroglobulina e a-1 inibidor de proteinase. A quimase € a Unica protease a exercer
sua acao de forma independente nos tecidos, diferentemente da triptase, que requer
uma ligacdo com heparina. No entanto, complexada com moléculas de heparina, a
guimase permanece estavel por semanas sem ser afetada por seus inibidores
naturais. Desta forma, a quimase pode exercer suas atividades biol6gicas tento
afinidade por ANG |1, fibronectina, albumina sérica, protocolagenase, IL-18,

procolageno 1a, fator de célula-tronco, fator de crescimento de hepatdcito,
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apoliproteinas, metaloproteases (MMP), pro-IL-18 e componentes extracelulares da
matriz (MIYAZAKI et al., 2006).

A atividade biolégica da quimase esta relacionada principalmente com o
potente efeito relacionado a hidrélise de ANG | em ANG II, sendo responsavel pela
sintese de cerca de 80 a 90% do total de ANG Il no tecido cardiaco (LI et al., 2018).
Este peptideo, além de contribuir para o aumento da presséao arterial, participa dos
processos de indugcdo de angiogénese, regeneracdo e remodelamento tecidual.
Outras das acdes envolvendo quimase, conforme demonstradas na Figura 6, estéo
relacionadas com a inflamacdo na liberacdo e estimulacdo de citocinas proé-
inflamatorias, como IL-1B3, IL-6, IL-8, IL-18 e TGF-B, promovendo a liberagdo de
radicais livres, provocados pela atracdo de neutréfilos, mondcitos, eosindfilos,
linfécitos e basofilos (MIYAZAKI et al., 2006).

T Degranulagao de mastocitos

1 Degranulagao de histamina por mastocitos
Ativagao de metaloproteinases (MMP) { MMP-1, MMP-2, MMP3 e MMP-9 )
Ativacéo de citocinas pro-inflamatorias (IL-18, IL-6, IL-8, IL-18 e TGF-B)

Quimase Degradacio de apolipopoteinas ( apoLP E, A1 e A2)
(forma ativada)

+

Degradacao de fibronectina

Angiotensina | Angiotensina Il

l 1 Processo inflamatorio
Ateroesclerose
t Angiogénese Artrite reumatoide
t Regeneragao celular Osteoartrite
t Crescimento tecidual Periodontite
Hipertensao Cancer

Figura 6. Esquema contendo as principais atividades biol6gicas descritas para a
enzima quimase e envolvimento em processos que contribuem para a instalacao de
inflamacéo crénica e patologias associadas.

Estudos conduzidos com o uso de inibidores de quimase constataram
reducdo da manifestacdo de hipertensdo pulmonar e reducdo da hipertrofia do
ventriculo direito, melhorando a circulacdo e impedindo o avanco de fibrose nos
intersticios (KOSANOVIC et al., 2015; ATIAKSHIN; BUCHWALOW; TIEMANN,
2019). Outros investigadores relacionaram o aumento da atividade da quimase com
o desenvolvimento de tumores por angiogénese em cancer de pulmao, estdbmago e
mamas (SUTTLE; HARVIMA, 2015; DUDECK et al., 2019). A atividade da enzima
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esta relacionada com o aumento de casos de dermatoses, em funcdo da
degradacdo ocorrida entre o epitélio e a membrana basal da pele, facilitando a
permeacdo de muco e aumento de colesterol em funcdo da degradacdo de
lipoproteinas (APOE, APO-Al1 e APO-A2), presentes na membrana da lipoproteina
de alta densidade (HDL). De maneira geral, desordens patoldgicas associadas com
pulmdo, sistema venoso, sistema cardiaco, articulacdes, rins, pele, desordens
metabolicas e agravamento de Ulceras apresentaram envolvimento com a atividade
da quimase, corroborando a possibilidade desta enzima como um possivel alvo para
novos farmacos (POWELL et al., 2019).
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4 MATERIAIS E METODOS







4.1 MATERIAIS

4.1.1 Reagentes utilizados

Todos os reagentes utilizados no presente trabalho foram de grau de pureza
pro-analise (PA), e a 4gua para o preparo das solucdes foi destilada e deionizada
(Milli-Q), com excecdo da obtencdo de extratos brutos que utilizou etanol anidro
(99%), com a intencdo de mimetizar a producdo de tinturas ou concentrados
possiveis de se fazer de modo caseiro, se aproximando do resultado obtido com
métodos empirico tradicionais.

Para o isolamento de espilantol, foram utilizados silica gel de granulometria
60 (obtido de Sigma Aldrich, 230-400 mesh), solventes n-hexano (99%) e acetato de
etila (98,5%). As analises cromatograficas por CLAE utilizaram acetonitrila (J.T.
Baker), e acido formico (Vetec, Rio de Janeiro, Brasil)

Os testes com a linhagem A7r5 necessitaram dos seguintes reagentes:
sulfanilamida (SULF), cloridrato de vanadio (lll) (VCI3), dicloridrato de N-(-1-naftil)-
etilenodiamina (NEDD), bromidrato de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-dofeniltetrazélio
(MTT), substrato cromogénico para quimase e quimiotripsina (Ala-Ala-Pro-Phe-p-
nitroanilida), tripsina (N-benzoil-DL-Arg-p-nitroanilida), elastase (N-succinil-Ala-Ala-
Ala-p-nitroanilida), trombina (H-D-Phe-Pip-Arg-p-nitroanilida) e plasmina (H-D-Val-
Leu-Lys-p-nitroanilida), meio Eagle’s modificado por Dulbecco’s (DMEM), soro fetal
bovino (FCS) adquiridos de Sigma-Aldrich (Saint Louis, Missouri, EUA).

Para os ensaios in vivo, foram utilizados polissorbato 80 (Tween 80) (Neon
Sao Paulo), formalina obtida de Sigma-Aldrich (Saint Louis, Missouri, EUA),
anticoagulante citrato de sodio (obtido de Labtest, Minas Gerais). Para a anestesia
dos animais, foram empregados cetamina e xilazina, obtidas de Syntec (Sdo Paulo,
Brasil). As andlises bioquimicas foram realizadas por meio de kits para ureia (URE),
creatinina (CRE), transaminase oxalacética (TGO ou AST) transaminase piravica
(TGP ou ALT) obtidos de Labtest, Minas Gerais. Por fim, o corante hematoxilina e

eosina (H&E) foram obtidos também de Labtest, Minas Gerais.
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4.1.2 Animais

Os experimentos para a avaliacao da atividade anti-inflamatéria em modelo in
vivo foram conduzidos com ratos machos da raca Wistar (4 a 6 semanas de idade
pesando entre 120 e 200 g), cedidos pelo biotério do Departamento de bioquimica
da UFRGS. Os animais foram mantidos em caixas de polipropileno sob ambiente
com temperatura, umidade e ciclos claro/escuro controlados (12/12 h, temperatura
de 22 + 1 °C), com livre acesso a agua potavel e racdo. Os procedimentos
experimentais ocorreram pela aprovacao de protocolo ético pelo Comité Institucional
de Etica no uso de Animais (CEUA/UFRGS), de nimero 37119/2019.

4.1.3 Material Vegetal

Partes aéreas de Acmella oleracea foram adquiridas em fevereiro de 2018
através do Mercado Ver-o-Peso (norte do Brasil) na cidade de Belém-do-Para,
estado do Para. A planta teve suas partes separadas e envoltas em papel de jornal
para a secagem do material ao abrigo da luz, sendo posteriormente congeladas em
freezer até a obtencao dos extratos. A espécie foi identificada pelo botanico Prof. Dr.
Sérgio Augusto de Loreto Bordignon (Centro Universitario La Salle, UNILASSALE), e
um exemplar completo, contendo talo, folhas e flores foi armazenado
cuidadosamente para a producdo de exsicata. O voucher (ICN 197504) foi

depositado no Herbario da Universidade Federal do Rio Grande do Sul.

4.2 AVALIACAO QUIMICA E ISOLAMENTO

4.2.1 Obtencao dos extratos

As flores (796 g) e folhas (160 g) foram submetidas separadamente ao
processo de maceracao etandlica a temperatura ambiente, protegido ao abrigo de
luz por meio de quatro ciclos de extracao durante sete dias até seu esgotamento. As
solucdes obtidas foram concentradas por meio de rotaevaporador com temperatura
controlada (45 °C), sendo posteriormente liofilizadas para obtencdo de extratos

secos. Os extratos, Acmella oleracea extrato etandlico — flores (AOEE-F) e
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Acmella oleracea extrato etandlico - folhas (AOEE-L), foram armazenados sob
temperatura de - 30 °C até a realizacao de analises quimicas, ensaios biolégicos ou
farmacolégicos. As amostras foram posteriormente solubilizadas em agua Milli-Q
com auxilio de polisorbato 80% (Tween 80) em uma concentracdo maxima de 3%
para os ensaios in vivo e em dimetil sulféxido (DMSO) em uma concentracdo menor

de 1% para os ensaios com células.

4.2.2 Processo de isolamento do espilantol

Uma aliquota do extrato AOEE-F (500 mg) foi fracionada em coluna
cromatografica de 20 mm de diametro utilizando silica gel como fase estacionaria na
medida de 1g de silica para cada 50 mg do extrato. Foi realizado um gradiente de
eluicdo entre os solventes n-hexano e acetato de etila, iniciando-se em 100% de
hexano e gradativamente incorporando e elevando a concentracdo de acetato de
etila a cada 2% (até 50%), conforme demonstra a Tabela 2.

Tabela 2. Gradiente de solventes empregado para o isolamento de espilantol.

i Proporcao
n-Hexano AcOEt
1 100% --
2 95% 5%
3 90% 10%
4 88% 12%
5 86% 14%
6 84% 16%
7 82% 18%
8 80% 20%
9 70% 30%
10 60% 40%
11 50% 50%

Neste processo, o0 espilantol pode ser isolado em maiores concentracdes
dentro da faixa de eluicdo iniciada com 86% de n-hexano, conforme dados
previamente obtidos pela literatura (Pachayasittikul et al., 2009). As fracdes foram
coletadas separadamente e monitoradas por meio de cromatografia em camada

delgada (CCD) revelando-se o ponto de interesse de cor purpura (Rf ~ 6,7) com
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auxilio de anisaldeido sulfarico aplicado na forma de spray sobre as placas, seguido
de aquecimento. ApGs o isolamento do espilantol, uma aliqguota de 10 mg foi
reservada para analise de ressonancia magnética nuclear (RMN), realizada no
Instituto de Quimica da UFRGS, auxiliado por Grace Gosmann, Cesar Hoffmann,
Thais Fernandes e Diego Defferrari. O conteudo reservado foi ressuspendido com
cloroférmio deuterado (CDCls) em tubo apropriado para o equipamento (Bruker
Avance lll, 400 a 298 K), e submetido a analise. Os deslocamentos quimicos (0)
foram relatados em partes por milhdo (ppm), tendo relacdo com o padréo interno
utilizado, trimetilsilano (TMS).

4.2.3 Andlise cromatografica com o uso da técnica de CLAE-ESI-MS/MS

As andlises ocorreram no Instituto de Ciéncia e Tecnologia dos Alimentos
(ICTA/UFRGS), sob a coordenacao do Prof. Dr. Eliseu Rodrigues e Luana Mallmann.
Os extratos obtidos a partir das partes aéreas da Acmella oleracea (AOEE-F e
AOEE-L) foram analisadas por aparelho de cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) (Shimadzu, Kyoto, Japéo) com o intuito de verificar os perfis quimicos pela
presenca de N-alquilamidas relatadas na literatura. O equipamento consistiu dos
seguintes itens: sistema binario de bombas (modelo LC-20AD), um degaseificador
online (modelo DGU-20A), injetor automatico (modelo SIL20AHT), um forno para
coluna (modelo CTO-20A) acoplado em série com detector de matriz de diodo (DAD
SPD-M20A) e espectrometro de massas (MS) do tipo quadrupolo com analisador em
tempo de voo (QTOF) e ionizacdo por eletroespray (ESI) (Bruker Daltonics,
micrOTOF-Q Il model, Bremer, Alemanha).

Para o processo analitico, foram injetados 10 pL de extratos na concentracao
de 1 mg/mL, solubilizados em solucdo de etanol e agua Milli-Q em proporcdes
iguais, eluidos através de coluna Phenomenex C18 (250 mm x 4.6 mm) com
empacotamento de 4 um e eluicdo de 0,7 mL/min. O sistema de solventes foi
composto por: (A) solucdo aquosa em 0,1% de &cido formico e (B) acetonitrila em
0,1% de &cido formico. O gradiente de eluicdo na corrida foi na ordem: (B) 5%,
seguido de 80% de 10 a 25 min, retornando aos 5% em 28 min até 33 min. A fonte
ESI teve as condi¢cdes: modo positivo — tensdo de 3.000 V; scan de deteccdo de

massas na relacdo m/z 50 para 1.000; temperatura seca e fluxo de gas (N2) de 310
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°C e 8 mL/min, respectivamente; nebulizador com 4 bar de presséo. Os espectros de
massa MS? foram obtidos no modo Auto-MS? (aquisicdo data-dependente) e a
energia de colisédo foi estimada dinamicamente baseada em valores apropriados
para a relacdo massa/carga m/z com escala adequada para geracdo de boa
fragmentac@o. Uma solucéo de formiato de sédio a 10 mM foi utilizada como agente
calibrador externo. As N-alquilamidas foram identificadas com base na detec¢édo UV
e fragmentos de massa ja encontrados na literatura (NAKATANI; NAGASHIMA,
1992; RAMSEWAK; ERICKSON; NAIR, 1999; SHARMA et al., 2011; MONROE et
al., 2016).

4.3 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA IN VITRO

4.3.1 Cultura de células vasculares de musculo liso (VSMC)

Os ensaios in vitro foram realizados no laboratorio de Bioquimica
Farmacoldgica do Hospital de Clinicas de Porto Alegre, auxiliados pelos professores
Dr. Markus Berguer e Dr. Paula Barros Terraciano. Para o ensaio de cultivo celular
foram utilizadas células vasculares de musculo liso, derivadas da aorta de ratos,
linhagem A7r5 (ATCC® CRL-1.444), obtidas do Banco de Células do Rio de Janeiro.
As células foram cultivadas em meio DMEM contendo 5 mM de glicose, 10% FCS,
50 U/mL de penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina. As culturas foram incubadas
em atmosfera de ar umido contendo 5% de CO, a 37 °C de temperatura. As células
foram passadas para confluéncia nas garrafas e apds foram dissociadas com

solucéo de tripsina/EDTA (0,1%/0,01%) e repicadas em novos frascos.

4.3.2 Avaliacao da viabilidade celular pelo ensaio de MTT

O ensaio de viabilidade celular foi realizado através do método de formacéao
de cristais de formazan, por meio da reacdo com MTT. Neste método, ocorre
mudanca da pigmentacdo do composto (amarelo para azul) em contato com
enzimas mitocondriais, apenas presentes em células viaveis, que clivam e reduzem
sais de MTT formando sais de formazan que entdo séo lidos em espectrofotbmeto
(KUMARDb; NAGARAJAN: UCHIL, 2018). Para tal, as células VSMC (1 x 10*
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células/poco) foram semeadas a 37 °C em placas de 96 pocos contendo meio
DMEM e 10% de FCS. As células foram lavadas com tampéo fosfato salina (PBS) e
0 meio foi reposto por DMEM contendo 1% de FCS, com a adigdo dos extratos
AOEE-L e AOEE-F (150, 100, 50 e 25 pg/mL) e espilantol (200, 150, 100, 50 e 25
pMM) durante o periodo de 24 h. Apés este periodo, os tratamentos foram removidos
e a solucdo de MTT (brometo de [3(4,5-dimetiltiazol-2il)-2,5-difenil tetrazolio]) a 0.5
mg/mL foi adicionada, sendo incubada durante 4 h. Os cristais de formazan
formados foram extraidos com DMSO e a solucdo lidos em espectrofotometro
(modelo SpectraMAX 190, Sunnyvale, Califérnia, EUA) a 565 nm de absorbancia.
Os resultados foram expressos na forma de percentagem em comparagcdo com o

controle (células tratadas apenas com veiculo)

4.3.3 Triagem para avaliagéo in vitro de extratos e espilantol frente a diferentes

proteases

O potencial inibitério para os extratos de A. oleracea e espilantol foi
investigado a partir de ensaios frente a diferentes proteases envolvidas no processo
inflamatorio, objetivando determinar atividade prévia dos extratos AOEE-F, AOEE-L
e espilantol quanto a uma possivel acdo de inibicdo destas enzimas. Para tal
procedimento, os extratos AOEE-F e AOEE-L (100 pug/mL) e espilantol (100 uM),
previamente solubilizados em agua Milli-Q com adicdo de DMSO (0,5%) foram
incubados em placas de 96 pocos durante 20 min a 37 °C com as proteases
guimase, quimiotripsina, tripsina, elastase, trombina e plasmina presentes a uma
concentracdo de 100 nM. Apds este processo inicial, foram adicionados 0s seguintes
substratos, a 2 mM: Ala-Ala-Pro-Phe-p-nitroanilida (quimase e quimiotripsina), H-D-
Phe-Pip-Arg- p-nitroanilida (trombina), N-succinil-Ala-Ala-Ala-p-nitroanilida
(elastase), H-D-Val-Leu-Lys- p-nitroanilida (plasmina) e N-benzoil-DL-Arg- p-
nitroanilida (tripsina). A cinética de formacdo do composto p-nitroanilida foi
monitorada a 405 nm em intervalos de 14 s, durante 30 min e lidas por
espectrofotometro (modelo SpectraMAX 190, Sunnyvale, Califérnia, EUA). A

atividade residual enzimatica foi expressa em mOD/min por mg de proteina.

66



4.3.4 Determinacdo do efeito inibitério dos extratos e espilantol para a enzima

guimase

A habilidade de inibicdo de quimase pelos extratos de folhas e flores de
Acmella oleracea e espilantol em meio hiperglicémico foi testada. Para tal, foram
semeadas aliquotas de 1,0 x 10° VSMC em placas de 96 pogos com meio DMEM
contendo 5 mM de glicose e 10% FCS). As células foram lavadas duas vezes com
PBS e incubadas em meio normoglicémico (5 mM de glicose) ou hiperglicémico (25
mM de glicose) contendo 1% de FCS. Os tratamentos foram os seguintes: (i) veiculo
(DMSO 0,5%); (i) AOEE-L (25, 50 e 100 pg/mL); (iii) AOEE-F (25, 50 e 100 ug/mL);
e (iv) espilantol (50, 100 e 200 puM). Apés 24 h de incubacéo a 37 °C em atmosfera
contendo 5% CO,, as células foram lavadas com PBS e a extragdo da enzima
guimase foi realizada por meio da maceracao das células em 50 mM de Tris-HCI, pH
8.0, contendo solucdo 2 M de NaCl. A determinacdo da atividade da quimase foi
feita diretamente no extrato de VMSC, com a adi¢édo do substrato cromogénico Ala-
Ala-Pro-Phe-p-nitroanilida (2 mM) em 96 pocos. A cinética de formacao do derivado
p-nitroanilida foi monitorada a 405 nm, em intervalos de 14 s de um total de 30
minutos de reacdo utilizando espectrofotometro (modelo SpectraMAX 190,
Sunnyvale, Califérnia, EUA). O indice de producdo de quimase foi expresso na

forma de mOD/min por mg de proteina apresentado em cada poco.

4.3.5 Determinacédo da producao de nitratos e nitritos em VSMC

Os niveis totais de nitratos e nitritos foram determinados como um indicativo
da producdo de NO pelas células apds estimulo hiperglicémico (MIRANDA; ESPEY;
WINK, 2001). Para tanto, as células foram previamente estimuladas ou ndo (controle
negativo) em meio hiperglicémico (25 mM), seguido da incubacdo com os extratos
(AOEE-L e AOEE-F) e espilantol, nas concentracfes de 25, 50 e 100 pg/mL e 50,
100 e 200 uM, respectivamente. Apds 24 h, o homogenato resultante das células
coletadas desproteinizado pela adicdo de etanol 1:1 (v/v) e mantido a 4 °C. Apos
centrifugacédo a 1.500 x g durante 10 min, o sobrenadante foi homegeneizado na
presenca de VCl; (8 mg/mL) e a leitura da atividade foi realizada em placa de 96

pocos. O reagente de Griess, composto por uma solucdo contendo sulfanilamida a
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2% e dicloreto de N-(1-naftil)etilenodiamina a 0,1%, foi adicionado as células e a
leitura do diazocomposto gerado foi realizada em 540 nm ap6s 30 min de incubacao
protegida de luz. Os valores das amostras foram comparados a partir de uma curva

padrdo obtida com valores conhecidos (1 — 200 puM) de nitrato de sédio.

4.3.6 Avaliacdo da producao do radical anion superéxido (O;")

A producéo de superodxido foi estimada em homogenatos celulares de VSMC
baseada no ensaio de reducdo de NBT (nitroblue tetrazélium) (HOHMANN et al.,
2013). As células previamente estimuladas ou nao por meio hiperglicémico e
tratadas com AOEE-L e AOEE-F, e espilantol, foram testadas nas concentracfes de
25, 50 e 100 pg/mL e 50, 100 e 200 pM, respectivamente. Aos homogenatos
celulares obtidos, posteriormente foi adicionada uma solucéo de NBT (0,1%), sendo
incubados em placa de 96 pocos por 1 h a 37 °C. A mistura aquosa foi
cuidadosamente removida dos pocos e os cristais de formazan formados,
dissolvidos em DMSO contendo uma solucdo de hidréxido de potassio a 2M. A
absorbancia foi mensurada em 600 nm e os resultados espressados através da
reducdo de NBT (OD a 600 nm).

4.3.7 Avaliacdo da atividade da enzima CAT

A atividade da catalase foi avaliada por meio de homogenados de VSMC
seguido do decaimento da absorbancia em 25 °C e 240 nm pela decomposicéo de
péxido de hidrogénio (H.0,). Para tal procedimento, foram adicionados as células
VSMC estimuladas ou ndo por meio hiperglicémico (25 mM) em placa de 96 pocos,
extratos AOEE-L e AOEE-F, e espilantol, nas concentracdes de 25, 50 e 100 pg/mL
e 50, 100 e 200 pM, respectivamente, incubadas durante 24 h. Transcorrido esse
tempo, os homogenatos celulares foram obtidos conforme metodologia descrita
anteriormente, e adicionados como meio reagente, composto por 10 mM de tampéao
fosfato de potassio pH 7,0, Triton X-100 a 0,1% e 20 mM de H,O,. Um decréscimo
na cinética de absorbancia péde ser observado apés 10 min de incubacdo pela
leitura em espectofotbmetro (modelo SpectraMAX 190, Sunnyvale, Califérnia, EUA).

A atividade da catalase foi expressada em mOD/min por mg de proteina do poco.
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4.4 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA IN VIVO

4.4.1 Modelo de formacdo de edema em pata de ratos por formalina

Os ensaios in vivo foram realizados com o auxilio de Walter Beys-da-Silva e
Markus Berguer na propria Universidade. A atividade anti-inflamatoria de extratos de
folnas e flores de A. oleracea (AOEE-F e AOEE-L) e do espilantol foi avaliada
através da prevencgédo de inflamagé&o local induzida por formalina nas patas traseiras
de ratos. O modelo utilizado consistiu na administracdo prévia dos tratamentos,
através de via intraperitoneal (i.p.), seguido da inducédo do edema em uma das patas
do animal 30 min apds os tratamentos. O edema de pata ocorre em duas fases: a
fase aguda, observada do tempo zero até 1,5 h da administracdo do indutor do
edema e perdura por mais 3,5 a 5,5 horas, denominada fase de laténcia. Nestes
periodos é possivel observar um aumento no volume das patas induzidas ao edema
tendo seu pico até o término da fase aguda, decrescendo de tamanho ao longo do
término da fase de laténcia (LEE; JEONG, 2002).

4.4.2 Tratamentos e inducdo do edema

Para este ensaio, os animais foram divididos em oito grupos (n = 6), sendo
eles: controle negativo (solucdo de NaCl 0,9% contendoTween 80 a 3%, 1 mL/kg,
i.p.), controle positivo com indometacina (10 mg/kg, i.p.), AOEE-F (10, 30 e 100
mg/kg, i.p.), AOEE-L (10, 30 e 100 mg/kg, i.p.) e espilantol (6,2 mg/kg, i.p.) em uma
dose equimolar, comparando-se as massas moleculares entre espilantol (221,17
g/mol) e indometacina (357,77 g/mol). Nesse sentido, o valor da dose de espilantol
foi adequado proporcionalmente a dose de indometacina, reduzindo desta maneira o
numero de animais utilizados, em caso de uma curva de doses.

Transcorridos 30 min apés a administracdo dos tratamentos, os animais
receberam uma injecdo de formalina a 2% na superficie plantar da pata traseira
direita (100 uL/pata, i.pl.) e salina na pata traseira esquerda (100 pL/pata, i.pl.). O
espessamento da pata produzido a partir da formacdo de edema foi medido por

meio de pletismémetro (Insight, Sdo Paulo, Brasil) durante os tempos 0, 30, 60, 120,
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180 e 240 min decorrentes da administracao de formalina. Todas as medidas foram
realizadas apenas pelo mesmo operador objetivando a reducédo de erros. O edema
foi avaliado pela capacidade de retencdo de exsudado nas patas dos animais ap0s a
administracdo dos extratos, comparando-se com o0 grupo controle, a fim de se

verificar se houve habilidade de modulag&o da inflamagéao.

4.4.3 Avaliagédo de parametros bioquimicos plasméaticos

Apbés o experimento, foram coletadas aliquotas de sangue dos animais
tratados (AOEE-F, AOEE-L na dose de 100 mg/kg, espilantol 6,2 mg/kg e
indometacina 10 mg/kg) para a avaliacdo dos parametros bioquimicos, com o intuito
de se verificar possiveis lesdes renais ou hepaticas causadas pelos tratamento. Para
0 procedimento, os animais foram sacrificados apds anestesia com uma mistura de
cetamina: xilazina (120 mg/kg: 10 mg/kg, i.p.), de forma que o a coleta dos animais
foi realizada através de puncdo cardiaca. As amostras foram coletadas em
eppendorfes contendo anticoagulante (citrato de so6dio a 100 mol/L), e entéo
centrifugadas (10 minutos a 3.000 rpm), sendo coletado o plasma. As amostras
livres de hemdlise foram armazenadas a -80 °C para a posterior avaliacédo
bioquimica, sendo realizados os testes para avaliar a formacdo de nitritos/nitratos
(NO7), alanina aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST),
creatinina (CRE) e uréia (URE). A analise bioquimica ocorreu por meio de Kkits

comerciais contendo as enzimas (obtidos de Labtest, Minas Gerais).

4.4.4 Avaliacao histolégica

A avaliacado histoldgica foi realizada no laboratério de Patologia Veterinaria da
UFRGS, auxiliado por Bianca Santana Cecco e David Driemeier. Para a analise
foram utilizadas patas traseiras dos animais dos grupos tratados com 0s extratos
(apenas na concentracdo de 100 mg/kg), espilantol (6,2 mg/kg), indometacina (10
mg/kg) e controle, com o objetivo de se analisarem as condi¢des inflamatérias
estabelecidas, bem como sinais teciduais marcados pela presenca migratoria de
mastaocitos, linfocitos e macréfagos. Desta forma, as patas dos animais sacrificados

foram removidas com o auxilio de uma tesoura e armazenadas em solucdo salina
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tamponada contendo 10% de formalina, pH 7,2. Foram realizados dois cortes em
cada pata, sendo que o primeiro corte continha pele da regido do calcanhar, e o
segundo, um corte transversal no osso, musculo, ligamentos e pele. O segundo
corte foi mantido em solucdo de &cido nitrico (HNO3) a 8% durante 24 h, sendo
lavada apds com agua corrente durante 5 min. Todos os tecidos foram desidratados
em alcool e lavados com xileno. As amostras foram entdo embebidas em parafina, e
foram realizados cortes de 3-5 um, corados posteriormente com hematoxilina e
eosina (H&E). O material foi examinado em microscépio para uma andlise qualitativa

da resposta celular inflamatoria.

4.5 ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica de todos os ensaios foi feita através do teste de ANOVA
de duas vias, seguido do teste de Turkey’s post hoc, utilizando-se o software SPSS,
versao 14.0 (SPSS, Inc.) instalado em computador compativel. Os dados foram
representados pela média + SEM (média de erro padréo). Um valor de p menor que

0.05 foi considerado significativo.
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5 RESULTADOS







O texto completo sobre os resultados obtidos que nesta dissertagdo ocupa o
intervalo entre as paginas 75 — 91, foi suprimido por tratar-se de um contetdo
submetido a processo patentario. Os resultados foram descritos desde a analise da
composigdo quimica encontrada nos extratos, resultados dos ensaios com avaliagdo
da acdo anti-inflamatéria e antioxidante in vitro com células da linhagem A7r5, e
resultados dos ensaios in vivo mensurando a acao anti-inflamatéria de A. oleracea,

frente a inducéo de edema por formalina em patas traseiras de camundongos.
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6 DISCUSSAO







O texto completo sobre a discussdo dos resultados obtidos que nesta
dissertacdo ocupa o intervalo entre as paginas 95 — 105, foi suprimido por tratar-se
de um conteddo submetido a processo patentario. A discussao dos resultados
gerados foi descrita desde a analise da composicdo quimica encontrada nos
extratos, ensaios com avaliacdo da acao anti-inflamatéria e antioxidante in vitro com
células da linhagem A7r5, e ensaios in vivo mensurando a acao anti-inflamatéria de
A. oleracea, frente a inducdo de edema por formalina em patas traseiras de

camundongos.
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7 CONCLUSOES







Quanto a avaliacao quimica:

Os extratos de folhas e de flores de Acmella oleracea sdo uma importante fonte
de N-alquilamidas, especialmente aquelas pertencentes a classe das N-
isobutilamidas;

Em termos quantitativos, tem-se em AOEE-F uma maior quantidade de N-
isobutilamidas (92,8%), quando comparado ao AOEE-L (68,3%);

O extrato de flores de Acmella oleracea possui um teor de espilantol
aproximadamente 12 vezes maior quando comparado ao extrato de folhas;

O método de CLAE-ESI-MS/MS demonstrou ser uma ferramenta util para a

analise e quantificacdo destes compostos;

Quanto a atividade anti-inflamatoria in vitro:

Os extratos (AOEE-F e AOEE-L) e espilantol demonstraram importante atividade
inibitoria sobre proteases pro-inflamatorias, especialmente aquelas pertencentes a
classe das serino-proteases;

Espilantol demonstrou um importante efeito inibitério sobre a atividade da enzima
guimase, reducéo da producéo de NO, e efeitos antioxidantes pela supressao da
atividade do radical anion superdxido e aumento na expressao da catalase.

As semelhancas nas atividades biologicas demonstradas para AOEE-F e AOEE-L
evidenciam o possivel envolvimento de outros compostos presentes no extrato

para o efeito anti-inflamatorio, além do espilantol,

Quanto a atividade anti-inflamatoria in vivo:

AOEE-F demonstrou maior atividade quanto a reducdo do edema em pata de
ratos no modelo de inflamacé&o induzido pela formalina;

O espilantol possui importante efeito anti-inflamatério in vivo conforme
evidenciado pela completa prevencédo da formacédo do processo edematogénico;
A administracdo dos extratos e de espilantol nos animais ndo induziu efeitos
toxicos significativos nas doses testadas, conforme evidenciado pelos parametros
bioquimicos;

O mecanismo de acdo para a atividade anti-inflamatoria parece envolver em
conjunto a inibicdo da enzima quimase, reducdo nos niveis de Oxido nitrico e

atividade antioxidante.
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