UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA

FRANCIS JOSE ZORTEA MERINO

0 B ASSS
W i 7o
]“}.ﬂ\l?‘f'l"' eff/i%=
| 7 ‘{“: \.1‘!. ) i
oo »\,“.lm}:;’ﬂu\n A r‘
i A1) BT |

.!\,H
I
ap ]

/r ) E BIOLOGICO
‘ T: N ACEAE)

| ]\

i

|

ESTUDOMOR
DAS PART

% _jﬁi‘u;l il EIE
’ il Sl | U
e = = 1}

CURITIBA
2018



FRANCIS JOSE ZORTEA MERINO

ESTUDO MORFOANATOMICO, FITOQUIMICO, FARMACOLOGICO E BIOLOGICO
DAS PARTES AEREAS DE Senecio westermanii DUSEN (ASTERACEAE)

Tese apresentada como requisito parcial a
obtencdo do titulo de Doutor em Ciéncias
Farmacéuticas, no Programa de Pdés-Graduagao
em Ciéncias Farmacéuticas, Setor de Ciéncias da
Saude, Universidade Federal do Parana.

Orientador: Prof. Dr. Obdulio Gomes Miguel

Coorientador: Profa Dra. Marilis Dallarmi Miguel

CURITIBA
2018



Merino, Francis José Zortéa

Estudo morfoanatémico, fitoquimico, farmacologico, e bioldgico das partes aéreas de Senecio westermanii
Dusén (Asteraceae) / Francis José Zortéa Merino — Curitiba, 2018.

199 1. [ il. (algumas color.) ; 30 cm

Orientador: Professor Dr. Obdulio Gomes Miguel

Coorientadora: Professora Dra. Marilis Dallarmi Miguel

Tese (doutorado) — Programa de Pés-Graduacéo em Ciéncias Farmacéuticas, Setor de Ciéncias da
Saude. Universidade Federal do Parana.

Inclui bibliografia

1. Famacologia. 2. Aedes aegypti. 3. Alelopatia. 4. Toxicidade. |. Miguel, Obdulio Gomes. Il. Miguel, Marilis
Dallammi. Ill. Universidade Federal do Farana. IV. Titulo.

CDD 615.1

Maria da Conceicéo Kury da Silva — CRB — 9/1275




MINISTERIO DA EDUCAGAO

SETOR CIENCIAS DA SAUDE

UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUAGAQ
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO CIENCIAS
FARMACEUTICAS

TERMO DE APROVAGAO

Os membros da Banca Examinadora designada pelo Colegiado do Programa de Pés-Graduagdo em CIENCIAS FARMACEUTICAS
da Universidade Federal do Parana foram convocados para realizar a arguigao da tese de Doutorado de FRANCIS JOSE ZORTEA
MERINO intitulada: ESTUDO MORFOANATOMICO, FITOQUIMICO, FARMACOLOGICO E BIOLOGICO DAS PARTES AEREAS
DE Senecio westermanii Dusén - Asteraceae, apds terem inquirido o aluno e realizado a avaliag&o do trabalho, s&o de parecer
pela sua Arecoacal no rito de defesa.

A outorga do titulo de doutor esta sujeita & homologagéo pelo colegiado, ao atendimento de todas as indicagdes e corregies

solicitadas pela banca e ao pleno atendimento das demandas regimentais do Programa de Pés-Graduagéo.

Curitiba, 25 de Maio de 2018.

’
OBDULIO GOMES MIGUEL

Presidente da Banca Examinadora

\ iz SO -

VINICIUS BEDNARCZUK DE OLIVEIRA LORENE AMSTRONG
Avaliador Externo Avaliador Externo

| < 4
Qbccdee Qp At
CLAUDIA ALEXANDRA DE ANDRADE JOSIANE DE FATIMA GASPARI DIAS
Avaliador Externo Avaliador Interno

Avenida Prefeito Lothario Meissner, 632 - Curitiba - Parana - Brasil
CEP 80210-170 - Tel: (41) 3360-4098 - E-mail; cfufpr@gmail.com



A minha esposa Ariane.

Ao meu lindo filho Jodo Pedro.

Aos meus pais Geraldo e Dilene.

Aos meus irmdos Vinicius, Régis e Denis.
Aos meus sogros Jodo e Ivanete.

A minha avo Lucina.



AGRADECIMENTOS

A Deus pela rara oportunidade que tive, muito obrigado!

A minha linda esposa Ariane e maravilhoso filho Jodo Pedro, por serem o principal
motivo da minha perseveranga nos estudos. E por toda forca emocional que me
deram nessa caminhada.

Aos meus pais, Dilene e Geraldo, que nunca deixaram eu desistir de continuar.

Aos meus irmaos Denis, Régis e Vinicius que sempre me aconselharam diversas
vezes.

Aos meus sogros, Ivanete e Joao, por tudo mesmo.

A Universidade Federal do Parana e ao Programa de Pés-Graduagdo em
Ciéncias Farmacéuticas pela oportunidade.

Ao meu orientador Prof. Dr. Obdulio Gomes Miguel e coorientadora Profa. Dra.
Marilis Dallarmi Miguel por me manterem na linha e mostrar do que sou capaz.

Ao Departamento de Quimica da Universidade Federal do Parana pelos espectros
de ressonancia magnética nuclear. Um abragco em especial ao Prof. Dr. Andersson
Barison pela ajuda na elucidagéo estrutural e por manter as portas abertas.

Ao Laboratério de Difatometria de Raios X de Monocristal do Departamento de
Quimica da Universidade Federal do Parana pela elucidagdo dos compostos e a
Francielli Sousa Santana pela paciéncia e receptividade.

Ao Complexo de Laboratérios Multiusuarios (C-LABMU) da Universidade
Estadual de Ponta Grossa pelas analises de EDS e MEV.

Ao Laboratério de Farmacognosia da Universidade Estadual de Ponta Grossa pelas
analises de morfoanatomia e as Profs Drs. Rosi Zanoni da Silva e Jane Manfron
Budel.

Ao Laboratério de Engenharia de Alimentos da Universidade Estadual de Ponta
Grossa pela analise térmica e ao Prof. Dr. Egon Schnitzler.

As colegas de doutorado Juliane Nadal Dias Swiech, Daniela Gaspardo Folquitto
e Vanessa Barbosa Bobek por serem fundamentais na analise do estudo
morfoanatédmico.

A Cristiane Bezerra da Silva pelo auxilio nas analises enzimaticas.

A Samanta Golin pela ajuda nos testes celulares;

Aos Profs. Drs. Vitor Alberto Keber, Josiane de Fatima Gaspari Dias e Sandra
Maria Warumby Zanin por compartilharem seus conhecimentos.



Aos amigos e colegas de Doutorado e Mestrado que fiz durante essa jornada. Em
especial a Ellis Marina Szabo e Maislian de Oliveira com quem convivi
diretamente.

Ao técnico Paulo Sérgio Diniz pela contribuicdo para o desenvolvimento deste
trabalho e pela grande amizade temos.

Ao secretario Jean Godoi por resolver todos as questdes burocraticas, além da
amizade que fizemos.

E a todos aqueles que eventualmente nédo estdo citados, mas que, com certeza,
participaram direta ou indiretamente para a realizacéo e término deste trabalho.



E muito melhor arriscar coisas
grandiosas, alcangar triunfos e glorias,
mesmo expondo-se a derrota, do que
formar fila com os pobres de espirito que
nem gozam muito nem sofrem muito,
porque vivem nessa penumbra cinzenta
que nao conhecem a vitéria e nem a

derrota.

Theodore Roosevelt



RESUMO

A espécie S. werstermanii Dusén (Asteraceae) encontra-se exclusivamente
no Brasil nos estados do Parana e Sao Paulo na Floresta Atlantica. Para o estudo da
espécie foi obtido o extrato bruto (EB) e as fragdes hexano (FH), cloroféormio (FCL),
acetato de etila (FAE) e hidroalcodlica remanescente (FRE). Foi realizado estudo
morfoanatémico da folha e caule em laminas semipermantes, permanentes e MEV.
A identificacdo de compostos ocorreu por espectroscopia de RMN 'H e *C, DRXM e
EDS. Anadlise da concentragdo de fendis totais. Estudo farmacoldgico de
gastroprotecado e transito gastrointestinal. Avaliagdo enzimatica dos figados de
camundongos para proteina total, ALP, ALT, AST, GST, SOD, CAT e peroxidagao
lipidica. Na alelopatia foram utilizadas sementes de Allium cepa e na alelopatografia
sementes de Lactuca sativa. Para atividade larvicida utilizou-se larvas de Aedes
aegypti. Na morfoanatomia as folhas sdo anfiestomaticas e estdbmatos anomocitico,
com tricomas tectores unisseriados e nervura central com grdos de amido. O caule
contém ductos secretores no parénquima fundamental e presenca de compostos
fendlicos. Foi identificado a isoquercetina na FAE por RMN 'H e *C. E os sais NaCl
e KCI por DRXM na obteng¢édo do EB e o CaC,04 por EDS no mesdfilo foliar. Para a
concentracdo de fendis totais a FAE e FRE apresentaram, respectivamente, 504,71
+ 3,80 e 245,96 * 4,30 mg de EAG/g. Para o estudo farmacolégico (10, 30 e 100
mg/kg do EB) a les&o gastrica aguda induzida por etanol foram estatisticamente
semelhante ao omeprazol (40 mg/kg) e no ensaio de transito gastrointestinal as
amostras apresentaram 73%, 96% e 100%, respectivamente, em comparagcao a
metoclopramida. Na analise de toxicidade do figado dos camundongos observou
alteracdes pela presencga de microvesiculas de gorduras. Nos ensaios enzimaticos o
teor de proteinas totais foram aumentados com 30 e 100 mg/kg de EB. Nos
marcadores de toxicidade do figado a atividade das enzimas ALP e ALT
apresentaram alteradas em 100 mg/kg. As enzimas antioxidantes do figado GST e
SOD sofreram alteragdo em 100 mg/kg. O teor de MDA foi alterado em 30 e 100
mg/kg. Na alelopatia as amostras retardaram o crescimento da radicula de A. cepa.
A respiracao radicular foi aumentada em todas as concentragcdes da FCL e FAE. O
teor de clorofila total foi reduzido para todas as fracbes, exceto para FHA. Na
alelopatografia para o ensaio enzimatico de Lactuca sativa a mistura de esteroides e
a FAE, respectivamente, foram as amostras com maior atividade: SOD (0,44 e 0,42
Mg/proteina), POD (0,56 e 0,52 pmol.tetraguaiacol/min), CAT (0,12 e 0,10
pmol.H,O2/min). Para o crescimento da radicula e hipocétilo, respectivamente,
houve reducdo de 62% e 56% (mistura de esteroides) e 53% e 48% (FAE). Na
morfologia externa das larvas de Aedes aegypti observou o reducédo das branquias
anais, colapsamento de segmentos abdominais e térax achatado. Na morfologia
interna houve perda de tecido muscular, espessamento da membrana peritrofica e
enrugamento do tecido muscular. Apesar da toxicidade ser caracteristica do género
Senecio, a espécie em estudo deve ser considerada para estudos futuros para
identificar possiveis metabdlitos secundarios responsaveis pelos resultados obtidos.

Palavras-chave: Aedes aegypti. Alelopatia. Alelopatografia. Farmacologia.
Isoquercetina. Toxicidade.



ABSTRACT

The species S. werstermanii Dusén (Asteraceae) is exclusively in Brazil in
the states of Parana and Sao Paulo in the Atlantic Forest. The crude extract (EB) and
hexane (FH), chloroform (FCL), ethyl acetate (FAE) and remaining hydroalcohol
(FRE) fractions were obtained for the study of the species. A morphological study of
leaf and stem was carried out on semipermeant, permanent slides and SEM.
|dentification of compounds by 'H and *C NMR spectroscopy, DRXM and EDS.
Analysis of total phenol concentration. Samples were tested against larvae of Aedes
aegypti. A morphological study of leaf and stem was carried out through
semipermeant and permanent slides and SEM. Pharmacological study of
gastroprotection and gastrointestinal transit. Enzymatic evaluation of mice livers for
total protein, ALP, ALT, AST, GST, SOD, CAT and lipid peroxidation.In the
allelopathy seeds of Allium cepa and allelopathography of seeds of Lactuca sativa
were used. For larvicidal activity larvae of Aedes aegypti were used. In the
morphoanatomy the leaves are amphistomatic and the anomocytic stomata, with
tectonic trichomes unisseria and central vein with starch grains. The stem contains
secretory ducts in the fundamental parenchyma and presence of phenolic
compounds. Isoquercetin was identified in FAE by 'H and ">°C NMR. And the NaCl
and KCI salts by DRXM in obtaining EB and CaC,0O4 by EDS in leaf mesophyll. For
the concentration of total phenols the FAE and FRE presented, respectively, 504.71
+ 3.80 and 245.96 £ 4.30 mg of EAG/g. For the pharmacological study (10, 30 and
100 mg/kg of EB) the acute gastric injury induced by ethanol was statistically similar
to omeprazole (40 mg/kg) and in the gastrointestinal transit test the samples
presented 73%, 96% and 100%, respectively, compared to metoclopramide. In the
analysis of liver toxicity of the mice, it was observed changes in the presence of fat
microvesicles. In the enzymatic assays the total protein content was increased with
30 and 100 mg/kg EB. In liver toxicity markers the activity of ALP and ALT enzymes
were altered at 100 mg/kg. The antioxidant enzymes of the liver GST and SOD were
altered at 100 mg/kg and the MDA content was altered by 30 and 100 mg/kg. In the
allelopathy the samples delayed the growth of A. cepa. Root respiration was
increased at all concentrations of FCL and FAE. Total chlorophyll content was
reduced for all fractions, except for FHA. In the allelopathography for the enzymatic
assay of Lactuca sativa the steroid mixture and the FAE, respectively, were the
samples with the highest activity: SOD (0.44 and 0.42 ug/protein), POD (0.56 and
0.52 pmol.tetraguaiacol/min), CAT (0.12 and 0.10 ymol.H202/min). For the growth of
radicle and hypocotyl, respectively, there was a reduction of 62% and 56% (steroid
mixture) and 53% and 48% reduction (FAE). In the external morphology of Aedes
aegypti larvae, it was observed the reduction of anal gills, collapsing of abdominal
segments and flattened thorax. In internal morphology there was loss of muscle
tissue, peritrophic membrane thickening and wrinkling of muscle tissue. Although the
toxicity is characteristic of the genus Senecio, the species under study should be
considered for future studies to identify possible secondary metabolites responsible
for the results obtained.

Keywords: Aedes aegypti. Allelopathy. Allelopathography. Pharmacology.
Isoquercetin. Toxicity.
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1 INTRODUGAO

No Brasil o Ministério da Saude regulamentou e aprovou o Decreto
5813/2006 que diz respeito sobre a Politica Nacional de Plantas Medicinais e
Fitoterapicos, além disso indicando quais as partes das plantas medicinais podem
ser utilizadas como opgao na terapéutica (BRASIL, 2006). Esse decreto vigora pelo
fato das plantas medicinais serem uma alternativa para o tratamento de doencas,
ocupando um lugar de destaque na medicina popular brasileira (MATTOS et al.,
2015).

Além disso, de acordo com a Organizagdo Mundial da Saude (OMS),
aproximadamente, 80% da populagdo mundial utiliza-se da medicina popular para
compensar a auséncia de assisténcia médica privada. Porém o uso incorreto das
plantas medicinais podem acarretar em agravos a saude de quem a utiliza, que pode
ocorrer reagoes alérgicas e efeitos toxicos lesionando diversos érgaos e levar a 6bito
(MATTOS et al., 2015).

As plantas sdo um recurso para o tratamento de doencgas por produzirem
diversas substancias que sao relevantes na resolucdo de uma variedade de
doencas. Porém a utilizacdo de plantas deve ser restrita as espécies conhecidas e
identificadas corretamente, para evitar possiveis intoxicagdes (CAMPOS et al.,
2016).

De acordo com Araujo (2014) as plantas produzem trés grandes grupos de
metabdlitos secundarios utilizados na defesa contra o meio abidtico e bidtico:
terpenos, compostos fendlicos e alcaloides. Para Nascimento (2016) o precursor dos
terpenos foi caracterizado como acido mevalbnico, proveniente da unido de
unidades de acetil coenzima A. Os compostos fendlicos sdo derivados do acido
chiquimico e das pentoses fosfato (ALMEIDA, 2017). Enquanto os alcaloides sao
provenientes de aminoacidos aromaticos (triptofano e tirosina), os quais sé&o
derivados do acido chiquimico e de aminoacidos alifaticos (ornitina e lisina) (FERRO;
MOURA; GERON, 2016). Para Pereira e Cardoso (2012) a atividade farmacologica
de uma espécie especifica geralmente esta relacionada a presenga dessas trés
grandes classes de metabdlitos.

O género Senecio destaca-se por produzir importantes compostos

secundarios, sendo 0s grupos quimicos mais frequentes os alcaloides pirrolizidinicos



28

e 0s sesquiterpenos do tipo furanoeremofilanos. Diversos autores relatam a
identificagdo desses compostos em diversas espécies do género, pode-se citar o S.
nemorensis, S. flavus, S. auricula, S. linifolius, S. subumbellatus, S. persoonii, S.
scandens, S. lasiocephalus, S. usgorensis, S. chiquianensis; S. laricifolius e S.
brasiliensis (TORRES et al., 1989; JAKUPOVIC et al., 1991; ROEDER, BOURAUEL;
KERSTEN, 1992; TORRES et al., 1998; TORRES et al., 1999; TOMA et al., 2004;
ELIAS et al., 2011; VASQUEZ et al., 2011;SHI et al., 2013; WANG; HUANG; CHEN,
2013).

Muitas dessas espécies sao estudadas quanto a sua farmacologia, ensaios
de nocicepgdo, acao anti-inflamatoria, protegdo gastrica, motilidade e fertilidade,
além dos estudos toxicologicos (TOMA et al., 2004; HARIPRASATH; JEGADEESH,;
RAAMAN, 2012; WANG; HUANG; CHEN, 2013; LIENOU et al., 2015). Porém de
acordo a ANVISA através da RDC 26/2014 que dispbe sobre o registro de
medicamentos fitoterapicos e o registro e a notificagdo de produtos tradicionais
fitoterapicos, a resolugao ainda mostra os géneros de plantas com metabdlitos que
podem prejudicar a saude e que sao restringidos ou proibidos no uso como produtos
tradicionais fitoterapicos (BRASIL, 2014). Dentro dos diversos géneros listados com
espécies proibidas para o uso comercial encontra-se o género Senecio, pelo fato da
presenga dos alcaloides pirrolizidinicos, que sdo metabdlitos tdéxicos devido a sua
biotrasformacé&o no figado.

Dessa forma o presente trabalho, que teve inicio com a dissertacdo de
mestrado, continua e aprofunda os testes realizados, pois através dos estudos
biologicos e fitoquimicos realizados mostram que S. westermanii apresentou
atividade antioxidante e alelopatica, auséncia de toxicidade preliminar e a presenca
dos compostos secundarios campesterol, B-sitosterol e estigmasterol. Apesar da
espécie pertencer a um género toxico, que vai contra a RDC 26/2014, ha
importantes propriedades que devem ser exploradas devido a deficiéncia de
estudos, com isso objetivou-se extrapolar os estudos in vitro para os ensaios

farmacolégicos in vivo, além de aprofundar testes realizados.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Realizar o estudo morfoanatémico, fitoquimico, farmacoldgico, citotoxico,
alelopatico e larvicida das partes aéreas da espécie Senecio westermanii

(Asteraceae).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Realizar o estudo das laminas semipermanentes e permanentes e os testes
microquimicos da folha e caule;

e Avaliar a perda de massa nas atmosferas de ar sintético e nitrogénio da raiz,
caule e folha;

e |dentificar os constituintes quimicos presentes na espécie através de
espectroscopia de RMN 'H e ®C, DRXM e EDS e dosear os polifendis e
flavonoides totais;

e Verificar a agcdo do extrato bruto etandlico contra a ulceragdo gastrica em
ratos e o transirto gastrintestinal em camundongos;

e Analisar a toxicidade do extrato bruto etandlico e dosear proteinas totais em
células do figado de camundongos;

e Avaliar as enzimas ALP, ALT e AST no figado de camundongos;

e Avaliar os antioxidantes ndo enzimaticos GSH e acido ascorbico no figado de
camundongos;

e Avaliar as enzimas antioxidantes GST, SOD e CAT e a peroxidacao lipidica
em figado de camundongos;

e Testar a citotoxicidade do extrato bruto nas linhagens celulares A549-Nuclight
Red e o DU145-Nuclight Red;

e Avaliar alvos inflamatérios especificos como NF-kB, STAT3, Nrf2 e HIF-1q;

e Analisar o metabolismo celular nos alvos TGR5 e PPARs;

e Analisar a atividade alelopatica com os ensaios de germinagao, crescimento,
respiracdo radicular e fotossintese do extrato bruto e fracbes de S.

westermanii sobre as sementes de Allium cepa,;
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e Avaliar o teor das enzimas CAT, POD e SOD e a peroxidagao lipidica, assim
como o germinagado, crescimento e respiracdo radicular das plantulas de
Lactuca sativa quando testas com a mistura dos esterdides [-sitosterol,
estigmasterol e campesterol e o extrato bruto e fragdes;

e Analisar a toxicidade aguda e a morfologia interna e externa das larvas de

Aedes aegypti quando submetidas ao extrato bruto etndlico e fragdes.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 FAMILIA ASTERACEAE

Na familia Asteraceae as plantas possuem aspectos extremamente
variados, incluindo principalmente ervas, arbustos, trepadeiras, terricolas, tupicolas,
epifitas e raramente arvores (HEYWOOD, 1993). De acordo com Kubitzki (2007) a
familia possui aproximadamente 23000 espécies que estado distribuidas em 1600
géneros. A familia possui ampla distribuicdo pelo mundo, devido a capacidade de
adaptacao a diferentes ambientes, considerado um dos grupos que mais obtiveram
sucesso entre as plantas com flores, comprovada pela extensa diversidade de
habitat e forma de vida. Esse sucesso esta atrelado a evolugao quimica, permitindo
o desenvolvimento de grupos quimicos repelentes (BERETTA et al., 2008).

Para Verdi, Brighente e Pizzolatti (2005) as plantas pertencentes a familia
Asteraceae sdo constantemente estudadas no que diz respeito a sua composicao
quimica, além disso o estudo das atividades biolégicas estdo presentes na mesma
propor¢ao. Czelusniak et al. (2012) comentam devido a imensa quantidade de
constituintes quimicos presentes nessa familia, a pesquisa de novos metabdlitos
sobrepbe-se a pesquisa referente a morfologia, devido a importancia dos
metabdlitos secundarios produzidos pelas espécies. Os compostos fendlicos e os
terpenoides sdo as classes de moléculas mais investigadas por apresentarem
potencial farmacolégico (ALMEIDA, 2012).

O género Viguiera responsavel por produzir lactulonas sesquiterpénicas e
diterpenos, do tipo kaurane e pimarane, que possuem acao anti-inflamatéria e
antiespamaodica. Além disso, os acidos kaurendicos e pimaradiendicos, pertecente
as especies V. robusta e V. arenaria, respectivamente, foram avaliados na contragao
muscular lisa e detectou-se que os diterpenos foram capazes de inibir a
contractilidade vascular principalmente por bloqueio extracelular do influxo de Ca**
(AMBROSIO et al., 2006).

O género Lychnophora possuem espécies com comprovada agao anti-
inflamatdria e antinociceptiva. De acordo com Guzzo et al. (2008), em estudos com
ratos, a L. ericoides obteve acdo antinociceptiva e L. pinaster e L. trichocarpha além

da mesma agéao teve atividade anti-inflamatéria. Em estudo realizado por Capelari-
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Oliveira et al. (2011), a L. passerina foi capaz de inibir a produg¢ao de citocinas, TNF-
a e NO e aumentandou a producgao de IL-10.

A Baccharis genistelloides, conhecida popularmente por carqueja, utilizada
no tratamento hepatico, digestivo, inflamagbes urinarias, hipercolesterolemia e
reumatismo. Algumas agdes foram comprovadas por diversos modelos in vivo, assim
como o efeito antiartritico induzida por colageno, sendo a atividade atribuida pela
presenca de flavonoides presentes no extrato. Também foi detectada acao
citoprotetora pelo ensaio de ulcera induzida por etanol. Além desse efeito, detectou-
se a diminui¢ao da producgao de acido gastrico (RUIZ et al., 2008).

Para Hernandez et al. (2009) a espécie Heliopsis longipes € utilizada na
América Central e do Sul devido a sua agéo analgésica, anti-inflamatéria e anti-
ulcerativa e no México para dor de dente. Além disso, o extrato dessa planta foi
capaz de inibir contor¢cdes induzidas por acido acético em murinos, diminuindo a dor
desses animais. E em ratos estudaram o efeito anti-inflamatério dessa espécie
induzindo edemas em orelhas de rato, em que atribuiram o efeito desejado pela
substancia afinina (isobutilamida) que inibiu a agdo da COX (Ciclooxigenase) e
enzimas LOX (Lipo-oxigenase), envolvidas na inflamacéo.

Bidens pilosa conhecida pelos efeitos hepatoprotetor, antiinflamatério e
diurético. Porém a espécie foi testada em ratas com cancer de mama induzido, em
que foram utilizados flavonoides isolados por cromatografia em camada delgada.
Observou-se que o adenocarcinoma mamario comecgou a reduzir com o tratamento.
Dessa forma, as amostras da planta foram capazes de reduzir a progressdo do
cancer de mama em ratas, isso pode ser explicado porque os flavonoides sao
capazes de induzir apoptose por ativacdo da caspase 8 e Bax, que sao capazes de
inibir a expressao de Bcl-2 e permitem a liberagdo do citocromo C (ARROYO et al.,
2010).

Em estudo com a espécie Gochnatia polymorpha ssp. Floccosa, Piornedo et
al. (2011) comentam que essa planta é popularmente conhecida no Brasil como
cambara e é utilizada em inflamacdes do trato respiratério e reumatismo. O extrato
etandlico, fracbes e a substancia isolada denominada 11,13-dihidrozaluzanina C
foram avaliadas e inibiram significativamente o edema de patas induzidos por
carragena e inibiram a migracdo de leucdcitos e o extravasamento proteico no

modelo bolsdo inflamatério. Os autores ainda comentam que o provavel efeito
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antiinflamatério provocado pelo extrato e fracbes € provocado, em partes, pela
substancia isolada.

Xanthium cavanillesii Schouw € uma espécie originaria da América do Sul e
conhecida como carrapicho, considerada uma planta infestante, porém com diversas
aplicacbes farmacoldgicas, principalmente, anti-inflamatéria, antimicrobiana e
anticarcinogénica. Amostras da espécie foram capazes de inibir os mediadores
NFkB/DNA vinculativo, MAPK p38, TNFa e a agao da elastase serinoprotease,
comprovando o efeito anti-inflamatorio e cicatrizagdo, respectivamente. Avaliou-se o
efeito antiulcerativo induzido por etanol em ratos, sendo a xantina o composto com a
maior protecado. Corroborando com o estudo anterior, analisou-se a agao da xantina
em evitar a degranulacdo de mastoécitos induzida pelo composto sintético 48/80
(LANA et al., 2012).

A espécie Acmella oleracea, conhecida como jambu, presente no estado do
Para — Brasil, possui as alquilamidas como os compostos mais estudados, devido a
sua atividade anestésica e anti-inflamatéria. Além disso, foram reportados estudos
demonstrando agdo analgésica na dor de dente, antipirética e diurética. Ainda o
polissacarideo aminogalacturonano inibiu significativamente as ulceras gastricas
induzidas por etanol em ratos (NASCIMENTO et al., 2013). Favoreto e Gilbert (2010)
ainda comentam que o extrato aquoso introduzido via oral em ratos, suprimiu o
edema de pata induzida por carragenina, além de provocar um efeito analgésico nos
modelos de abano de cauda e de contorsao induzidos por acido acético. Os autores
ainda sugerem que o efeito antinociceptivo é causado por um mecanismo que inibi a
producédo de prostaglandina e o efeito antiiinflamatério pela presenga do espilantol,
considerada a molécula mais ativa. A atividade diurética em ratos foi préxima ao
controle furosemida. Além desses ensaios, foi comprovada a atividade afrodisiaca
de creme de jambu, utilizando modelo de estudo casais (mulheres e homens), que
foi observado o aumento do desejo, excitacdo e satisfagdo sexual (FAVORETO;
GILBERT, 2010).

As partes aéreas de Artemisia copa Phil € comumente utilizada como
antitussigena, digestiva e hipertensdo. Assim o extrato aquoso foi submetido ao
estudo em ratos para detectar o efeito vasorelaxante e hipotensivo, pois foi capaz de
relaxar os anéis da aorta, através da inibicdo do influxo de Ca?* via canais

membranosos de calcio e reservas intracelulares. Essas ag¢des foram detectadas,
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provavelmente, pela presencga da luteolina, acido p-cumarinico e crisoeriol presentes
na planta. Além da A. copa a A. genus e A. ludoviciana que também foram capazes
de obter efeitos similares para os mesmos ensaios (GORZALCZANY; MOSCATELLI,
FERRARO, 2013).

A espécie Bellis perennis L. conhecida como margarida, utilizada pela sua
capacidade anti-hemorragica, expectorante, anti-reumatica e cicatrizante. Em estudo
realizado com esta planta em mulheres gravidas, observou-se que houve redugao
na perda sanguinea durante cirurgias cesarianas e partos normais. Além disso, foi
observada a reducao da atividade da enzima lipase pancreatica, devido a agao das
saponinas triterpénicas isoladas (MARQUES et al., 2014).

Observa-se que a familia Asteraceae possui muitos géneros que possuem
espécies de interesse farmacologico, devido a quantidade de compostos gerados
por elas. Isso pode ser explicado pelos mais variados ambientes que esta familia se
encontra presente, dessa forma gerando substancias secundarias para a

sobrevivéncia das espécies no respectivo habitat.

3.2 GENERO Senecio

De acordo com Matzenbacher (2009) o género Senecio encontra-se em todo
o mundo, exceto nas regides polares e amazébnica, sendo considerado o maior
género da tribo Senecioneae. A América do Sul é a regido que mais abriga este
género com cerca de 500 espécies, sendo 67 espécies presentes no Brasil,
aproximadamente.

O género possui como um dos principais constituintes os alcaloides
pirrolizidinicos, conhecidos por causarem intoxicagdes fatais em animais herbivoros
de grande porte e seres humanos que consumiram alguma espécie do género
contendo essa classe de composto secundario. Ainda, esses alcaloides séao
considerados os marcadores quimiossistematicos para a tribo Senecioneae, pois a
maioria das espécies possuem os alcaloides com estrutura macrociclica diéster do
tipo senecionina e/ou sdo mono e diésteres do tipo triangularina (SILVA; BOLZAN;
HEINZMANN, 2006).

De acordo com Prakash et al. (1999) a intoxicacdo dos alcaloides

pirrolidizinicos ocorre quando ha sua biotransformagédo no figado em uma estrutura
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pirrélica de alta reatividade (d-hidropirrolizidinas), além da formagédo secundaria do
alcool pirrol. Santos et al. (2008) comentam que a intoxicagdo desses metabdlitos
ocorrem por serem alquilantes e ligando-se ao DNA. Dessa forma, quando ligados
ao componente genético, os pirréis causam a megalocitose, necrose e a redugao no
numero de hepatécitos. Este processo ocorre porque a toxina inibe a mitose nos
hepatdcitos, substituindo o tecido local por tecido conjuntivo fibroso, ocasionando a
disfuncédo hepatica com consequente morte.

Muitos estudos farmacoldgicos e toxicoldgicos sao realizados com espécies
do género Senecio com intuito de comprovar seus efeitos. Green, Segall e Byard
(1981) isolaram o alcaloide senecionina de Senecio vulgaris e o analisaram em
culturas primarias de hepatdcitos de ratos para detectar a citotoxicidade e
genotoxicidade. De acordo com o estudo, a senecionina provou-se uma potente
citotoxina devido a saida da lactato desidrogenase para o meio inoculado e a perda
de célula para o substrato de colageno com doses variando de 1,6 a 128 nmol/10°
células. Além disso, o alcaloide foi genotéxico pela evidéncia da ligagdo covalente e
a estimulacdo de reparo do DNA com a menor dose aplicada, 16 nmol/10° células.
Lathy, Heim e Schlatter (1983) com a mesma espécie de planta prepararam
biossinteticamente os alcaloides retronicina, senecionina e senecifilina marcados
com °H apartir da putrescina e isoleucina de S. vulgaris. De acordo com os autores,
apo6s 3 h da administragdo das amostras em ratas lactantes observaram a presenca
de 0,08% de derivados de retronicina radioativa no leite, além de 0,02% de
alcaloides inalterados. Ainda os pesquisadores, apos 6 h de administracao,
detectaram elevados niveis dos alcaloides no pulméo e figado.

Hendricks et al. (1980) com a finalidade de investigar a toxicidade de
alcaloides de S. jacobaea em trutas arco-iris, inseriram na dieta desses animais, por
um periodo de 12 meses, concentracdes de 20 e 100 ppm da mistura dos alcaloides
(jacolina (1%), senecionina (2,5%); senecifilina (2,5%), jacozina (3%) e jacobina
(91%)). Os autores concluem que ambas as concentragdes causaram graves lesdes
hepaticas, causando doenca veno-oclusiva no centrolobular e veias hepaticas,
porém nao foram encontradas alteragcdes neoplasicas. Ainda, Miranda, Cheeke e
Buhler (1980) alimentando ratos com 5% de S. jacobaea, durante uma a quatro
semanas, e outro grupo com uma mistura de 0,5% de alcaloides, por uma semana.

Observou-se para o primeiro grupo aumento de 4 a 5 vezes o aumento da epdxi-
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hidrase microssomal (EHM) hepatica, aumento significativo da glutationa S-
tranferase (GST) citosdlica e redugdo da enzima hepatica microssomal
hidrocarboneto aromatico hidroxilase (HAH). E para o segundo grupo houve o
aumento em 5 vezes a EHM e em 73% a atividade da GST e reducédo da HAH. Os
autores comentam que a ingestdo desses alcaloides influencia na capacidade de
metabolizacdo de produtos enddégenos e exdégenos, além de alterar a
biotransformacao e toxicidade. Em outro trabalho, Miranda, Henderson e Buhler
(1981) com a mesma planta alimentaram ratos durante cinco semanas com uma
dieta de 5% de S. jacobaea, apo6s o término da pesquisa observou-se que 0s
animais haviam reduzido o peso significativamente, além do aumento dos niveis de
aspartato aminotransferase - AST (122%), fosfatase alcalina - ALP (106%) e alanina
aminotransferase - ALT (152%).

A espécie S. latifolius DC. € componente de alguns remédios tradicionais no
sul da Africa. Amostras de cascas e folhas foram avaliadas em células humanas
HuH-7 e como padréo foi utilizado o alcaloide retrorsina. Foi estudado o efeito do
extrato sobre o citoesqueleto utilizando a imunofluorescéncia indireta com anticorpos
monoclonais de ratos. Além disso, avaliaram a apoptose por citometria de fluxo e
estimaram o conteudo de DNA pelo mesmo método. Observou-se apoptose nas
células e anormalidades no formato. Detectou-se também a alteragdo de fases no
DNA causando a formag¢ao de micronucleos (STEENKAMP et al., 2001).

Para Santos-Mello et al. (2002) o extrato alcaloidico (integerrimina, retrorsina
e impurezas) e o alcaloide puro integerrimina de S. brasiliensis armazenados por 23
anos sob as mesmas condi¢cdes variaveis, foram capazes de causar toxicidade
aguda em ratos, ocasionando morte de animais em menos de 24 h da adminstragao.
Observou-se também a formacédo de micronucleos em células da medula 6ssea e
inibicdo da diviséo celular in vitro.

Dessa forma, Toma et al. (2004) preparou uma mistura de alcaloides
pirrolizidinicos (senecionina, integerrimina, retrorsina, usaramina e senecifilina)
extraidos das inflorescéncias de S. brasiliensis e avaliou a acao dos alcaloides na
prevengao de uUlcera gastrica e duodenal induzida em ratos. Os resultados indicaram
que essa mistura ocasionou citoprote¢do nos 6rgaos estudados. Elias et al. (2011)
analisou os efeitos dessa espécie nos componentes hematoldgicos e imunoldgicos

aplicando repetidas doses de N-Oxido de integerremina em ratos. De acordo com os
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autores, apesar dos conhecidos alcaloides toxicos presentes na espécie, a amostra
analisada ndo alterou a atividade dos neutréfilos e também ndo houve diferenga na
fenotipagem e na resposta imunoldgica dos linfocitos.

Carro-Juarez et al. (2009) analisaram o extrato aquoso de S. cardiophyllus
em ratos e a adminstracdo da amostra ocorreu pela veia femoral dos animais. O
ensaio analisou a capacidade de ejaculagcéo dos animais através da insercao de fios
de platina no bulbo esponjoso genital para detectar a atividade eletromiografica
acoplado a um poligrafo. Os autores concluem que o aumento na capacidade
ejaculatéria € mediado por um efeito neural controlado a nivel vertebral ocasionando
um efeito pro-ejaculatorio.

O estudo realizado por Tundis et al. (2009) avaliou a citoxicidade in vitro de
S. stabianus Lacaita em diferentes células cancerigenas humanas. O extrato
hexanico apresentou atividade contra o melanoma amelanético C32, apresentando
ICs0 62,7 pg/mL e 71,1 pg/mL para o ensaio utilizando células de carcinoma
horménio-dependente prostatico LNCaP. Desse mesmo extrato os autores
identificaram dois compostos denominados B-cariofileno e linalol, que apresentaram
atividade contra as células C32 com valores de ICsp em 20,1 e 23,2 pg/mL,
respectivamente. Porém os pesquisadores afirmam que o melhor resultado obtido foi
com a substancia a-humuleno apresentando valor de 11,2 pg/mL para o ICsp.

Hariprasath, Jegadeesh e Raaman (2012) avaliaram o efeito gastroprotetor
do extrato aquoso das folhas de S. candicans DC pelo modelo de indugao por
metanol e ligadura do piloro utilizando ratos Wistar. Além desses ensaios foi
avaliada a toxicidade aguda do extrato, que ndo teve nenhuma mortalidade em
concentragdes acima de 2500 mg/kg. Como resultado o extrato obteve similaridade
de ag¢ao quando comparado ao padrao omeprazol. Os autores ainda comentam que
sdo varios os mecanismos de gastroprotecdo quando foram analisadas enzimas
antioxidantes, conteudo de ATPase e muco da secregdo gastrica e secgao
histopatoldgica.

Em trabalho de revisédo realizado por Wang, Huang e Chen (2013) com a
espécie S. scandens Buch.-Ham., além da reunido de dados sobre a fitoquimica e
etnofarmacologia, o trabalho também apresenta estudos farmacolégico e de
toxicidade. A atividade anti-inflamatoria foi avaliada com flavonoides extraidos da

espécie, estes reduziram o inchago provocado pela indugdo com xileno. Isso foi
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provado pela redugdo e liberagdo do fator PG2 (Prostaglandina-2). Ensaio de
analgesia foi realizado com camundongos em placa quente e contorsao induzida por
acido acético, que obtiveram resultados em escala que varia de 122,72 mg/kg a
130,90 mg/kg, além disso foi detectada auséncia mutagénica. A espécie foi testada
para detectar a hepatoprotegédo em figado de ratos e observou que os niveis de ALT
e AST sérico foram reduzidos. Para o ensaio de toxicidade foram avaliadas as
toxicidade em dose unica e de repeticdo em animais; aguda e crénica em humanos;
genotoxicidade e carcinogenotoxicidade.

De acordo com Lienou et al. (2015) Senecio biafrae (Oliv. & Hiern) J. Moore
€ uma espécie presente na Farmacopeia Africana e que tem seu uso para diversas
doencas, inclusive para infertilidade e reprodugdao. Dessa forma os autores
analisaram o extrato aquoso em ratas imaturas, em que estudaram os parametros
de fertilidade. Os resultados mostraram o aumento no nivel de estradiol e proteina
sérica, além disso foi observado o aumento no peso uterino, porém nao foi notado
diferenga no peso ovariano e no numero de foliculos. O aumento no nivel de
estradiol pode ser explicado pelos diversos polifendis ndo esteroidais produzidos
pelas plantas que podem se ligar aos receptores de estrégenos humanos. Além
disso os autores comentam que os principais responsaveis por esse efeito sdo a

apigenina e o eugenol, sendo os polifendis em maior abundéncia no extrato.

3.3 ESPECIE Senecio westermanii DUSEN

De acordo com o site The Plant List (2016) a espécie Senecio westermanii
Dusén nao possui sinonimias, sendo esse o nome aceito no género Senecio. A
espécie S. westermanii possui escassos trabalhos publicados relacionados a suas
atividades biolégicas e composi¢cao quimica. Merino (2014) avaliou as partes aéras
da espécie quanto a composicao fitoquimica preliminar das fragdes, detectou-se a
presenga de alcaloides na fragdo cloroférmio por meio dos reativos Mayer,
Dragendorff e Bouchardart; flavonoides nas fragdes cloroformio, acetato de etila e
remanescente, com as analises para as leucoantocianidinas, heterosideos
flavonicos e oxalico boérico; iridoides na fragdo hexano e esteroides/triterpenos com

as reacoes de Liberman Bouchard e Keller-Kelliani. No trabalho mencionado, foram



39

identificados por espectroscopia de RMN 'H e C os esteroides B-sitosterol,
estigmasterol e campesterol na fragao hexano.

Além disso foram realizadas atividades biolégicas com o extrato bruto e
fragdes de S. westermanii: ensaio de mortalidade com o microcrustaceo Artemia
salina, com toxicidade preliminar ausente, indo contra ao que a RDC 26/2014 que
proibe todo o género em composicoes fitoterapicas. A atividade alelopatica realizada
com sementes de Lactuca sativa ocasionam alteragbes na germinagado, no
crescimento da radicula e hipocétilo e reducéo da respiracao radicular das plantulas.
Atividade antibacteriana utilizando os micro-organismos Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus faecalis e Klebsiella
pneumonia, sendo as fragdes cloroformio e acetato de etila com atividade igual a
1000 pg/uL para todos o microorganismos. Ainda foi realizada analise antioxidante
pelos métodos fosfomolibdénio (FCL com 92,5% de atividade em relagdo ao controle
rutina); DPPH (FAE com ICsy de 26,98 pg/mL) e TBARS (FHE com 67,8% de
atividade em relagdo ao controle BHT), esses resultados mostram que a espécie
possui atividade antioxidante por métodos de atividade antioxidantes distintos
(MERINO, 2014).

Essa espécie constitui os seguintes niveis de organizagcdo sistematica,
conforme (TABELA 1).

TABELA 1 - ENQUADRAMENTO DA ESPECIE Senecio westermanii Dusén (ASTERACEAE)

HIERARQUIA TAXONOMICA
Espécie Senecio westermanii
Género Senecio
Familia Asteraceae
Ordem Asterales
Classe Magnoliopsida

Filo Tracheophyta
Reino Plantae

FONTE: ARCTOS (2014).
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3.4 TERMOGRAVIMETRIA

De acordo com Haines (1995) nos sistemas termoanaliticos a amostra é
submetida a um ambiente onde ha controle da temperatura por meio de um
dispositivo programador, que produz um sinal elétrico gerado por um transdutor, que
demonstra a transformacao ocorrida na analise. Os transdutores diferem entre os
equipamentos, dessa forma que analisam diferentes propriedades, entdo gerando as
mais variadas técnicas relacionadas a analise térmica, como a termogravimetria
(TG), calorimetria exploratéria diferencial (DSC) e analise térmica diferencial (DTA).
Na TG analisa-se a variagdo da massa da amostra em funcdo do
tempo/temperatura. Para que isso seja possivel o transdutor utilizado é uma
termobalangca que faz a pesagem continua da amostra durante o processo de
aquecimento e resfriamento. Assim sendo possivel observar a faixa de temperatura
na qual ocorre a decomposicao e reagdes de desidratacdo e oxidagcao das amostras
de acordo com o percentual de perda de massa.

As técnicas termoanaliticas adquiriram importancia crescente em todas as
areas de conhecimento na quimica. A utilizacdo dessa metodologia foi possivel pela
disponibilidade de instrumentos controlados por microprocessadores, capazes de
fornecer informagdes quanto ao comportamento térmico dos materiais de forma
precisa em um tempo relativamente curto (FARIA et al., 2002).

A andlise térmica é um conjunto de técnicas que possibilita obter
informagdes a respeito da propriedade da amostra, através da variagdo de energia
e/ou massa. Com essas técnicas €& possivel obter informacdes a respeito da
variagdo de massa, estabilidade térmica, grau de hidratagdo, pureza, temperaturas
de sublimagao, fusdo, ebulicdo, diagramas de fase e cinética de reacdo (BANNACH
et al., 2011).

Espécies vegetais e seus derivados sdo alvos constantes da analise
termogravimétrica (TGA), analise térmica diferencial (DTA) e calorimetria exploratéria
diferencial (DSC) como os 6leos vegetais (FONSECA; YOSHIDA, 2009; PORTELLA
et al., 2014), extratos (SOUZA et al., 2014), produtos e subprodutos (FARINA et al.,
2012; SIQUEIRA et al., 2015) e no controle de qualidade (ARAGAO et al., 2002).

Para Rampazzo (2015) o uso de métodos analiticos tem-se tornado

importante no controle de qualidade, principalmente métodos que se utilizam da
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variagao da temperatura para analise das amostras. Por meio da caracterizacao
temoanaliticas das amostras, as industrias tém se utilizado desse conhecimento e
aplicado essas técnicas no controle de qualidade de produtos finais , pois com a
degradacgao térmica sdo observadas diversas alteragdes como redugdo do valor
nutritivo e aumento do sabor desagradavel, que levam a perda da qualidade do
produto.

Espécies vegetais sdo estudadas para conhecer a temperatura de
degradacdo em relacdo tempo/temperatura para se estabelecer os valores de
decomposicdo e assim serem estabelecidos parametros para determinagdao de
controle de qualidade. Além disso, os valores de variacdo de massa em relacéo ao
aumento de temperatura para cada espécie torna-se especifico.

Dessa forma, estudo realizado com a espécie Passiflora nitida Kunth
(Passifloraceae) foram observados eventos de perda de massa, sendo o primeiro
entre (25-150) °C, relacionado a perda de agua superficial; (150-400) °C,
decomposicdo térmica dos compostos organicos; (400-600) °C, formagdo do
material carbonaceo e acima de 600°C, com a formacé&o de cinzas (RIBEIRO, 2015).
Enquanto para a espécie Cynara scolymus L. (Asteraceae) foram observados
eventos de perda de massa entre 47,92-84,70 °C, relacionado a desidratagao; 200-
300 °C, decomposicao térmica da amostra em material carbonaceo; 300-450 °C,
decomposicao térmica do material e entre 450-600 °C e acima de 600°C, com a
formacgéao de cinzas (COSTA et al., 2009).

3.5 LINHAGEM CELULAR

Estudos realizados a partir de culturas de linhagens celulares in vitro séo
importantes por informar dados relacionados a alvos farmacologicos, assim como a
producédo de produtos bioldgicos de uso humano e animal, como vacinas e
anticorpos. Além disso, as culturas celulares sado capazes de fornecer resultados a
respeito da funcionalidade, estrutura molecular e bioquimica dos sitios de acao
(FRESHNEY, 2005).

Com isso possibilitam sugerir o entendimento e a descoberta desses alvos
farmacoloégicos, além da aplicacdo de agentes terapéuticos para células derivadas

de patologias em especifico e, também, por fornecer sistemas de acesso pronto,
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direto e avaliagcao de tecidos. A utilizacdo da cultura de tecidos celulares orientam
estudos relacionados a doencas, que auxiliam no rastreiamento e identificacao dos
mecanismos de toxicidade celular (ALLEN et al., 2005).

A viabilidade celular, a proliferacdo celular e muitas fungdes importantes das
células vivas, incluindo a apoptose, adesao celular, quimiotexia, resisténcia a
multiplos farmacos, endocitose, secrecdo e transducdo de sinal, podem ser
estimuladas ou monitoradas com varios reagentes quimicos e biolégicos. Muitos
desses processos levam a mudancgas em radicais intracelulares, concentragcdes de
ions livres ou potencial de membrana, que podem ser detectados por meio de
métodos adequados para cada resposta (JOHNSON; SPENCER, 2005).

Os protocolos de cultura de tecidos desenvolvidos permitem a geragédo de
linhagens celulares que preservam aspectos genéticos e fenotipicos dos tumores de
origem. O uso dessas culturas estd relacionado para identificar drogas ou
combinagdes de drogas que contribuam para tratamentos especificos (TRUMPI et
al., 2015).

3.5.1 Citotoxicidade

Estudos com linhagens celulares neoplasicas para o desenvolvimento de
abordagens diagnosticas e agdo de doengas como o cancer sdo extensamente
realizados para determinar suas causas (BERZOFSKY et al.,, 2004). O ensaio de
citotoxicidade proporciona a oportunidade de avaliar ndo apenas os efeitos
atenuantes positivos de novos agentes, mas também permitem uma avaliagao
rapida dos perfis de toxicidade nos tecidos analisados. As alteragcbes que ocorrem
nas culturas celulares podem mimetizar os efeitos negativo ou positivos no animal
ou em seres humanos, dependendo da cultura celular utilizada e o estudo de
interesse. Além disso, os tecidos celulares in vitro fornecem uma flexibilidade para
avaliar drogas que alteram os sistemas alvos que permitem uma triagem e o
desenvolvimento de novos farmacos (ALLEN et al., 2005). Ainda, as analises
utilizando células servem para detectar compostos que atuam na proliferagao celular
ou apresentam efeitos citotoxicos diretos que levam a morte celular (RISS et al.,
2013).
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3.5.2 Inflamacao

O estudo in vitro de respostas inflamatdrias permitem o controle sobre
condicbes experimentais que permitem a atribuicdo de fungdes precisas a molécula
ou célula a ser estudada, que podem ser utilizados para direcionar potenciais
mediadores em qualquer processo fisiopatolégico (MCKAY; PHILPOTT; PERDUE,
1997).

A resposta inflamatdria pode ocasionar danos a tecidos e contribuir para
diversas patogéneses. As células desencadeiam uma resposta inflamatéria com
aumento de sangue na regido lesionada, vazamento de proteinas plasmaticas e
sinalizagdo para leucécitos para defesa do organismo e reparo tecidual. Porém o
efeito exacerbado e continuo dessa resposta contribuem para a manutengao de
diversas doencgas (ROCK; KONO, 2008).

A inflamagéo é a reagdo do organismo a uma infec¢ao ou lesao dos tecidos,
que € uma resposta homeostatica de tecidos vascularizados no sentido de remogao
de agentes lesivos para seu estado nomal. Problemas ou doengas que afetam o
sistema nervoso central e/ou periférico podem ocasionar dores neuropaticas que
podem modificar a mediagéo nervosa do processo inflamatério (OLIVEIRA JUNIOR;
PORTELLA JUNIOR; COHEN, 2016).

Diversos sao os alvos moleculares modulados por compostos secundarios
derivados de plantas, os alvos inflamatérios e os que envolvem a quimioprevencao
sdo extensamente estudados. As plantas constituem metabdlitos que s&o capazes
de modular as adesbdes moleculares (ICAM-1 e VCAM-1), quimiocinas e receptores
(CXCL-12), enzimas (INOS, COX-2, MMP, 5-LOX), fatores de crescimento (VEGF),
citocinas inflamatorias e os fatores de transcricdo (NF-kB, STAT3 e HIF-1). O NF-kB,
STAT3 e HIF-1 sdo importantes alvos para o tratamento e prevencdo do cancer
induzido pela inflamagao crénica, pois sdo frequentementes ativados em células
cancerigenas, por expressarem genes que regulem o fator de transcricdo e a

proliferagdo dessas células (LINUS et al., 2017).
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3.5.3 Metabolismo

A sindrome metabdlica € um grupo de fatores de risco interrelacionados que
causa alteragéo nas respostas fisioldgicas, bioquimicas e clinicas e contribuem para
o desenvolvimento de doengas com origem no metabolismo como doencas
cardiovasculares e diabetes do tipo 2 (PENALVA, 2008; KAUR, 2014).

A sindrome metabdlica e seus fatores de risco relacionados possuem alvos
terapéuticos potenciais que servem para o auxilio e tratamento das doencas
relacionadas, assim o TGR5 (receptor acoplado a proteina G) (BAARS et al., 2015)
e os PPARs (receptores ativados por proliferador de peroxissoma) (MONSALVE et
al., 2013) sao essenciais para o auxilio da resolugao dessas doengas.

O TGR5 é um receptor de acido biliar ligado a membrana, conhecido por
seus papéis na regulagdo da homeostase energética e do metabolismo da glicose. A
posigdo cromossOmica do gene TGR5 em seres humanos € a 2935, possuindo 993
pares de bases que codificam 330 aminoacidos. O TGRS foi detectado em diversos
orgaos como pulmao, figado, intestino delgado, estdmago e, principalmente, na
placenta e bago. Dessa forma os agonistas do TGR5 podem ser substancias
utlizadas para o tratamento de disturbios metabdlicos, digestivos e inflamatorios
(DUBOC; TACHE; HOFMANN, 2014; GUO; CHEN; WANG et al., 2016).

Diversos tecidos e linhagens celulares expressam o TGRS5: adipdcitos
marrons, na ativagao de iodotirionina deiodinase convertendo o T4 (inativo) em T3
(ativo) para melhorar o metabolismo basal; nas células enteroenddcrinas, agindo na
fosforilagdo oxidativa mitocondrial, liberando GLP-1 (peptideo semelhante ao
glucagon) no controle do diabetes; nos mondcitos/macrofagos, diminuindo a
expressao de genes induzidos por NF-kB com reducgao de IL-1q, IL-1B, IL-6 e TNF-a
com melhora nas doengas inflamatérias e em células de carcinoma do figado por
diminuir a fosforilagdo da STAT3 e reduzindo o crescimento celular, com protecao
contra carcinoma hepatocelular (POLS et al., 2011; DUBOC; TACHE; HOFMANN,
2014).

Os receptores ativados por proliferadores de peroxissoma (PPARs) sao
fatores de transcricdo pertencentes a superfamilia dos receptores hormonais
nucleares. A familia PPARs de receptores nucleares desempenha um papel

regulador importante na homeostase energética e na funcdo metabdlica, que
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regulam a homeostase da glicose, metabolismo de lipideos e inflamagao
(TAVARES; HIRATA; HIRATA, 2007; TYAGI et al., 2011; JANANI; KUMARI, 2015).
A familia de PPARs é representada pelos PPAR-a, PPAR-6 e PPAR-y.
Todos sao essenciais no metabolismo energético, porém cada qual com uma
atividade especifica. Eles desempenham um papel essencial no metabolismo
energético, mas diferem no espectro de atividade: PPARa tem sua expressao
praticamente no figado, porém sua expressao € detectada nos ossos, musculo e
coracao; PPARD expressa em todo o corpo regulando o gasto de energia e a PPARy
regula o armazenamento de energia, causando a sensibilizagdo a insulina e
melhorando o metabolismo da glicose (TYAGI et al., 2011; JANANI; KUMARI, 2015).

3.6 ATIVIDADE LARVICIDA EM Aedes aegypti (Culicidae)

A dengue € uma doenga viral transmitida por mosquitos do género Aedes e
constitui uma grave ameaga para a saude publica em todo o mundo (KHAN et al.,
2011; FONSECA-GONZALEZ et al., 2011; MORA-COVARRUBIAS et al., 2010;
WHO, 2009). De acordo com o boletim epidemioldgico do Ministério da Saude, em
2018, no periodo entre 31/12/2017 e 17/02/2018, a regido Sudeste apresentou o
maior numero de casos provaveis (12939 casos; 40,2%) em relagao ao total do pais.
Seguida das regides Centro-Oeste (10468 casos; 32,5%), Nordeste (3686 casos;
11,5%), Norte (2983 casos; 9,3%) e Sul (2085 casos; 6,5%) (BRASIL, 2018).

Dessa forma, faz se a necessidade do controle do vetor primario da dengue,
porém a forma de combate a esse vetor provém principalmente de inseticidas
quimicos. A ampla dispersdo da resisténcia aos inseticidas reduziu a capacidade
destes para controlar os mosquitos vetores (FONSECA-GONZALEZ et al., 2011;
DAVID et al., 2014; BRITO et al., 2013; GRISALES et al., 2013). Assim, a busca por
novas estratégias de controle que possam combater a resisténcia a inseticidas ou
reduzir o uso de tais produtos quimicos em vetores de insetos sdo necessarias.

Um dos métodos eficazes para controlar vetores de insetos é a prevengao
da criagédo de mosquitos por meio do uso de inseticidas facilmente biodegradaveis.
Os mosquitos se concentraram nos subprodutos de plantas ja utilizadas para ganho
econdmico ou em plantas medicinais ja reconhecidas. As plantas geralmente

produzem compostos que os protegem de insetos, e estes compostos tém efeito
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prejudicial sobre o desenvolvimento dos insetos (RUIZ-GUERRERO; RODRIGUEZ-
PEREZ; NORZAGARAY-CAMPOS, 2015).

3.7 FLAVONOIDES

Os flavonoides formam o grupo de metabdlitos secundarios que possuem
uma estrutura basica de trés anéis denominada nucleo fenilcromanoma (C6-C3-C6)
(FIGURA 1). Dessa forma, os flavonoides sao encontrados na forma de agliconas,
com auséncia de agucares ligados as suas estruturas, ou na forma de glicosideos,
quando ha ao menos uma molécula de agucar ligado a sua estrutura. Além disso, o
nucleo basico permite que ocorra diferentes reacbes de substituicbes nos anéis
benzénicos, como a glicosilagdo, metilagao, hidroxilagéo, glicuronidagao e sulfatagao
(PETERSON; DWYER, 1998).

Os flavonoides desempenham diversas fungdes nos tecidos vegetais. Esses
metabdlitos secundarios sao responsaveis pela coloracdo, fatores que levam a
fertilidade do pdlen, eliminadores de radicais livres e protegao contra insetos. Além
dessas fungbes bioquimicas, fisiologicas e ecoldgicas, muitos flavonides séao
utilizados na dieta humana para desempenhar um papel de protecdo a saude, por
isso essas substancias fornecem aplicagdes uteis nas industrias farmacéuticas e
alimenticias (MARTENS et al., 2003).

FIGURA 1 — NUCLEO FENILCROMANOMA
PRESENTE NOS FLAVONOIDES

Ha mais de 6000 diferentes flavonoides identificados, subdivididos em
subgrupos, tais como as chalconas, flavononas, flavonas, flavonois,
proantocianidinas, antocianidinas, flavonodiois, auronas e isoflavonas (FIGURA 2)
(FERREYRA; RIUS; CASATI, 2012).
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De acordo com Cunha (2013) a biossintese dos flavonoides € considerada
uma via mista, pois para a formacdo da estrutura basica desses compostos séo
necessarios duas vias: a via do acido chiquimico e a via do acetato. Sendo que para
a formagdo do anel B utiliza-se a via do acido chiquimico formando-se o acido
cindmico e a ponte de trés atomos de carbono, enquanto o anel aromatico A é
originado pela via do acetato.

Como diversas substancias, os flavonoides provém da rota de formagao dos
fenilpropanoides, entdo apds a adicao de trés malonil-CoA ocorre a formagao dos
flavonoides (FIGURA 3).



FIGURA 2 — PRINCIPAIS SUBGRUPOS DE FLAVONOIDES ENCONTRADOS NAS
PLANTAS
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FIGURA 3 — BIOSSINTESE DOS FLAVONOIDES PELA ROTA DOS FENILPROPANOIDES
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3.7.1 Quercetina

A quercetina é categorizada como um flavonol, uma das seis subclasses de
compostos de flavonoides, presentes em uma variedade de espécies vegetais. O
que diferencia os mais diversos flavondis € a posi¢cao das hidoxilas e o tipo e local
onde estao presentes, principalmente, os acucares. Todos os flavondis, incluindo a
quercetina, ttm em comum um esqueleto de 3 hidroxiflavona (FIGURA 4) (KELLY,
2011).

FIGURA 4 — 3-HIDROXIFLAVONA

A nomenclatura da Uni&o Internacional de Quimica Pura e Aplicada (IUPAC)
para a quercetina é 3, 3', 4', 5, 7 — pentahidroxiflavonas, isso significa que a
quercetina possui um grupo OH anexado nas posigdes 3, 5, 7, 3' e 4' (FIGURA 5).
Por definicdo, a quercetina € uma aglicona. Um glicésido de quercetina € formado
por ligagdo de um grupo glicosilo (um agucar, como glicose ou ramnose) como

substituto de um dos grupos OH (geralmente na posi¢ao 3) (KELLY, 2011).

FIGURA 5 — FORMULA ESTRUTURAL
DA QUERCETINA

OH O

A caracteristica que distingue uma quercetina glicosidica de outra € o tipo de

grupo glicosil anexado e a posi¢ao a qual esta ligado. Dessa forma, existem diversas
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estruturas devido a posicdo do agucar na molécula, como pode ser observado na
(FIGURA 6).

FIGURA 6 — ISOQUERCETINA
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A quercetina é considerada o principal flavonoide da dieta humana e
diversos estudos in vitro e in vivo estdo relacionados com a atividade desse
metabdlito secundario. A atividade antioxidante da quercetina é atribuida por inibir as
enzimas cicloxigenase e lipoxigenase que estdo envolvidas na sintese de
eicosanoides a partir do acido araquiddnico. Ao analisar o efeito da quercetina em
ratos diabéticos, induzidos pela droga estreptozotocina, observou-se que houve
reversdo nos niveis de glutationa oxidada e também na atividade da peroxidase
hepatica (ALVES et al., 2010).
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Além disso foi estudada a displasia com a suplementagao de quercetina em
ratos e observou-se um aumento no numero de células com apoptose, indicando um
possivel efeito inibitdrio na carcinogénese do célon (YANG et al., 2000). Também foi
observado que esse flavonoide induziu a apoptose celular de glioblastoma U138MG,
além de inibir a viabilidade e a proliferacao celular (BRAGANHOL et al., 2006).

Em trabalho de revisao realizado por Fortunato et al. (2012) para comprovar
os efeitos da quercetina contra a asma, detectou-se que a microemulsdo e a
suspensao de quercetina foram capazes de reduzir a produgao de IL-4, IL-5, CCL11
e LTB4.

Em estudo 70 pessoas receberam 162 mg/dia de quercetina e observou que
no subgrupo de pessoas hipertensas o flavonoide foi capaz de reduzir a pressao
arterial sistémica em 24 h, sugerindo um efeito cardioprotetor desse metabdlito
(BRULL et al., 2015).

3.7.2 Isoquercetina

Em estudo sobre a atividade anti-inflamatéria da isoquercitina (FIGURA 7)
em asma alérgica em murinos, observou-se que a o numero de eosindfilos foram
menores no liquido de lavagem broncoalveolar, sangue e parénquima alveolar. Além
disso, a isoquercetina reduziu o numero de neutrofilos no sangue e os niveis de IL-5
no homogeneizado pulmonar em camundongos (ROGERIO et al., 2007).

Skopec, Green e Karasov (2010) avaliaram a agao da isoquercetina na
absorcao da glicose em Rattus norvegicus e aves (Turdis migratorius) e os autores
observaram que a isoquercetina reduziu a absorg¢ao da glicose em ratos, porém nao
obteve efeito nas aves.

Em teste de neurotoxicidade induzido com a 6-hidroxidopamina (6-OHDA)
em células de ratos feocromocitoma (PC-12), células que sdo utilizadas no estudo
de doengas neurodegenerativas, como a doenga de Alzheimer e Parkinson, a
isoquercetina suprimiu a peroxidacéao lipidica nas células PC-12. Além disso, este
flavonoide ativou as enzimas antioxidantes, a catalase, a superoxido dismutase, a
glutationa e a glutationa peroxidase (MAGALINGAM; RADHAKRISHNAN;
HALEAGRAHARA, 2015).



FIGURA 7 — ROTA METABOLICA DE FORMAGAO DA ISOQUERCETINA
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De acordo com o trabalho de revisao realizado por Orfali et al. (2016) a
isoquercetina demonstrou quimioprotegcao e comprovada acdo no tratamento de
diferentes tipos de cancer de préstata, pancreas, mama, célon, figado, cerebral,
linfoproliferagao e fibrosarcoma.

A espécie Tropaeolum majus L. possui como composto majoritario a
isoquercetina (67%) e foi observado que foi capaz de reduzir os parametros lipidicos
tais como colesterol total, TG, LP, LDL, HDL, indice aterogénico e taxa de risco

cardiaco por cinco semanas consecutivas (HIFNAWY et al., 2016).
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4.1 MATERIAL BOTANICO

4.1.1 Identicacéo da espécie vegetal

A identificacdo da espécie vegetal foi realizada pelo bidlogo e curador da
Universidade Federal do Parana Osmar dos Santos Ribas do Museu Boténico
Municipal (MBM) de Curitiba—PR, onde esta depositada a exsicata sob o numero
379066 (FIGURA 9). A pesquisa esta devidamente autorizada pelo IBAMA sob o
numero 02001.001165/2013-47 (ANEXO 1).

FIGURA 9 - EXSICATA DE Senecio
westermanii Dusén (ASTERACEAE)

PREFEITURA MUNICIPAL DE CURITIBA | "ERBARIO N
MUSEU BOTANICO MUNICIPAL

379066 _

Asteraceac

Senvcio westermunni] Dusén

Dt 0.5, Ribus, 26/1V2012

Hio Taquarl (Mun, Quatro Barrs) Parand, Srasil.
Francis José Merinn sin®, 1VVIH2012

e |, 70m, capial Margem da extrida locaia
s

Coandenday; 25°INI0.66"5; 4R°S605 H8°W,
Alfitude: §45m

FONTE: MERINO (2014).
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4.1.2 Material botanico para as atividades biologicas

Para o estudo do material botanico da espécie S. westermanii foram
realizadas trés coletas na Estrada da Graciosa, localizada no municipio de Quatro
Barras - PR, nas coordenadas 25°18'27"S e 48°56'37"W. A primeira coleta ocorreu
no més de margo de 2012 e foi realizada durante o mestrado, procedeu-se para a
identificacdo do metabdlito secundario isoquercetina na fragao acetato de etila e dos
sais NaCl e KCI durante a obtencéo do extrato bruto etandlico.

A segunda coleta ocorreu no més de dezembro de 2014 para a realizagao
dos estudos de doseamento de polifendis e flavonoides totais, analises
farmacolégicas e toxicoldgicas, estudos em células tumorais, alelopatia,
alelopatografia e atividade larvicida com Aedes aegypty. A terceira coleta ocorreu no
més de abril de 2017 para o estudo morfoanatémico e analise térmica.

As partes coletadas foram caule e folha que foram secas e estabilizadas em
estufa a 50 °C com circulagao de ar, por um periodo de 48 h, exceto para o estudo
morfoanatdmico que procedeu conforme o item 4.2 As partes aéreas foram
trituradas com auxilio de um moinho de facas e martelos, para aumentar a superficie
de contato do material com o solvente no momento da extragdo (SONAGLIO et al.,
1999).

4.2 ESTUDO MORFOANATOMICO

As pesquisas referentes aos caracteres anatomicos foram efetuadas com
folhas e caules de S. westermanii, a partir de 5 cm do &pice da planta. A
nomenclatura utilizada para a analise morfolégica e as suas caracteristicas foi
proposta por Radford et al. (1974). Parte do material botanico utilizado para estudo
estrutural foi mantida fresca para a realizacdo de testes microquimicos e a outra
parte foi fixada em solugédo FAA 70 (formol 5%, acido acético 5% e etanol 70 °GL
90% v/v) (JOHANSEN, 1940), e estocados em solugdo de etanol a 70% (v/v)
(BERLYN; MIKSCHE, 1976) para a confeccdo de laminas semipermanentes e

permanentes.
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4.2.1 Laminas semipermanentes e permanentes

O estudo anatémico de folhas e caules de S westermanii foi realizado em
secgdes executadas no sentido transversal e longitudinal dos 6rgaos vegetais,
realizadas a mao livre e obtidas em micrétomo de rotagdo. Com as secgbes manuais
foram montadas laminas temporarias e semipermanentes. As seccgdes, apods
coloracdo com fucsina basica 0,0125% e azul de astra 1%, foram montadas entre
l&mina e laminula, em agua (l&minas temporarias) ou em glicerina a 50%, e lutadas
posteriormente, com esmalte incolor (laminas semipermanentes). As laminas
permanentes foram confeccionadas com as pecgas botanicas fixadas, ja submetidas
a desidratagdo em série alcodlica etilica, incluidas em glicol-metacrilato (historresina
Leica®), conforme orientagdes especificadas no produto, e seccionadas em
microtomo RM-2145. O material botanico foi emblocado em parafina, seccionado em
micrétomo de rotacéo e corado em hematoxilina de Erhlich e safranina (JOHANSEN,
1940).As secgdes assim obtidas foram coradas com azul de toluidina (O'BRIEN;
FEDER; McCULLY, 1964) com fucsina basica 0,0125% e azul de Astra 1%
(ROESER, 1972).

4.2.2 Testes microquimicos

Para a realizacao dos testes microquimicos de S. westermanii, os cortes a
mao livre do material fresco foram mantidos sem coloracao; e foram submetidos aos
seguintes reagentes para a confirmagéo da natureza dos cristais e das substancias
presentes nos laticiferos: acido sulfurico 1% (deteccado de cristais de oxalato de
calcio) (OLIVEIRA; AKISUE, 1989); Sudam lll (substancias lipofilicas) (SASS, 1951);
lugol (gréaos de amido) (BERLYN; MIKSCHE, 1976); floroglucina (elementos
lignificados) (FOSTER, 1949); cloreto férrico (compostos fendlicos) (JOHANSEN,
1940). A diafanizagao de folhas foi realizada seguindo a técnica de Fuchs (1963).

Os resultados foram demonstrados por meio de fotos utilizando microscépio
optico Olympus CX 31, associado a camera digital C7070, do Laboratério de

Farmacognosia da Universidade Estadual de Ponta Grossa.
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4.2.3 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

A caracterizagdo morfolégica das superficies das folhas e caule de S.
westermanii foi realizada por um microscépio eletrénico de varredura (MEV). Para tal
procedimento, as amostras foram fixadas em FAA 70 e desidratadas em série
etandlica crescente. As eletromicrografias foram realizadas em alto vacuo e
visualizadas no MEV VEGA3 TESCAN (SOUZA, 1998), por meio do procedimento
de ponto critico (Balzers CPD 030), revestido com ouro (Balzers Sputtering SCD
030) e analisadas por um microscopio eletrénico de varredura (Jeol JSM 6360 LV),
no laboratério multiusuario (C-LABMU/PROPESP), na Universidade Estadual de
Ponta Grossa (UEPG).

A espectroscopia de raios-X de energia dispersiva (EDS - Energy Dispersive
X-ray Spectroscopy) foi realizada de forma aleatdria em cristais e em células sem
cristais (controle), com um raio-X detector. Foi acoplado ao MEV e operado sob as
mesmas condi¢des de funcionamento aplicadas para obter as micrografias
eletrbnicas. Este procedimento foi realizado no laboratério multiusuario (C-
LABMU/PROPESP), na Universidade Estadual de Ponta Grossa (UEPG).

4.3 ANALISE TERMICA

O estudo termoanalitico de raiz, caule e folha de S. westermanii foi realizado
por analise termogravimétrica (TGA). As curvas da TGA foram obtidas na faixa de
temperatura de 20 a 700 °C, utilizando termobalanga modelo TGA 50 da marca
Shimadzu, sob atmosfera dinédmica, sob fluxo de ar sintético e/ou nitrogénio (150
mL/min), razdo de aquecimento de 15 °C/min, utilizando cadinho de aluminio
contendo massa de amostra em torno de 5 mg. A calibragdo do instrumento foi
verificada antes dos ensaios e empregando-se um padrdo de oxalato de calcio
monoidratado, conforme norma The American Society for Testing and Materials
(ASTM, 1993).
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4.4 PARTICAO DO EXTRATO BRUTO ETANOLICO
4.4.1 Estudos fitoquimicos e biolégicos

Para o estudo de doseamento de polifendis e flavonoides totais, analises
farmacolégicas e toxicologicas, estudos em células tumorais, alelopatia,
alelopatografia e atividade larvicida com Aedes aegypty, partiu-se de 3,8 kg de
planta fresca e estabilizada que foi macerada em aparelho de Soxhlet modificado,
sob o numero de registro PI 0601703-7 A, por 6 h até exaustiva extracao do material
por refluxo continuo, utilizando-se 11 L de etanol absoluto como solvente. Em
seguida realizou-se a extracdo sequencial com solventes de polaridade crescente
para a obtencao das fracdes hexano, cloroféormio, acetato de etila e remanescente,

de acordo com metodologia proposta por Carvalho et al. (2009).
4.4.2 Identificagdo da isoquercetina e sais NaCl e KCl

Para a identificagcdo da isoquercetina na fracdo acetato de etila e dos sais
NaCl e KCI obtidos do extrato bruto etandlico por precipitagcdo, utilizou-se as
amostras que foram extraidas durante o mestrado, que foram conservadas em local

fresco, seco e ao abrigo da luz solar (MERINO, 2014).
4.5 CARACTERIZACAO DOS CONSTITUINTES QUIMICOS
4.5.1 Cromatografia liquida em coluna de silica da fragcdo acetato de etila

A fragdo acetato de etila foi submetida a coluna de silica utilizando como
fase estacionaria silica gel 60 Merck® (0,063 — 0,200 mm) e fase mével a mistura
dos solventes hexano e acetato de etila, partindo-se inicialmente de hexano 100% e
aumentando o gradiente de polaridade de 5% em 5% até acetato de etila 100% em
um volume total de 100 mL para cada gradiente. Com a fragdo acetato de etila foi
preparada uma pastilha com silica gel 60 Merck® a ser cromatografada, na
proporcdo de 5 partes de silica para uma parte da fragcdo e levada a secura em

banho-maria a 50 °C, sob constante homogeneizagéo. Para a coleta do eluato foram
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utilizados frascos numerados de aproximadamente 10 mL que permaneceram em

temperatura ambiente para a evaporacao total do solvente.

4.5.2 Cromatografia em coluna de Sephadex

Os frascos contendo cristais ou amostras de interesse foram dissolvidos em
metanol e submetidas a coluna utilizando como fase estacionaria o Sephadex. Como
eluente foi utilizado metanol:agua (70:30) e foram utilizados frascos de
aproximadamente 10 mL que permaneceram em temperatura ambiente (25 °C) para
a evaporagao parcial do solvente e depois submetidos ao banho-maria para

eliminacao total da agua.

4.5.3 Analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

Para a caracterizagéo da isoquecetina foi utilizado o cromatografo liquido de
alta eficiéncia modelo Merck Hitachi, com deteccdo de arranjo de diodos (CLAE-
DAD) com varredura entre 220-400 nm. Coluna X-Terra RP-18 (25,0 cm x 4,6 mm X
5,0 um) e pré-coluna (2,5 cm x 3,0 mm) de mesma fase da coluna. A eluigao foi
realizada com gradiente de concentragdo composta por fase A (fase acida) e fase B
(metanol) iniciando com 80% de fase A e 20% da fase B (0 a 35 min) até 100% de
fase B isocratico até 45 min com vazéo de fluxo da bomba de 1 mL/min e volume
injetado de 20 pL.

4.5.4 |dentificacao dos constituintes quimicos por RMN 'H e "*C

Para a identificagdo da isoquercetina obtida foi utilizada a metodologia de
espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN). A amostra foi dissolvida
em metanol deuterado e analisada utilizando o aparelho RMN Bruker DPX 200,
operando a 4,7 T, observando os nucleos de 'H e *C a 200,13 e 50,62 MHz,
respectivamente.

Além do DPX 200 foi utilizado RMN Bruker Avance Il operando em 94 T,
observando o nucleos de hidrogénio e carbono a 400 MHz e 100 MHz,

respectivamente. O espectréometro esta equipado com sonda 5 mm de deteccao
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inversa com gradiente de campo no eixo Z. Os experimentos de correlagéo direta
("H-*C HSQC) e a longa distancia ('H-">C HMBC) foram otimizados por uma
constante de acoplamento média de 140 e 8 Hz, respectivamente. Os
deslocamentos quimicos para os espectros de 'H e '>C foram referenciados com
base no padréao de referéncia interno tetrametilsilano (TMS) em 0,0 ppm e as

constantes de acoplamentos (J) mensuradas em Hz.
4.5.5 Analise por difratometria de raios X de monocristal (DRXM)

Os dados de difracdo, para analise de célula unitaria, foram coletados
empregando um difratdbmetro Bruker — D8 Venture equipado com detector de area
Photon 100 CMOS, duas fontes de radiagdo monocromatica de Mo-Ka (A=0,7107 A)
e Cu-Ka (1=1,5418 A), e dispositivo Kryoflex I, para realizacdo de coletas a baixa
temperatura. A analise foi realizada a 200 K utilizando-se a fonte de Cu-Ka. Para a
realizagdo da analise foi selecionado um fragmento cristalino de uma porgéo de
cristais imersos em oleo mineral, o qual foi transferido cuidadosamente para um
micro-mount que foi fixado no gonidmetro do difratbmetro. Os dados foram
processados utilizando o programa APEX3 (APEX3, 2015). Os parametros de célula
unitaria encontrados foram comparados com dados da literatura utilizando a base de

dados online do Inorganic Crystal Structure Database (ICSD, 2017).
4.5.6 Substancia AE 110-117 (9-11)

A obtencgao da substancia AE 110-117 (9-11) ocorreu na forma de um liquido
amarelo cristalino. Para isso foi realizado a coluna cromatografica da fragdo acetato
de etila em silica gel 60 Merck® (0,063 — 0,200mm) e durante esse processo foram
obtidos um total de 194 frascos com aproximadamente 10 mL de eluato cada. Entao
no gradiente da mistura entre os solventes hexano (15%) e acetato de etila (85%)
foram gerados os frascos de numero de 110 a 117.

Em seguida os frascos anteriormente selecionados foram misturados e
foram cromatografados em coluna de Sephadex utilizando uma mistura do solventes

metanol (70%) e agua destilada (30%), que gerou 24 frascos novos frascos de
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aproximadamente 5 mL cada. Dessa coluna foram separados os frascos 9 a 11 que

foram misturados e realizada a espectroscopia de RMN de 'H e °C (item 4.5.4).

4.6 FENOIS E FLAVONOIDES TOTAIS

4.6.1 Fendis totais

O extrato bruto e fracbes foram diluidas em metanol na concentragao de
1000 pg/mL. Foram adicionados 2 mL de Folin-Ciocalteau (Sigma Aldrich) e o
volume da amostra completado para 2 mL. Apdés 3 min de repouso foram
adicionados 0,4 mL de carbonato de sddio a 10%. As amostras permaneceram em
repouso ao abrigo da luz por 30 min e realizadas as leituras em espectrofotdmetro
Shimadzu Modelo UV-1601 a 760 nm. Foi utilizado a curva de calibragao de acido
galico nas concentragdes de 2,5, 5, 10, 15, 20 pg/mL como padrao (MINUSSI et al.,
2003). O teor de compostos fendlicos totais foram determinados em miligramas
equivalente de acido galico (EAG) por grama de extrato bruto, por meio de equagao

de regressao linear.

4.6.2 Flavonoides totais

O extrato bruto e fracbes foram diluidas em metanol na concentracdo de
1000 pg/mL. Foram adicionados 2 mL de AICl3 2% e o volume da amostra
completado para 2 mL. Apés 60 min foram realizadas as leituras em
espectrofotometro Shimadzu Modelo UV-1601 a 420 nm utilizando curva de
calibragdo de quercetina nas concentragdes de 5, 10, 15, 20, 25 e 30 pyg/mL como
padrao (CHANG et al., 2002). Os teores de flavonoides totais foram determinados
em miligramas equivalente de quercetina (EQ) por grama de extrato bruto, por meio

de equacao de regressao linear.
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4.7 ANALISES FARMACOLOGICAS

As andlises utilizando-se de Mus musculus e Rattus norvegicus albinus
foram aprovadas segundo a Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
UFPR — Centro Politénico, sob o numero de processo 080340/2015-22 (ANEXO II).

4.7.1 Determinacéo do transito gastrintestinal

Para a determinacao do transito gastrintestinal foi utilizada a técnica descrita
por Reynell e Spray (1956). Partiu-se de uma solugao de vermelho de fenol (0,05%
em 1,5% de CMC), como controle utlizou-se escopolamina (2,5 mg/kg) e
metoclopramida (20 mg/kg), além do extrato bruto (10 mg/kg, 30 mg/kg e 100
mg/kg). Apdés 30 min administrou-se 0,5 mL do marcador e depois de 30 min
sacrificou-se os animais. Para a medida do transito intestinal, os intestinos dos
animais foram esticados e realizada a marcagao do comprimento total, e quanto o
marcador andou, sendo o resultado expresso em porcentagem do comprimento total

do intestino delgado.
4.7.2 Leséo gastrica aguda induzida por etanol

As lesdes gastricas induzidas por etanol foram realizadas segundo
metodologia descrita por Schmeda-Hirschmann et al. (2005). Ratos Wistar (Rattus
norvegicus albinus) foram mantidos em jejum de 24 h com acesso livre a agua,
separados em diferentes grupos de 5 animais cada, tratados com veiculo (agua +
Tween 80 0,5% - 0,1 mL/100 g, v.o., ou solugéo salina 0.9% i.p.), omeprazol (40
mg/kg, v.o0.), ou diferentes doses dos extratos. Apds 60 min o tratamento v.o. e 30
min apos o tratamento ip. foi administrada etanol PA (0,5 mL/200 g, v.0.), agente
necrotizante para indugao da les&o gastrica. Apés 60 min a administragcao do agente
necrotizante, os animais foram sacrificados e os estdmagos removidos, abertos pela
curvatura menor e estendidos para a andlise das lesdes gastricas. A avaliagao
dessas lesdes foram realizadas através do programa ImageTool® Versdo 3.0,
através do qual foi possivel mensurar a area total lesionada de cada estdbmago em

mm?. Os resultados foram expressos em mm? de area lesionada.
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4.8 ANALISES TOXICOLOGICAS

4.8.1 Toxicidade aguda

Seguindo as diretrizes da OECD (2001), foram utilizados camundongos
Swiss (Mus musculus), fémeas adultas, pesando entre 29-35 g, distribuidos em 2
grupos (n = 5) que receberam por gavagem o extrato bruto etandlico. As doses
foram unicas e administradas nas concentracbes 1000 mg/kg e 2000 mg/kg,
utilizando-se agua destilada para o grupo controle. Os animais foram mantidos em
caixas, em sala com ciclo claro-escuro de 12 h e temperatura de 20 °C.
Permaneceram em jejum 12 h antes da administragdo dos extratos. Foram
observados nos primeiros 30, 60, 120, 240, 360 min e 24 h, analisando se os
seguintes parametros: frequéncia cardiaca e respiratéria; numero de obitos; e efeitos

colaterais, tais como piloerecéao, diarréia, sialorréia, hipnose e convulsoes.

4.8.2 Toxicidade do figado

Figados extraidos dos camundongos Swiss (Mus musculus) pesando cerca
de 35 g, foram congelados em nitrogénio liquido, e no momento da analise,
descongelados e lavados com solugédo de soro fisiologico e solugdo de tripsina 1,0
M. Para o preparo das laminas, foi utilizado o método de esfregaco a fresco,
realizada a coloracdo com corante azul de tripan, para verificar a viabilidade do
controle. Em seguida, trés laminas do controle e concentragdes foram preparadas,
coradas com corante giemsa e hematoxilina/eosina, durante 3 min, sendo as
ldminas secas em seguida com metanol, e a contagem de células procedeu-se em
camara de Neubauer (JORGE; CASTRO, 2000). As Iaminas foram fotografadas para
demonstrar alteragcbes provocadas pelo extrato bruto etandlico de S. westermanii

nas concentragdes

4.8.3 Proteinas totais (método de Lowry)

Para a avaliagao de proteinas totais, pedacos de figado foram lavados duas

vezes e triturados em nitrogénio liquido. Em seguida foram adicionados solugao
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tampéo para lise contendo tampéao de NaPP 50 mM (pH 6,8), 5% de SDS, 40 mM
DTT, 5 mM de EDTA, 5 mM de EGTA, 15% de glicerina, 0,1%, triton X-100. O
homogenato foi centrifugado e o sobrenadante coletado para a determinagdo das
proteinas, de acordo com protocolo desenvolvido por Lowry et al. (1951).

Para calcular a atividade das proteinas, foi utilizado o protocolo estabelecido
por Bracht et al. (2003), onde apds a leitura do conteudo de proteinas na amostra,

deve-se calcular o fator de calibracéo parcial: FCP1= Q1/A1, onde:

Q: quantidade de proteina adicionada (volume adicionado);

A: absorbancia

Fator de Calibragdo Médio (FCM), onde:

FCM= média das FCPs.

A partir destes dados, é possivel calcular a quantidade de proteinas, onde:
ABS *FCM*100= mg/mL de proteina

4.8.4 Determinacédo enzimatica de marcadores de toxicidade no figado

Os biomarcadores de hepatotoxicidade avaliados no figado foram: fosfatase
alcalina (ALP), alanina aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST),

sendo que para as dosagens foram utilizados kits comerciais.
4.8.4.1 Atividade da fosfatase alcalina (ALP)

A atividade da ALP foi determinada de acordo com o protocolo Novagen®,
adaptado de Bracht et al. (2003). Para esta atividade, 500 uL de tampao Glicina 0,1
M pH 10,2 contendo 1 mM de MgCl,, foram adicionados a 500 uL do substrato p-
nitrofenilfosfato de sodio 0,012 M. A mistura foi incubada em banho-maria a 37 °C
durante 5 min, e em seguida, 500 pyL do homogenato de figado preparado para a
analise de proteinas totais, foram adicionados a amostra e foram novamente

incubados em banho maria a 37 °C durante 30 min. Como controle, mesmo
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procedimento foi utilizado, substituindo o homogenato por agua destilada. A
absorbancia foi lida a 410 nm e a atividade foi calculada em pmol.min, utilizando- se

o coeficiente de extingdo molar do p-nitrofenilfosfato de sodio (€= 18,000/M x cm).

4.8.4.2 Atividade da alanina aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase
(AST)

Para doseamento da ALT e AST foram utilizados os protocolos do kit
ALT/GPT Liquiform e AST/GOT Liquiform. Em ambas as atividades, foram utilizados
800 pL de uma solugdo contendo piridoxal fosfato (1 M), seguido de 100 yL das
solugdes provenientes das concentragcdes de figado homogeneizados, e incubar em
banho-maria a 37 °C durante 5 min. Apds resfriamento, adicionar 200 puL de tampéo
Tris 10 mmol/L, contendo NADH 1320 pmol/L, a-cetoglutarato 66 mmol/L e azida
sédica 0,095%. O procedimento mono-reagente, sem a ativagao do piridoxal fosfato
também foi realizada para obter de resultados compativeis com outros métodos de
referéncia encontrados na literatura. A absorbancia foi lida em 340 nm. Como branco
foram utilizadas solugbdes contendo os reagentes sem extrato de figado, com e sem
a ativacao do piridoxal. As atividades das enzimas foram calculadas por meio das

seguintes formulas:
A A/min= (A1-A2) /2
Fator= Atividade do Calibrador/ A A/min do Calibrador

ALT ou AST= A A/min Teste*fator.

Nos protocolos para ALT e AST, a atividade do calibrador fornecidas sao

125 e 109, respectivamente.

4.8.5 Ensaios antioxidantes ndo enzimaticos em amostras de figado

4.8.5.1 Niveis hepaticos de glutationa reduzida (GSH)

Os niveis de GSH nas amostras hepaticas foram determinadas de acordo

com o método de Jollow et al. (1974). Nesta metodologia, 200 uL do homogenato de
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figado foi adicionado a 1,8 mL de agua destilada, seguido de 3,0 mL de solugao de
acido sulfosalicilico a 4%. A mistura de reagdo repousou por 4 min e, em seguida,
foram adicionados 4 mL de tampao fosfato 0,1 M, seguido de 0,5 mL do reagente de
Ellman (0,04% em tampéo fosfato 0,1 M, pH 7,4). A mistura do branco consistiu em
4 mL de tampéo fosfato 0,1 M, 1 mL de acido sulfosalicilico e 0,5 mL do reagente de

Ellman. A absorbancia foi lida a 412 nm.

4.8.5.2 Teor de acido ascorbico (AA)

A concentragao de acido ascorbico (AA) no figado foi determinada conforme
método de Jagota e Dani (1982). Neste procedimento, o AA em amostras biolégicas
reage com o reagente Folin Ciocalteau, um agente oxidante para se obter uma cor
azul, que tem a maxima absorbancia a 760 nm. A vantagem desta andlise consiste
no fato de que o acido ascorbico é o unico agente redutor forte o suficiente para
reagir com o Folin em condigdes acidas, o que elimina possiveis interferéncias de
outras substéncias.

Nesta analise, cerca de 0,5 mL do homogenato de figado foram adicionados
em tubos de ensaio contendo 0,8 mL de acido tricloroacético (TCA) a 10%, sendo
agitados em vortex e incluidos em banho de gelo durante 5 min, sendo centrifugados
a 3000 rpm durante mais 5 min. Em seguida, 2,0 mL de sobrenadante foram
adicionados a 0,2 pL do reagente de Folin (diluido 10 vezes em agua destilada) e os
tubos foram agitados vigorosamente. Apés 10 min, a absorbancia da cor azul, foi
medida utilizando leitor de microplacas a 760 nm. Uma curva padrao foi preparada
tomando variagédo das concentragbes de padrao acido ascérbico em agua destilada,
variando de de 0,05 a 0,7 yL/mL.

4.8.6 Atividade das enzimas antioxidantes do figado

4.8.6.1 Atividade hepatica da glutationa S-transferase (GST)

A atividade da GST hepatica foi determinada pelo método descrito por Habig

et al. (1974), usando o reagente 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) como substrato.

Resumidamente, a mistura de reagdo (3 mL) foi constituida por 30 pyL de GSH
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redutase (0,1 M), 150 uL de CDNB (3,37 mg/mL), 2,79 mL de tampao fosfato (0,1 M,
pH 6,5) e 50 yL e do homogenato de figado. A mistura de reagdo permaneceu em
repouso durante 3 min e realizada a leitura da absorbancia em leitor de microplacas
a 340 nm. O branco constituiu-se de todos os reagentes, com excegdo do
homogenato de figado. A atividade de GST no figado homogeneizado foi

determinada a partir da seguinte equacéo:

Atividade da GST (umol/min) = Abs/min x 1
9,6 0,05

Onde:

9,6: coeficiente de extingdo molar do CDNB (1/mmol x cm)

0,05: volume homogenato de figado

4.8.6.2 Atividade hepatica da superoxido dismutase (SOD)

A atividade da SOD foi determinada conforme o procedimento de Misra e
Fridovich (1972), medindo-se a inibigdo da auto-oxidagao de epinefrina em pH 10,2.
Neste ensaio, 1,0 mL da amostra de figado nas diferentes concentragdes foram
adicionadas a 2,5 mL de tampao carbonato de sddio 0,05 M (pH 10,2), seguido de
0,3 mL de solugao de epinefrina a 0,3 mM. Como branco foi utilizada uma mistura
contendo 2,5 mL de tampao carbonato de sédio, 0,3 mL de solucdo de epinefrina,
0,5 mL de adrenalina e 1,0 mL de agua destilada. O aumento da absorbancia a 480
nm foi controlado no leitor de microplacas a cada 30 seg controlados totalizando 150
seg, para obter uma curva. Atividade de SOD no figado foi expressa por meio da

seguinte férmula:

% de inibicdo = Aumento da absorbancia da amostra
Aumento da absorbancia no branco x100

Uma unidade de SOD foi definida como a concentracdo de SOD necessaria

para causar 50% de inibicdo da oxidagao da adrenalina no intervalo de um minuto:
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Atividade da SOD (U/mg de proteina) = SOD/total de proteina na amostra x fd (fator
de dilui¢cao)

fd= vol inicial/ vol final

4.8.6.3 Atividade hepatica da catalase (CAT)

A atividade da catalase hepatica foi determinada pelo método descrito por
Singha (1972), com base na redugdo de dicromato em acido acético para acetato
crdmico, quando aquecido na presenga de perdxido de hidrogénio (H202). A mistura
de reagado consistiu em 4 mL de solugédo de H»O, (800 pmol), 5 mL de tampao
fosfato de sddio (0,01 M, pH 7,0) e 1 mL do homogenato de figado, seguidos de 2
mL do reagente dicromato/acido acético.

O acetato crémico produzido foi monitorado em leitor de microplacas a 570
nm e o valor remanescente de H,O, foi extrapolada a partir da curva padrao para o
H,O,. A atividade da catalase foi expressa como pumol de H;O,.min.mg.proteina,
sendo que para o calculo foi utilizada a formula utilizada po Bracht et al. (2003):

atg = AA
At
Sendo: AA= a variagao da absorbancia e

At = a variagédo do tempo (minutos).

Apos as leituras das absorbéancias das enzimas, a atividade foi calculada em

pmol/min através da seguinte férmula:

Atividade (umol/min) = vol de incubacéo x a tg (1/min) = unidades de enzima
Coeficiente de extingdo molar da enzima (g)

4.8.7 Avaliagao da peroxidacéo lipidica (PL)

A PL no homogenato do figado foi avaliada pelo método de Varshney e Kale
(1990). O método envolveu a reacdo do malondialdeido (MDA) formado como
produto da peroxidacao lipidica com o &acido tiobarbiturico para produzir um
cromoforo rosa estavel com a maxima absor¢cao de 532 nm. Para que ocorresse a

reagao, 1,6 mL de tampao tris-KCl (1,0 M), 0,4 mL do homogenato nas diferentes



71

concentragdes, 0,5 mL de acido tricloroacético (TCA) a 30%, 0,5 mL de solucéo de
acido tiobarbiturico (TBA) a 0,75% foram levados a banho maria a 95°C, durante
uma hora. Em seguida, as amostras foram levadas a banho de gelo até resfriamento
e posteriormente centrifugadas a 3.000 rpm. O sobrenadante claro foi recolhido e a
absorbancia medida contra um branco de referéncia de agua destilada a 532 nm em
leitor de microplacas. A Peroxidagao lipidica foi calculada a partir da seguinte

férmula:

%MDA= abs x vol de reac&o/ Es3, x vol da amostra x mg de proteina

Onde:

Ess2 € o coeficiente de extingdo molar do MDA= 1,56 x 10°/M x cm

4.9 ANALISE CELULAR

4.9.1 Particdo do extrato bruto ceténico

Para a particdo do extrato bruto cetdnico foi utilizado a metodologia de
Kupchan, Tsou e Sigel (1972) modificada, em que foram utilizados 50 g trituradas
das partes aéreas de S. westermanii que foram extraidas com acetona (1:10) (p/v)
para um volume total de 500 mL. A extracdo ocorreu por um periodo de 2 horas e
em seguida filtrado em funil sinterizado e o solvente evaporado em baldo, dessa
forma obteve-se o extrato bruto ceténico (EBC). Apds a obtencéo do peso do EBC,
foi novamente dissolvido em uma quantidade minima de acetona, e adicionado silica
1/3 peso EBC/peso SiO,. Em eguida foi levado a evaporagao completa do solvente,
o po de silica assim obtido foi colocado em um funil sinterizado e protegido pela
camada de celite 1/3, peso EBC/ peso de celite. Apds foi realizada a extragao
sequencial com solventes de polaridade crescente para obter as fragde éter de

petrdleo, acetato de etila e tetraidrofurano (THF) cada um em relagéo 1/30 p/v.
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4.9.2 Citotoxicidade em linhagem de células

Foram utilizados para ensaios de citotoxicidade as linhagens celulares A549-
Nuclight Red e o DU145-Nuclight Red de acordo com o protocolo para cada
linhagem. As células foram tratadas com as fragcées de éter de petroleo, acetato de
etila e tetrahidrofurano (THF) de S. westermanii nas concentra¢cdes de 10 pg/mL e
100 pg/mL por um periodo de 24 h e a toxicidade foi determinada utilizando o

sistema de imagem de células vivas IncuCyte®
4.9.3 Inflamagao

Para a atividade anti-inflamatadria foi utilizado as fragdes de éter de petrdleo,
acetato de etila e tetrahidrofurano (THF) de S. westermanii utilizando linhagens

celulares para avaliar alvos inflamatorios especificos.
4.9.3.1 Atividade do NF-kB

Para avaliar a ativagdo do NF-kB (fator nuclear kappa B) induzida por TNFa
das fragbes de éter de petrdleo, acetato de etila e tetrahidrofurano (THF) de S.
westermanii, foi utilizado a linhagem celular NIH3T3-KBFLuc que foram incubadas
com doses das amostras da espécie vegetal (10 pg/mL e 100 pg/mL) durante 30 min
e depois estimulou-se durante 6 h com TNFa (30 ng/mL). A atividade de luciferase
foi medida nos lisados celulares (PRETE et al., 2016).

4.9.3.2 Atividade STAT3

A linhagem celular HELA-STAT3Luc foi utilizada para estudar o efeito das
fragbes de éter de petroleo, acetato de etila e tetrahidrofurano (THF) nas
concentragbes de 10 e 100 pg/mL de S. westermanii na atividade de transcricéo
STAT3 (transdutores de sinal e ativadores de transcrigdo 3). As células foram
incubadas com as doses das amostras da espécie vegetal durante 30 min e depois
estimulados por 6 h com IFNy (50 U/mL). A atividade de luciferase foi medida nos
lisados celulares (PRETE et al., 2016).
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4.9.3.3 Atividade do Nrf2

O efeito das fracdes de éter de petroleo, acetato de etila e THF na atividade
de transcrigdo do Nrf2 (fator nuclear eritroide relacionado ao fator 2) foi analisado em
células HaCaT-ARE-Luc, que expressam de forma estavel elementos de resposta
antioxidante (ARE) que séo alvos do fator de transcricdo Nrf2. Para testar a ativagao
de Nrf2, as células foram incubadas com as doses das fragdes (10 ug/mL e 100
pMg/mL) de S. westermanii durante 6 h utilizando como controle positivo a TBHQ
(terc-butilhidroquinona) (10 yM). Para analisar a inibicdo de Nrf2, as células foram
pré-incubadas com os extratos durante 30 min e depois estimuladas por 6 h com
TBHQ (10 uM). A atividade de luciferase foi medida nos lisados celulares (PRETE et
al., 2016).

4.9.3.4 Atividade do HIF-1a

O efeito das fracbes de éter de petrdleo, acetato de etila e THF de S.
westermanii foram analisadas sobre a atividade transcricional HIF-1a (fator induzivel
por hipéxia 1-a) em células NIH3T3-Epo-Luc que expressam de forma estavel o
promotor do gene eritropoetina que é alvo para o fator de transcricdo HIF-1a. Para
testar a ativacao do HIF-1a, as células foram incubadas com doses das amostras da
espécie vegetal (10 yg/mL e 100 pg/mL) durante 6 h, foi utilizado como controle
positivo 150 uM de DFX (deferoxamina). Para analisar a inibicdo de HIF-1a, as
células foram pré-incubadas com os extratos durante 30 min e depois estimuladas
por 6 h com DFX (150 uM). A atividade da luciferase foi medida nos lisados celulares
(PRETE et al., 2016).

4.9.4 Metabolismo

Para analisar alvos de doengas de sindrome metabdlica foram utilizados as
linhagens celulares CHO-TGR5-CRE-Luc para detectar a TGR5 (receptor acoplado
a proteina G) e GAL4-PPARa e GAL4-PPARYy para detectar os PPARs (receptores

ativados por proliferador de peroxissomas).
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4.9.4.1 Atividade de TGR5

A técnica foi realizada de acordo com Sato et al. (2008) com modificagbes. O
ensaio agonistico de TGR5 foi realizado em células CHO-TGR5-CRE-Luc, que
expressam de forma estavel o gene TGR5 de receptor de membrana de acido biliar
humano. As células foram estimuladas com concentracbes crescentes das fracoes
de éter de petréleo, acetato de etila e THF de S. westermanii (10 pg/mL e 100
pg/mL) durante 6 h. Como controle positivo foi utilizado 10 uM de acido litocdélico. A

atividade da luciferase foi medida nos lisados celulares.

4.9.4.2 Atividade de PPARSs

Células HELA foram co-transfectadas de forma transitéria com o vetor de
expressao GAL4-PPARa ou GAL4-PPARy e o vetor reporter de luciferase GAL4-
Luc. Em seguida, as células foram estimuladas com concentracdes crescentes das
fragdes de S. westermanii (1 pM, 10 uM e 25 uM) durante 6 h e a atividade da
luciferase foi medida nos lisados celulares. Como controle positivo foi utilizado o WY
14643 (5 pM) e a rosiglitazone (1 pM) para a atividade de transcricdo PPARa e
PPARYy, respectivamente (CALLERI et al., 2014).

4.10 ESTUDO DA ATIVIDADE ALELOPATICA

Em placas de Petri (9,0 cm de didametro) contendo papel filtro Whatman n°.
1, previamente autoclavados a 120 °C por 20 min, foram colocados 5,0 mL da
solugdo das amostras (extrato e fragdes), preparadas nas concentragdes de 250
pg/mL, 500 pg/mL e 1000 pg/mL. Em seguida, foram semeadas, aleatoriamente
sobre cada disco de papel filtro, 50 diasporas da espécie alvo (Allium cepa - cebola),
com quatro repeticdes para cada solugdo. Com o controle 0 mesmo procedimento foi
realizado, porém utilizando apenas agua destilada. As placas de Petri contendo as
diasporas foram levadas a uma camara de germinagao (BOD), com condi¢des de luz
interna constante a 160 W, umidade relativa (x 80%) e temperatura de 25 °C,
conforme Brasil (2009).
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4.10.1 Germinacéao

Durante a germinagao foram realizadas duas leituras diarias, sempre no
mesmo horario, abrindo-se as placas em fluxo laminar, durante sete dias. O teste foi
realizado em quatro repeticdbes. As sementes foram consideradas germinadas
quando se tornou visivel a protrusdo da radicula através do tegumento, que pode
ocorrer devido a expansao do embrido com a embebicdo das fracbes (LABORIAU,
1983).

Calculou-se o indice de velocidade de germinagdo (IVG) anotando
diariamente o numero de sementes germinadas e ao final somou-se as sementes
germinadas por dia, dividindo-se pelo respectivo niumero de dias contados a partir da
semeadura de acordo com a formula: IVG = (G1 /N1 ) + (G2 /N2 ) + ... + (Gn /Nn ),
onde “G” € o numero de sementes germinadas e “N” € o numero de dias da
semeadura a 12, 22,..., enésima avaliacado (LABORIAU, 1983).

As médias dos indices de velocidade de germinagdo foram submetidas ao

Teste Scott-Knott. O grafico foi construido por meio do GraphPad Prism® 6.01.
4.10.2 Crescimento

Para os bioensaios de crescimento utilizou-se a metodologia descrita por
Barnes et al. (1987) e Macias, Castellano e Molinillo (2000). Apds trés dias da
protrusao radicular, mediu-se o alongamento da raiz (radicula) e do hipocdtilo (dez
plantulas por placa) utilizando papel milimetrado.

Os resultados das leituras de crescimento foram submetidos ao Teste de

Scott-Knott para comparacao das médias.
4.10.3 Respiragao radicular

O teste de respiracédo das raizes foi realizado segundo Steponkus e
Lanphear (1967). Foram cortadas 10 raizes a 1 cm a partir da coifa e transferidas
para tubos de ensaio, e foram adicionados em cada tubo 5 mL de cloridrato de
trifenil tetrazdlio (TTC) 0,6% (p/v) e 1 mL de tampao fosfato de sédio (mono e
dibasico) a 0,05 M (pH 7,0). Em seguida, os tubos foram deixados a 25 °C por 2 h.
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Apods esse periodo os tubos foram transferidos para banho-maria a 30 °C por 15 h
(ou em estufa a 40 °C).

Ao final desse tempo, a solucado dos tubos foi drenada e as raizes lavadas
uma vez com agua destilada, que em seguida também foram drenadas ao maximo.
Posteriormente foi adicionado 7 mL de etanol 95% (v/v) e entdo os tubos foram
levados para o banho-maria com agua fervente (£ 100 °C) durante 15 min, ou até
secura. Apos esse periodo os tubos foram resfriados até temperatura ambiente e
acrescentado em cada tubo 10 mL de etanol 95% (v/v). Em seguida foram realizadas
as leituras em espectrofotdmetro a 530 nm. Como branco foi utilizado o etanol 95%
(V/Iv).

4.10.4 Fotossintese

Foram cortadas 10 folhas primarias inteiras e transferidas para tubos de
ensaio, contendo 5,0 mL de DMSO (dimetilsulféxido) e entdo os tubos foram
embrulhados em papel aluminio e deixados a temperatura ambiente por 24 h. Apés
esse periodo as leituras das absorbancias da clorofila a (645 nm) e b (663 nm) foram
realizadas em espectrofotometro. Como branco foi utilizado o DMSO.

O teor de clorofila total (mg/L) foi calculado de acordo com a equagao de
Arnon (1949) e Lichtenthaler (1987):

Clorofila total: 20,2 x AbsA + 8,02 x AbsB

Onde: AbsA = absorvancia da clorofila a;

AbsB = absorvancia da clorofila b.

4.11 ALELOPATOGRAFIA

A alelopatografia é considerada uma alelopatia direcionada, onde se
visualiza algumas substacias em placas cromatograficas no UV-VIS. Essa técnica
tem como objetivo testar com rapidez e eficiéncia a atividade alelopatica de
constituintes quimicos isolados, e ao se tratar de mistura destes, obter separagao

para visualizacdo clara da influéncia alelopatica, utilizando como ferramenta a
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cromatografia em camada delgada (silica-gel GF254) (DIAS, 2005).

4.11.1 Preparo da placa cromatografica para alelopatografia

De acordo com a técnica de Dias (2005) a amostra foi diluida em 50 uL e
distribuida uniformemente em 4 cm demarcados a partir de 1 cm de placa com 5 cm
de largura e 8 cm de comprimento. Apds 6,5 cm de eluigdo da fase movel
apropriada, a placa foi retirada da cubeta, esperou-se a secagem do solvente e
visualizou-se os compostos sob luz visivel e ultravioleta (UV) a 365 nm (longo) e 254
nm (curto), demarcou-se o local dos compostos e as placas armazenadas em estufa
a 60 °C por 24 h. Preparou-se duas placas para o ensaio alelopatografico, uma
destinada a avaliagdo da germinagao e outra ao crescimento.

Placas controle foram preparadas apenas com aplicagdo do solvente
utilizado na diluicdo da amostra e eluicdo na mesma fase mével com posterior envio

a estufa, sob as mesmas condi¢des do ensaio.

4.11.2 Ensaio alelopatografico

Apds 24 h de estufa, as placas cromatograficas foram retiradas e
acomodadas em placas de petri com papel filtro (Whatman n °.6) umidecidos com
agua destilada e dez sementes de Lactuca sativa foram colocadas nas regides
demarcadas. Trabalhando-se com compostos que apresentem solubilidade em
agua, um novo papel de filtro foi acomodado sobre a placa cromatografica antes de
umedecé-la com agua destilada. A utilizacdo do papel de filtro sobre a placa
cromatografica, antes de acomodar as sementes, tem como finalidade evitar que
substancias soluveis em agua, presentes nas bandas das placas cromatograficas,
misturem-se e comprometam o ensaio. Com a utilizagao do papel de filtro ndo ocorre
mistura entres substancias, pois os compostos referenciados sdo absorvidos pelo
papel em presenca de agua destilada, fato verificado com revelagédo do papel de
filtro utilizado juntamente com a placa cromatografica ao término do ensaio. As
placas de petri foram fechadas com papel aluminio e armazenadas em BOD a 20 °C
(DIAS, 2005).
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4.11.3 Avaliagao histoquimica do anion superoxido

A formacao de anion superoxido em folhas raizes foi visualizada “in vivo”
pela incubacdo de apices radiculares, de aproximadamente 1 cm, em 2 mL de
tampéo citrato de potassio 10 mM (pH 6,0) contendo NBT 0,5 mM, a 25°C, sob
agitacao, por 25 min (FRAHRY; SCHPPER, 2001; LISZKAY et al., 2004). Decorrido
este tempo, os apices radiculares foram removidos e fotografados por meio de
camera digital acoplada a uma lupa. Apds este periodo, foliolos e radiculas foram

visualizadas com auxilio de microscépio optico.

4.11.4 Germinagao e crescimento

Para a andlise da germinagdo e do crescimento procedeu-se conforme
descrito nos itens 4.10.1 e 4.10.2, respectivamente, com modificacdes: na analise de
germinagao, os indices de velocidade de germinagdo nado foram submetidos ao
Teste de Scott-Knott e na analise de crescimento somente verifica-se o crescimento
da radicula, do hipocétilo e formagao de foliolo.

Decorridos os sete dias de ensaio e as leituras de germinagdo e
crescimento, as placas retornaram a estufa para secagem e posterior revelagéo da
placa cromatografica com visualizador indicado para a classe do composto

analisado.
4.11.5 Respiragao radicular
O ensaio de respiracao radicular foi realizado de acordo com o item 4.10.3.
4.11.6 Atividade da catalase
A atividade da catalase foi medida em um meio contendo 67 mM de tampéao
fosfato de potassio (1 mL; pH 7,0), H20, (1 mL; 10 mM) , e 0,1-0,4 mg de proteina

do extrato enzimatico (2 mL). O consumo de H;O, foi monitorado a 240 nm (g,
0,036/mM x cm) (AEBI, 1984).
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4.11.7 Atividade da peroxidase (POD)

A atividade da peroxidase (POD) foi medida em um meio contendo tampao
fosfato de potassio 25 mM (pH 6,8), H,O, (10 mM), guaiacol (2,6 mM) e 0,1-0,4 mg
de proteina do extrato enzimatico. A formagao de tetraguaiacol (g, 25,5/mM x cm) foi
monitorada a 470 nm (PUTTER, 1974).

4.11.8 Atividade da superdxido dismutase (SOD)

Atividade de superoxido dismutase (SOD) foi medida de acordo com
Giannopolitis e Ries (1977). O meio continha tampé&o fosfato de potassio 50 mM (pH
7,8) e L-metionina 6,5 mM, azul de nitrotetrazélio (NBT) 150 uM, riboflavina 4 uyM e
0,02-0,1 mg de proteina do extrato enzimatico. A reacéao foi iniciada pela ativagéo de
uma luz (20 W) e iluminando o meio durante 20 min a 30°C. Uma unidade de
atividade de SOD (U) foi definida como a quantidade de enzima necessaria para
causar uma inibicao de 50% da taxa de fotoreducéo (NBT) a 560 nm, e os resultados

foram expressos como U de SOD/ug de proteina.

4.11.9 Peroxidacao lipidica

A peroxidagado lipidica foi medida em meio contendo 0,1% de acido
tricloroacético (1,3 mL), 0,5% de acido tiobarbiturico (1 mL) e 0,1-0,4 mg de proteina
do extrato enzimatico (250 uL) (GOMES-JUNIOR et al., 2006). A absorbancia foi lida
a 534 nm e a atividade expressa como porcentagem do estimulo de peroxidagao
lipidica.

As atividades das enzimas foram calculadas segundo Bracht et al. (2003).
Para todas as enzimas descritas, foram acrescentados 10 uL de extrato enzimatico,
com as solugdes reagentes especificos para cada dosagem enzimatica. A
absorbancia dessas amostras foi monitorada durante 0 a 9 min, e em seguida
plotado um gréafico para cada dosagem enzimatica, para obtencédo da variagdo da

tangente, onde:
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Sendo: AA= a variagao da absorbancia;

At = a variagédo do tempo (minutos)

Apos as leituras das absorbancias das enzimas, a atividade foi calculada em

umol. min™ através da seguinte férmula:

Atividade (umol/min) = vol de incubacé&o x a tg (min 1Y = unidades de enzima
coeficiente de extingdo molar da enzima (g)

Todos os ensaios foram realizados em triplicata e os dados foram
submetidos a analise de variancia e quando os efeitos dos tratamentos foram
significativos (p < 0,05) em relagao a testemunha. As médias foram comparadas pelo

teste de Dunnet.

4.12 ATIVIDADE LARVICIDA SOBRE Aedes aegypti

4.12.1 Avaliagado da mortalidade

A atividade larvicida dos extratos e fracdes de S. westermanii sobre A.
aegypti foi realizada segundo Who (1981 a) com modifica¢gdes. Os ovos de A.
aegypti da linhagem Rockfeller foram fornecidos pela Fundagdo Osvaldo Cruz — RJ.
Para a eclosdo dos ovos, estes foram colocados em bandeja de plastico e
adicionados 500 mL de agua sem cloro, e em seguida levada para estufa BOD
(marca Novatecnica modelo NT 704) com temperatura a 27 + 2 °C e umidade
relativa de 80 11+ 5%. A dieta das larvas consistiu de ragdo de peixe (Aldon Basic,
MEP 200 Complex) do periodo de eclosdo até o 3° estadio larval. Solugbes de
concentragdo de 1.000 ug/mL dos extratos e fragbes, foram preparadas e
solubilizadas em 0,5% de dimetilsulféxido (DMSO) e diluidas com agua sem cloro
nas concentragdes de 250, 500 e 1000 pg/mL para os testes. As amostras foram
colocadas em copo de plastico contendo 15 larvas nos 1°, 2°, 3° e 4° estadios e o
volume foi completado para 5 mL. Para cada concentracdo foram usadas 10 larvas
em triplicata. Solugdo aquosa de DMSO 0,5 % foi utilizada em triplicata como

controle negativo.
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O inseticida utilizado como controle positivo foi o temefds grau técnico 90%
lote 005/2011 fabricado por laboratérios “Fersol Mairinque”, Sdo Paulo, e feita a
calibragdo segundo o protocolo recomendado pela Organizacdo Mundial da Saude
descrito em Who (1981 a,b), Lima et al. (2003), Braga et al. (2004) utilizando como
concentragao diagnéstico (CD) 0,060 mg/mL (duas vezes a concentragdo letal que
causa mortalidade de 99% de uma cepa susceptivel, como definido. O protocolo
compreende a resposta de mortalidade frente a exposicdo em concentragao
diagndstico (CD) na exposigdo a um gradiente de concentragbes (concentragdes
multiplas - CM). A atividade larvicida foi avaliada apds 24 h por meio da contagem do
numero de larvas mortas em cada amostra. Larvas moribundas, incapazes de atingir
a superficie da agua quando tocadas, foram consideradas como mortas (WHO,
1981a). Os valores da dose letal (DLsg) em pg/mL foram determinados utilizando o
método de analise Probitos (FINNEY, 1971).

4.12.2 Avaliagao da morfologia interna e externa das larvas

Larvas no 4° estadio foram selecionadas para os ensaios, por apresentarem
tecidos mais desenvolvidos. As larvas coletadas foram imediatamente fixadas em
2% glutaraldeido, 2% paraformaldeido, 3% sacarose em tampéao cacodilato de sddio
0,1 M pH 7,2, e armazenadas em temperatura ambiente até o momento das analises
(ARRUDA; OLIVEIRA; SILVA, 2003). As laminas contendo as larvas foram
preparadas e fotografadas usando uma camera de video digital (Leica) conectado a
um microscopio invertido Zeis (500 pm).

As larvas de Aedes aegypti foram avaliadas por comparacao de fotos obtidas
com camera Nikon Coolpix AW110, sendo fotografadas larvas do grupo de controle
(dgua) e os grupos tratados com os extratos e fragdes de S. westermanii. Tanto a
morfologia interna quanto a externa das larvas foi avaliada, conforme determinado

por Fujiwara et al. (2017).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ESTUDO MORFOANATOMICO

A morfoanatomia externa da espécie Senecio westermanii Dusén esta
representada na (FIGURA 10A, 10B, 10C, 10D e 10E).

FIGURA 10 —- MORFOANATOMIA DA ESPECIE Senecio westermanii Dusén

NOTA: A, B e C: DETALHE DE S. westermanii NO AMBIENTE NATURAL E ASPECTOS
DOS ORGAOS VEGETATIVOS E REPRODUTIVOS; D: FOLHA FACE ADAXIAL; E:
FOLHA FACE ABAXIAL; F: FACE ADAXIAL EXIBINDO CUTICULA LISA; ad: ADAXIAL; ab:
ABAXIAL; cu: CUTICULA. ESCALA: 10 um (F); 10 cm (D,E); 20 cm (A,B,C).

FONTE: O autor (2018).

O estudo morfoanatémico externo foi realizado por Cabrera (1957), que

qualificou a espécie como uma erva perene com caule ereto, simples com cerca de
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dois metros de altura. Folhas alternadas, triangular, pontiaguda, sinuada-dentada na
margem, com comprimento total da folha de 30-40 cm, por 4-9 cm de largura.
Capitulos muito numerosos, discoides, dispostos em paniculas onduladas definidas;
pedicelos de 4-8 mm, tomentosos, com alguma bractéola linear. Invdlucro
acampanado, 8-9 mm de altura, cerca de 5 mm de didmetro; bractéolas do caliculo
numerosas, longas lineares; bracteas involucrais em torno de 10, lanceoladas,
agudas ou subobtusas no apice, onde elas carregam uma mancha escura,
lanuginosa em corola filiforme e estilo longo exerto; os do disco 8-14, hermafroditas,
com corola tubular de 7 mm, pentalobada no apice: I6bulos lanceolados, de cerca de
2 mm, com veia central. Anteras sagitada na base. Ramos do estilo truncado e logo
papiloso no apice. Aquénio cilindrico, pentacostado, glabro, 5 mm de comprimento.
Papus branco, 6 mm de comprimento.

Muitas das caracteristicas encotradas para a espécie S. westermanii vao de
encontro as diversas espécies do género Senecio L., porém que podem variar nas
caracteristicas especificas para cada uma das espécies. Em geral, o género Senecio
L. sdo ervas a arbustos, eretos, anuais ou perenes. Indumento de tricomas tectores
nas folhas. Folhas simples e alternas; lamina inteira, denteada. Capitulos
homégamos ou heterégamos, discoides ou radiados, receptaculo alveolado; caliculo
com anteras exsertas, base sagitada ou obtusa, apéndice 3-21 bracteas; invélucro
campanulado com 6-35 do conectivo deltoide, oblongo ou oblongo-deltoide;
bracteas. Capitulos discoides, flores bissexuadas, ramos do estilete divergentes,
bifidos com apices corola tubulosa, 5-lobada. Capitulos radiados, flores truncados e
envoltos por uma coroa de tricomas (OLIVEIRA; SILVA; TELES, 2015).

5.1.1 Estudo da lamina da folha de Senecio westermanii

Na analise anatdbmica da lamina foliar de S. westermanii, em secgao
transversal, as células epidérmicas da face adaxial sdo, comparativamente, maiores
que as células da face abaxial (FIGURA 11E). Em vista frontal, o revestimento
epidérmico apresenta paredes anticlinais onduladas e delgadas, em ambas as faces.
A cuticula mostra-se lisa e delgada em ambas as superficies (FIGURA 10F).

A folha é anfiestomatica e os estdmatos sdo do tipo anomocitico (FIGURA

11C) e estéo localizados acima do nivel das demais células epidérmicas (FIGURA
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11B). Pode-se notar também os estdématos estdo notavelmente em maior quantidade
na face abaxial em relagdo a face adaxial. A caracteristica anfiestomatica da folha é
relatada para a familia Asteraceae (ARANTES et al., 2005; MILAN; HAYASHI;
APPEZZATO-DA-GLORIA, 2006) e diversas espécies do género Senecio possuem
as folhas com essa caracteristica como pode se observar em S. leptolobus
(MARTINS, 2003), S. leptoschizus (MEIRA; MARTINS, 2003), S. juergensii
(BAGATINI, 2008), S. albopurpureus, S. echaetus, S. laetus, S. nudicaulis, S.
ramosus e S. raphanifolius (SHRESTHA; BAJRACHARYA, 2015). Além disso, as
espécies S. juergensii (BAGATINI, 2008), S. nudicaulis e S. ramosus apresentaram

estdmatos anomocitico.

FIGURA 11 — MORFOLOGIA INTERNA E ESTRUTURAS DAS FOLHAS DE Senecio
westermanii Dusén

.:' e a8

NOTA: A e B: EPIDERME DE FOLHA EM VISTA FRONTAL; A: FACE ABAXIAL EXIBINDO
TRICOMA TECTOR; B. FACE ABAXIAL EXIBINDO ESTOMATO E CUTICULA LISA; C:
EPIDERME ADAXIAL EM VISTA FRONTAL; D e E: LAMINA FOLIAR REVELANDO
MESOFILO DORSIVENTRAL; F: FACE ABAXIAL EXIBINDO TRICOMAS TECTORES; Ead:
EPIDERME ADAXIAL; Eab: EPIDERME ABAXIAL; cu: CUTICULA; es: ESTOMATO; fv: FEIXE
VASCULAR,; pl: PARENQUIMA LACUNOSO; pp: PARENQUIMA PALICADICO; tr: TRICOMA.
ESCALA: 10 pm (B); 20 pm (A); 50 pym (C); 100 pym (E); 200 ym (D, F).

FONTE: O autor (2018).
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Em relagdo a outras espécies do género Senecio, as folhas de S. acaulis, S.
herreianus e S. crassissimus apresentaram-se hipoestomaticas (OZEROVA,;
TIMONIN, 2009), o mesmo ocorreu para a espeécie S. emiloides, porém para a
espécie S. leptoschizus as folhas sdo anfiestomaticas (MEIRA; MARTINS, 2003).
Porém nao houve semelhanga no tipo de estdmato enconcontrado, demonstrando
que espécies do mesmo género podem apresentar diferengas na composi¢cédo dos
anexos foliares.

Os tricomas estédo presentes em ambas as faces (FIGURA 11D) da lamina
foliar e sdo tectores multicelulares unisseriados. Apresentam-se em grande
quantidade na face abaxial (FIGURA 11D e 11F), normalmente com duas a trés
células e uma estrutura terminal flageliforme muito alongada (FIGURA 11A e 11D).
Na face adaxial também sdo encontrados os tricomas tectores multicelulares
unisseriados, com uma a cinco células, estando em menor quantidade que na face
abaxial, porém apresentam-se mais espessos que os outros e também com uma
terminacéo flageliforme (FIGURA 11D).

As espécies S. radicans, S. citriformis, S. ficoides e S. serpens (TIMONIM,;
OZEROVA; REMIZOWA, 2006) apresentaram tricomas semelhantes aos
encontrados para S. westermanii. Apesar disso, os tricomas sao utilizados para
auxiliar na identificacéo, devido as diversas formas existentes. As plantas geralmente
apresentam tricomas de um tipo especifico, variando de uma espécie a outra mesmo
pertencendo ao mesmo género (CUTLER; BOTHA; STEVENSON, 2011).

Hidatddios sédo frequentemente encontrados associados aos dentes
marginais das folhas de espécies da familia Asteraceae, apesar de serem pouco
especializados e muito simples em comparagao a outras familias, porém essas
estruturas apresentam se funcionais (SMILJANIC, 2005). No género Senecio os
hidatédios estdo presentes em S. stigophlebius (MEIRA; MARTINS, 2003), S.
icoglossus, S. pulcher, S. pluricephalus, S. brasiliensis, S. languei, S. polhii, S.
pseudopolhii, S. oleosus, S. oxyphyllus, S. heterotrichus, S. selloi e S. aureus
(MARTINS, 2003). Apesar de diversas espécies com a presenca de hidatddios,
estes néo foram vizualizados na espécie S. westermanii.

O mesofilo em Asteraceae € variavel, sendo na maioria dorsiventral, porém
podem ser encontrados os tipos homogéneo em palicada ou isobilateral
(EMPINOTTI; DUARTE, 2006). Na espécie em estudo, o mesofilo € dorsiventral,
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sendo constituido por uma camada de parénquima palicadico e 2 a 4 camadas de
parénquima lacunoso, estabelecendo espacos intercelulares. O parénquima
lacunoso ocupa cerca de 2/3 do mesofilo. Feixes vasculares de pequeno porte do
tipo colateral estdo distribuidos na regidao mediana do mesofilo e sdo envoltos por
bainha parenquimatica (FIGURA 11E). Mesofilo dorsiventral também foi encontrado
em S. emilioides, S. leptoschizus (MEIRA; MARTINS, 2003) e S. juergensii
(BAGATINI, 2008).

5.1.2 Nervura central da folha de Senecio westermanii
A nervura central, em seccido transversal, possui formato praticamente

plano-convexo (FIGURA 12A), estabelecendo evidente curvatura junto a face

abaxial.

FIGURA 12 — NERVURA CENTRAL DAS FOLHAS DE Senecio westermanii Dusén

NOTA: A: NERVURA CENTRAL EM CORTE TRANSVERSAL CORADA COM FUCSINA
BASICA E AZUL DE ASTRA; B: DETALHE DA CUTICULA E COLENQUIMA; C: NERVURA
CENTRAL EM REACAO COM LUGOL; D: DETALHE DO CILINDRO VASCULAR; E:
DETALHE DA FRACAO COM LUGOL EVIDENCIANDO AMIDO; Am: AMIDO; co:
COLENQUIMA; cu: CUTICULA; du: DUCTO SECRETOR; fl: FLOEMA; fv: FEIXE VASCULAR;
pf: PARENQUIMA FUNDAMENTAL; xI: XILEMA. ESCALA: 50 um (B,D); 100 ym (E,C); 200 pm
(A).
FONTE: O autor (2018).
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A epiderme uniestratificada é revestida por cuticula lisa e delgada (FIGURA
12B) e s&o encontradas 2-3 camadas de colénquima angular em ambas as faces
(FIGURA 12A). Além disso € possivel observar a presenga de calotas de colénquima
voltadas para o xilema e floema (FIGURA 12C). O feixe vascular é colateral e ductos
secretores estdo presentes no parénquima fundamental proximo ao xilema e floema
(FIGURA 12D). Graos de amido em pequena quantidade foram observados proximo
ao feixe vascular e também na regido cortical apds reacédo com lugol 1% (FIGURA
12E).

5.1.3 Caule de Senecio westermanii

O caule de S. westremanii seccionado transversalmente mostrou formato
praticamente circular. A epiderme é uniestratificada e a cuticula mostra-se delgada e
lisa com presenca de poucos tricomas tectores (FIGURA 13A e 13B). Adjacente a
epiderme, encontra-se um cortex com cerca de 14 camadas com células
arredondadas, colénquima angular em que os espessamentos das paredes celulares
ocorrem principalmente nos angulos resultantes da unido de varias células. Ductos
secretores sao encontrados no parénquima fundamental e proximos ao xilema e
floema (FIGURA 13C).

O cilindro vascular é continuo contendo células parénquimaticas entre os
conjuntos de xilema e floema, sendo os mesmos circundados por uma ou duas
camadas de endoderme (FIGURA 13D e 13E). Apresenta um cambio formando o
xilema para dentro e o floema para fora. (FIGURA 13E).

O esclerénquima esta presente entre os elementos de vaso do xilema. Como
esperado a reagcdo com fluoroglucina cloridrica foi positiva evidenciando a presenga
de lignina nos elementos de vaso e no esclerénquima (FIGURA 13F). A presenca de
compostos fendlicos é evidenciado pela coloragao marrom escuro na (FIGURA 13G)

e a (FIGURA 13H) expde o caule com auséncia de compostos lipofilicos.
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FIGURA 13 — CAULE EM CORTE TRANSVERSAL DE Senecio westermanii Dusén

(H)

NOTA - A e B: MOSTRANDO EPIDERME, CUTICULA, TRICOMA E COLENQUIMA; C:
INDICANDO FEIXE VASCULAR E DUCTOS SECRETORES; D: CILINDRO VASCULAR
MOSTRANDO FIBRAS E ENDODERME; E: DETALHE DO XILEMA, FLOEMA
ESCLERENQUIMA E CAMBIO VASCULAR; F: DETALHE DO XILEMA E ESCLERENQUIMA
COM REATIVO DE FLOROGLUCINA CLORIDRICA; co: COLENQUIMA; cu: CUTICULa; cv:
CAMBIO VASCULAR; du: DUCTO SECRETOR; en: ENDODERME; ep: EPIDERME; fl:
FLOEMA,; sc: ESCLERENQUIMA; tr: TRICOMA,; xI: XILEMA. ESCALA: 50 ym (B,E,F,G,H); 100
um (A,C,D).

FONTE: O autor (2018).

5.1.3.1 Sal CaC304

Por espectroscopia de raios X por dispersédo em energia (EDS) foi possivel

caracterizar a presenga do oxalato de calcio (CaC,04) na regido parenquimatica do
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caule. O resultado da analise esta representado na (FIGURA 14) através do

espectro de soma de mapas.

FIGURA 14 — ESPECTRO DE SOMA DE MAPAS DO CaC,04 DE Senecio westermanii
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FONTE: O autor (2018).

Na (TABELA 2) esta a porcentagem da representagdo elementar para cada

ion presente na molécula do CaC,04.

TABELA 2 — REPRESENTACAO ELEMENTAR DO SAL CaC,0,

ELEMENTO Wit% SIGMA W%
C 23,53 0,21
o 66,62
Ca 9,84 0,08
Total 100,00

FONTE: O autor (2018).

Swiech et al. (2016) detectou a presenca de CaC,04 em Philodendron
meridionale (Araceae), sendo o grafico de soma de massas muito semelhante ao
encontrado para o presente estudo.

Além disso, a presencga do oxalato de calcio foi detectado através da analise
de MEV, onde observou a presenca desse sal na regido parenquimatica do caule de
S westermanii (FIGURA 15).
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FIGURA 15 — SAL DE CaC,0, NA REGIAO PARENQUIMATICA DO CAULE DE Senecio
westermanii

FONTE: O autor (2018).

O calcio é considerado um macronutriente essencial para o desenvolvimento
e crescimento das plantas (BENITES, 2010). O calcio € um importante componente
da parede celular, auxiliando o crescimento apical nas raizes e partes aéreas, sendo
absorvido na forma de Ca®* pelas plantas (DEON, 2007). De acordo com Dunisch et
al. (1998) o célcio € essencial para a sintese da parede celular na fase secundaria
do desenvolvimento e no processo de lignificacdo. Além disso, a permeabilidade das
membranas a compostos hidrofilicos depende consideravelmente da concentracao
de Ca?** e de H" no meio (FAQUIN, 2005).

O oxalato de calcio é conhecido como um produto extremamente téxico do
metabolismo da planta e a formacéao de cristais de calcio, a partir do oxalato, poderia
servir como forma de eliminagao, além disso o oxalato de calcio é um produto onde
os ions de Ca** sdo derivados do meio ambiente e os ions de oxalato provém do
metabolismo das plantas, sendo que sua presenca pode ser benéfica em uma ou
mais fases do ciclo de vida dos vegetais. Além disso, a presenca do oxalato de
calcio no caule pode estar relacionado com a funcédo de protecdo contra herbivoria,
balancgo iénico e suporte estrutural (NAVARRO et al., 2007).
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5.2 ANALISE TERMICA

5.2.1 Analise termogravimética (TGA) e gravimétrica

A andlise termogravimétrica da raiz, caule e folha secas de S. westermanii
foram avaliadas através da curva TGA e os resultados para a raiz, caule e folha

estdo representados nas (FIGURAS 16, 17 e 18), respectivamente.

FIGURA 16 — RESULTADO DA ANALISE TERMOGRAVIMETRICA DA RAIZ SECA DE Senecio
westermanii, REPRESENTANDO A PERDA DE MASSA EM TRES FASES DISTINTAS
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FONTE: O autor (2018).
FIGURA 17 — RESULTADO DA ANALISE TERMOGRAVIMETRICA DO CAULE SECO DE
Senecio westermanii, REPRESENTANDO A PERDA DE MASSA EM TRES FASES DISTINTAS
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FONTE: O autor (2018).
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FIGURA 18 — RESULTADO DA ANALISE TERMOGRAVIMETRICA DA FOLHA SECA DE Senecio
westermanii, REPRESENTANDO A PERDA DE MASSA EM TRES FASES DISTINTAS
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FONTE: O autor (2018).

Durante o processo de analise térmica para as amostras de S. westermanii
observou-se trés etapas de perda de massa. A primeira etapa ocorreu na
temperatura inicial do experimento em torno de 20 °C até, aproximadamente, 190 °C
de acordo com a (TABELA 3). Essa primeira perda massa esta relacionada com o
processo de desidratagdo, que constitui a saida da agua de adeséo presente na
parede celular e que necessita de energia para ser retirada do vegetal, sendo esta
fase, portanto, endotérmica (PEREIRA et al., 2013).

TABELA 3 — FAIXA DE TEMPERATURA NA PERDA DE AGUA
PELO METODO TERMOGRAVIMETRICO DO CAULE, FOLHA E
RAIZ DE Senecio westermanii

S. westermanii RAIZ CAULE FOLHA
T inicial (°C) 19.63 27.35 33.92
T final (°C) 188.41 186,26 170,22

FONTE: O autor, 2018.

Em comparagdo com o método gravimétrico, houve diferenga nos valores
para a perda de agua das amostras em relagcdo ao método termogravimético
conforme (TABELA 4).
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TABELA 4 — COMPARACAO DA PERDA DE AGUA PELOS
METODOS GRAVIMETRICO E TERMOGRAVIMETRICO PARA O
CAULE, FOLHA E RAIZ DE Senecio westermanii

S. westermanii RAIZ CAULE FOLHA
Gravimétrico (%) 13,70 16,21 13.60
Termogravimétrico (%) 7,73 6,97 5,05

FONTE: O autor, 2018.

A perda de agua para os métodos gravimétrico e termogravimétrico
apresentaram resultados diferentes quando comparados um ao outro (TABELA 4).
Isso pode ser justificado pela maior precisdo do método termogravimétrico em
relagdo ao método gravimétrico convencional.

Apos a desidratacdo, a curva TGA detectou mais dois eventos térmicos: o
primeiro, iniciando em torno de 180 °C até 400 °C com perda de massa de 45,81%,
42,98% e 40,46%, respectivamente, para raiz, caule e folha, revelando o inicio da
decomposicdo térmica da amostra em material carbonaceo, como carboidratos
(ARAUJO et al., 2006), taninos e flavonoides (SOUZA, 2015) e degradacéo térmica
dos triglicerideos, principalmente os constituidos por acidos graxos poli-insaturados
(BENICIO; QUEIROGA NETO; SOUSA, 2009).

A analise termogravimétrica em uma matriz vegetal € complexa, sendo o
comportamento cinético comandado pelas substédncias majoritarias. Nas folhas,
caules e nas raizes vegetais existem uma grande quantidade de graxas, metabdlitos
secundarios, resinas, fibras (hemicelulose e celulose) e lignina nas amostras,
fazendo com que estas substancias interfiram no comportamento cinético de reagao
(ARAGAO et al., 2002).

O ultimo evento de perda de massa detectado corresponde a queima do
material carbonaceo formado na etapa anterior com 37,70%, 28,76% e 40,08%,
respectivamente, para raiz, caule e folha. Acima de 600 °C pode-se encontrar o teor
de cinzas que corresponde aos sais minerais ou impurezas contidas na amostra,
considerando que a analise foi realizada sob fluxo de ar sintético e que podem ser
comparados aos valores obtidos através do método gravimétrico convencional
através da (TABELA5).
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TABELA 5 — ANALISE COMPARATIVA DO TEOR DE
CINZAS DETERMINADO ATRAVES DO METODO
GRAVIMETRICO CONVENCIONAL E DO METODO
TERMOGRAVIMETRICO PARA CAULES, FOLHAS E
RAIZES DE Senecio westermanii

S. westermanii RAIZ | CAULE | FOLHA
Método gravimétrico 7,82 3,38 7,48
Método termogravimétrico 8,74 21,30 14,40
FONTE: O autor (2018).

Sob efeito de comparagao entre os métodos utilizados, observou-se uma
diferenca significativa no teor de cinzas para caules e folhas de S. westermanii,
sendo equivalente apenas com os resultados obtidos para as raizes. Esse fato
demonstra a possibilidade da ocorréncia de mais um evento de degradagao térmica
para caules e folhas, o qual originaria as cinzas, ndo tendo sido detectado durante a
analise termogravimétrica, possivelmente pela faixa de temperatura atingida durante
0 experimento.

Os dados apresentados sao considerados parametros de qualidade, e sao
amplamente utilizados para garantir a confiabilidade dos vegetais utilizados na
producdo de medicamentos fitoterapicos (ALVES et al., 2007). A partir das analises
gravimétricas e termogravimétricas observou-se diferengca nos resultados
apresentados, mostrando que atraves da analise das curvas de TGA tem-se uma
maior precisdo dos resultados em relacdo a perda de massa das amostras
analisadas.

Para as amostras de raiz, caule e folha de S. westermanii ainda foram
realizadas as comparagdes de perda de massa quando as amostras foram
submetidas as atmosferas de N; e ar sintético. Nas (TABELAS 6 e 7) estdo expostos
os resultados para temperatura inicial e final para cada etapa do processo, porém a
quantidade de residuo gerado para a atmosfera de N, é praticamente o dobro em
relagdo a atmosfera de ar sintético. Para a atmosfera de N, o residuo variou de
31,44% a 35,50%, enquanto para a atmosfera de ar sintético variou de 8,74% a
21,30%.

Com a sobreposicao das curvas TGA para as atmoferas de N, e ar sintético
das amostras de raiz (FIGURA 19), caule (FIGURA 20) e folha (FIGURA 21) de S.
westermnii pode-se observar que ha uma menor perda de massa na atmosfera de
N2,
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TABELA 6 - PERDA DE MASSA PERCENTUAL DETERMINADA
ATRAVES DO ’METODO TERMOGRAVIMETRICO PARA FOLHAS,
CAULES E RAIZES DE Senecio westermanii NA ATMOSFERA DE

NITROGENIO
Folha Caule Raiz
Etapas
T (°C) % T (°C) % T (°C) %
T 20 20 20
1 9,02 11,31 7,76
T; 167 182 179
T 167 182 179
2 42,55 41,78 46,09
Ts 385 373 350
T 390 373 350
3 16,74 11,41 14,71
T; 600 600 600
Residuo 31,69 35,50 31,44

NOTA: Ti: TEMPERATURA INICIAL DA ETAPA; T TEMPERATURA FINAL
DA ETAPA; %: PERCENTUAL DE MASSA DEGRADADA EM CADA
ETAPA

FONTE: O autor (2018).

TABELA 7 - PERDA DE MASSA PERCENTUAL DETERMINADA
ATRAVES DO METODO TERMOGRAVIMETRICO PARA FOLHAS,
CAULES E RAIZES DE Senecio westermanii NA ATMOSFERA DE AR

SINTETICO
Folha Caule Raiz
Etapas
T (°C) % T (°C) % T (°C) %

T 20 20 20

1 5,05 6,97 7,73
T 170 186 189
T 170 186 189

2 40,46 42,98 45,81
T 398 408 389
T 398 408 389

3 40,08 28,76 37,70
T; 600 600 600

Residuo 14,40 21,30 8,74

NOTA: Ti: TEMPERATURA INICIAL DA ETAPA; T TEMPERATURA FINAL
DA ETAPA; %: PERCENTUAL DE MASSA DEGRADADA EM CADA
ETAPA

FONTE: O autor (2018).

Apesar da velocidade de decomposicao térmica para o N, ser maior que a

velocidade de decomposicao térmica do ar sintético, pelo fato da condutividade
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térmica do N, ser maior que a do ar sintético (IONASHIRO; GIOLITO, 2005), o
oxigénio € oxidante e consegue transformar todas as amostras em cinzas, enquanto
o N2 € um gas inerte conseguindo transformar as amostras em material cabonifero,
etapa anterior as cinzas. Por isso ha uma menor perda de massa na atmosfera de

N2 em relagéo a de ar sintético.

FIGURA 19 — COMPARACAO DAS CURVAS DE PERDA DE MASSA
NA ATMOSFERA DE N, E AR SINTETICO DAS RAIZES SECAS DE
Senecio westermanii

110 4
100—-
90—-
80—-

70+

2 6o0-
= ]
@ 50 -
g 4
40 -}
4 NZ
30 -
20 -
104 Ar
0 y T T T T T T T T T T 1
0 100 200 300 400 500 600

Temperatura (°C)
FONTE: O autor (2018).

FIGURA 20 — COMPARACAO DAS CURVAS DE PERDA DE MASSA
NA ATMOSFERA DE N, E AR SINTETICO DOS CAULES SECAS
DE Senecio westermanii
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FIGURA 21 — COMPARACAO DAS CURVAS DE PERDA DE MASSA
NA ATMOSFERA DE N, E AR SINTETICO DAS FOLHAS SECAS DE
Senecio westermanii
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FONTE: O autor (2018).

Os parametros para as analises do teor de umidade e cinzas totais para raiz,
caule e folha estdo sendo determinados pela primeira vez para cada uma das partes
da espécie S. westermanii. A determinacao destas analises € muito importante para
o controle de qualidade, uma vez que auxilia na confirmacao da identidade botanica
e permite a identificagdo de adulteragcbes e materiais estranhos (impurezas

inorganicas) na matéria-prima vegetal (BRASIL, 2010).

5.3 ISOLAMENTO E CARACTERIZAGCAO DOS CONSTITUINTES QUIMICOS

5.3.1 Composto AE 110-117 (9-11)

O composto AE 110-117 (9-11) foi primeiramente detectado no CLAE no
tempo de retencdo de aproximadamente 16 min, apesar de estar em maior
concentragdo na amostra analisada, porém foi detectado um sinal de menor

intensidade no tempo de retengéo de aproximadamente 17 min (FIGURA 22).
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FIGURA 22 — ISOUERCETINA IDENTIFICADA EM Senecio westermanii
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FONTE: O autor (2018).

O composto AE 110-117 (9-11) apresenta-se em mistura com outro
flavonoide de estrutura muito semelhante, porém apenas foi identificado a quercetin-
3-0-B-D-glucosideo, flavonoide conhecido como isoquercetina (FIGURA 23).
Baseado nos dados espectrais de RMN 'H e "*C e por comparagdo destes com os
dados encontrados na literatura (HE et al.,, 2017) foi possivel identificar a
isoquercetina (TABELA 8).

FIGURA 23 — ISOQUERCETINA IDENTIFICADA EM Senecio westermanii
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Para identificacdo da isoquercetina foram utilizados aproximadamente 2 mg
de material. Dessa forma seguem os seguintes deslocamentos quimicos: dH 7,73
ppm (J = 2,2 Hz, d); 6H 7,58 ppm (J = 8,5 e 2,2 Hz, dd) e 6H 6,88 ppm (J = 8,5 Hz,
d), que representam os hidrogénios presentes no anel B. Além desses sinais
observam-se a presenca de dois sinais de 'H em 5H 6,16 ppm (J = 1,7 Hz, d) e 6,34
ppm (J = 1,7 Hz, d), que representam os dois prétons do anel A da isoquercetina.
Além disso, ha o sinal de 'H em 8H 5,10 ppm (J = 6,6 Hz, d), que representa a
glicose ligada no anel C da isoquercetina. O espectro de RMN de 'H do material
analisado esta representado na (FIGURA 24) e para melhor visualizagdo do espectro
obtido as (FIGURAS 25 e 26) representam os sinais ampliados para cada regiao.
Devido a escassa quantidade de material para determinar a substancia presente,
fez-se correlacdo direta (HSQC) entre o 'H-"*C para identificar os carbonos das

referidas posi¢des da estrutura (FIGURA 27).

TABELA 8 — DESLOCAMENTO QUIMICO NO ESPECTRO DE RMN 'H E "C DA
ISOQUERCETINA

13 c 1 H
~ (o3 H
POSICAO LITERATURA LITERATURA
EXPERIMENTAL | (0 % o017y | EXPERIMENTAL | (o0 % o017)
1 - - - -
2 - 158,9 - -
3 135,3 135,6 - -
4 - 179,4 - -
5 - 162,9 - -
6 101,1 99,8 6,16 d (1,7) 6,18 s
7 - 165,9 - -
8 95,9 94,7 6,34 d (1,7) 6,37 s
9 - 158,3 - -
10 - 105,6 - -
1 122,8 123,0 - -
2 1171 117,6 7,73d (2,2) 7,73s
3 145,9 145,8 - -
4 149,9 149,8 - -
5 116,1 116,0 6,88 d (8,5) 6,88 d (8,2)
6’ 122,8 123,2 7,58 dd (8,5; 2,2) 7,58 d (8.2)
1" 104,8 104,4 5,10 d (6,6) 5,25d (7,1)
2’ - 75,7 - -
3’ - 78,3 - -
4’ - 711 - -
5’ - 78,0 - -
6” - 62,5 - 3,74 d (11,8)

FONTE: O autor (2018).
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H PARA IDENTIFICACAO DA ISOQUERCETINA EM MeOH DEUTERADO

FIGURA 24 — ESPECTRO DE '
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'H DA GLUCOSE DA ISOQUERCETINA

FIGURA 26 — EXPANSOES DOS SINAIS DE
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5.3.2 Identificagao dos sais NaCl e KCI

Durante a extragdo do extrato bruto etandlico da espécie S. westermanii

houve precipitacdo de duas substancias solidas cristalinas que foram primeiramente

designadas como sal em pé e sal granulado e que através da analise por

difratometria de raios X de monocristal (DRXM) e espectroscopia de raios X por

dispersdo em energia (EDS) foram identificados, respectivamente, como os sais
NaCl e KCI.

5.3.2.1 Sal NaCl

Através da analise por DRXM do sal p6 obteve-se a confirmacédo do NaCl, o

resultado da andlise esta representado na (TABELA 9).

TABELA 9 — DADOS DA CELULA UNITARIA DA ANALISE POR DIFRATOMETRIA DE RAIO X
DE MONOCRISTAL DO SAL PO (NaCl)

PARAMETROS RESULTADOS
Sistema cristalino/grupo espacial Cubico / Fm-3m
a=b=c 5,62 Angstroms
alfa = beta = gama 90 graus
Volume de célula unitaria 178 Angstroms”3
Temperatura de analise 200 K

FONTE: O autor (2018).

Além da analise por DRXM foi realizada a espectroscopia de raios X por

dispersdo em energia (EDS) para a caracterizagdo quimica do NaCl. Sendo a
(FIGURA 28) a representagdo da soma de mapas e a (FIGURA 29) o EDS para o
NaCl.

FIGURA 28 — ESPECTRO DE SOMA DE MAPAS DO NaCl ISOLADO DE Senecio westermanii

’l’l_a_| @ [ Espectro de Soma de Mapas

a
L=
PRI S I N A AN T A A E AN AN

=N !

0 IR N R N N RN R R RN R

0 2 4 ] 8 10 12 14 16 18 kel

FONTE: O autor (2018).
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FIGURA 29 - MAPA DE ESPECTROSCOPIA DE RAIO X POR
DISPERSAO EM ENERGIA (EDS) DO SAL NaCl
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FONTE: O autor (2018).

Na (TABELA 10) esta a porcentagem da representagéo elementar para cada
ion presente na molécula do NaCl. E por meio da microscopia eletronica de

varredura obteve-se a imagem dos cristais de NaCl (FIGURA 30).

TABELA 10 - REPRESENTACAO ELEMENTAR DO SAL NaCl

ELEMENTO Wit% SIGMA Wt%
Na 44,34 0,10
Cl 55,66 0,10
Total 100,00

FONTE: O autor (2018).

Apesar dos mecanismos desempenhados pelo soédio nas plantas serem
desconhecidos, porém esse elemento pode variar de essencial, como € o caso das
espécies haldfitas (plantas que vivem proximo ao mar) a téxico dependendo do nivel
de sensibilidade de cada espécie vegetal. Na nutricdo mineral o sédio pode substituir
o potassio nas fungcdes metabdlicas e osmdticas, principalmente na transferéncia de
metabdlitos entre cloroplastos das células do mesdfilo e da bainha vascular das
plantas que realizam a fotossintese através do ciclo C4. Algumas espécies da
familia Chenopodiaceae como o espinafre e a beterraba possuem efeitos positivos
do sodio no crescimento, porém na presenca de niveis adequados de potassio
(FAQUIN, 2005).

Ainda o sddio esta envolvido na substituicido parcial pelo potassio atuando
na absorg¢ao de macronutrientes, permeabilidade das células, na ativacdo enzimatica

da ATPase, na abertura e fechamento estomatico, osmorregulagédo, sintese de
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carboidratos, na conversdao da frutose em glicose, no vigor de plantas e no
transporte de gas carbonico (CO;) para as células das plantas C4 (INOCENCIO;
CARVALHO; FURTINI NETO, 2014).

FIGURA 30 — CRISTAIS DE NaCl OBTIDOS POR MEV

FONTE: O autor (2018).

5.3.2.2 Sal KCl

Através de célula unitaria da analise por difratometria de raio X de
monocristal do sal pé obteve-se a confirmagao do sal KCI, o resultado da analise
esta representado na (TABELA 11).

TABELA 11 — DADOS DA CELULA UNITARIA DA ANALISE POR DIFRATOMETRIA DE RAIO X
DE MONOCRISTAL DO SAL GRANULADO (KCl)

PARAMETROS RESULTADOS
Sistema cristalino/grupo espacial Cubico / Fm-3m
a=b=c 6,2822 Angstroms
alfa = beta = gama 90 graus
Volume de célula unitaria 240 Angstroms”3
Temperatura de analise 300 K

FONTE: O autor (2018).
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Além da analise por DRXM foi realizada a espectroscopia de raios X por
dispersdo em energia (EDS) para a caracterizagdo quimica do NaCl. Sendo a
(FIGURA 31) a representacdo da soma de mapas e a (FIGURA 32) o EDS para o
NaCl.

FIGURA 31 — ESPECTRO DE SOMA DE MAPAS DO KCI ISOLADO DE Senecio westermanii
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FONTE: O autor (2018).

FIGURA 32 - MAPA DE ESPECTROSCOPIA DE RAIO X POR
DISPERSAO EM ENERGIA (EDS) DO SAL KCI
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FONTE: O autor (2018).
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Na (TABELA 12) esta a porcentagem da representagcéo elementar para cada
ion presente na molécula do KCI, apesar que também foi detectado os elementos Na
e O, que pode estar relacionado com a presenca do NaCl.

TABELA 12 —- REPRESENTAGCAO ELEMENTAR DO SAL KCI

ELEMENTO Wit% SIGMA Wt%
0 28 0,29
Na 16,63 0,11
Cl 32,94 0,15
K 22,43 0,11
Total 100

FONTE: O autor (2018).

Através da microscopia eletrénica de varredura obteve-se a imagem dos
cristais de KCI (FIGURA 33).

FIGURA 33 — CRISTAIS DE KCI OBTIDOS POR MEV

FONTE: O autor (2018).

O potassio é considerado um macronutriente essencial para as plantas, € o
segundo nutriente mais absorvido em plantas cultivadas, sendo absorvido pelas

raizes e acumulado nas partes aéreas das plantas (BENITES et al., 2010).
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De acordo com Pretty (1982) plantas com maior concentracéo de potassio
apresentam parede celular mais espessa pelo fato de ocorrer maior deposicao de
celulose, fornecendo maior resisténcia e estabilidade as plantas. Além disso, o
potassio esta diretamente envolvido na fotossintese, pois a deficiéncia desse mineral
pode reduzir as reservas de carboidratos nas plantas.

Ainda o potassio esta envolvido no controle osmético das células, no
mecanismo de defesa das plantas contra pragas e doengas. Além disso, plantas
com maiores concentragdes de potassio retém maior quantidade de agua e, por

isso, sao mais resistentes a secas e geadas (SILVEIRA, 2000).
5.4 FENOIS E FLANVOIDES TOTAIS

A quantidade de fendis e flavonoides totais do extrato bruto e fracbes das
partes aéreas de S. westermanii foram calculadas por meio de equacbes de
regressao linear e expressos, respectivamente, como mg de equivalente de acido
galico (mg EAG/g) (y=0,0396x—0,054, R?=0,9982) e mg de equivalente de quercetina
(mg EQ/g) (y=0,0314x-0,0164, R?=0,9996). Os resultados mostram que o extrato
bruto etandlico e as fracbes contém elevada concentragdo de fendis totais variando
de 65,57 + 1,64 mg GAE/g para o EB e 504,71 = 3,80 mg GAE/g para a FAE. Além
disso, a FAE apresentou o maior conteudo de flavonoides totais com 131,52 + 1,30
mg EQ/g, seguida da FHR com valor de 122,43 + 0,12 mg EQ/g (TABELA 13). A
presenca da isoquercetina identificada pode estar relacionada com o elevado
resultado para ambas analises, principalmente para a FAE, que obteve as maiores
concentragdes no ensaio.

De acordo com Chew et al. (2011) a quantidade de fendis totais das plantas
podem ser classificadas em quatro niveis de concentracdo: alta (> 50 mg EAG/qg),
média-alta (30-50 mg EAG/g), médio baixa (10-30 mg EAG/g) e baixa (<10 mg
EAG/g). Dessa forma, o extrato bruto e fracdes de S. westermanii apresentaram

concentracdes elevadas de fendis totais.
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TABELA 13 — FENOIS E FLAVONOIDES TOTAIS DO EXTRATO BRUTO E
FRACOES DAS PARTES AEREAS DE Senecio westermanii

FT (mg de EAG/g do FLT (mg de EQ/g do
Amostra extrato bruto e fragbes *  extrato bruto e fragdes *
DP) mg DP) mg

EB 95,54 + 7,58 83,91+ 1,60

FH 65,57 £ 1,64 -

FCL 104,38 £+ 0,96 41,02 £ 0,31

FAE 504,71 + 3,80 131,52 £ 1,30

FRE 245,96 £ 4,30 122,43 £ 0,12

NOTA — EB: EXTRATO BRUTO; FH: FRAGAO HEXANO; FCL: FRAGAO
CLOROFORMIO; FAE: FRACAO ACETATO DE ETILA; FRE: FRACAO
HIDROALCOOLICA REMANESCENTE; FT: FENOIS TOTAIS; EAG:
EQUIVALENTE ACIDO GALICO; FLT: FLAVONOIDES TOTAIS; EQ:
EQUIVALENTE QUERCETINA; DP: DESVIO PADRAO

FONTE: O autor (2018).

Porém a quantidade de fendis totais nas espécies do género podem variar
de acordo com as espécies estudadas. Albayrak et al. (2008) estudou seis espécies
na Turquia (S. pandurifolius, S. trapezuntinus, S. integrifolius subsp. aucheri, S.
hypochionaeus var. argaeus, S. hypochionaeus var. ilkasiensis e S. lorentii) com
resultados que variaram de 19,54 a 81,78 mg GAE/g.

Gonzalez, Fajardo e Cuadra (2013) estudando S. patagonicus Hook. & Arn.
na Patagonia obteve 75,18 + 4,61 mg GAE/g e 64,53 + 2,89 mg GAE/g para
diferentes ambientes de coleta. Lahlou et al. (2014) em estudo no Marrocos com
diferentes métodos de extragcdo para a espécie S. anteuphorbium observou que a
concentragéo de fendis totais variaram de 2,46 + 0,11 a 21,53 + 1,03 mg GAE/g.
Arab et al. (2014) demonstrou que S. delphinifolius coletada na Argélia apresentou
resultados de 7,22 £ 0,84 e 7,86 = 0,25 mg GAE/g para os extratos de acetato de
etila e n-butanol, respectivamente.

Albayrak et al. (2014) estudou nove espécies do género Senecio na Turquia
e detectou diferentes resultados de fendis totais entre as espécies S. cilicius (117,45
mg GAE/g), S. inops subsp. karamanicus (81,62 mg GAE/g), S. mollis (113,40 mg
GAE/g), S. olympicus (46,12 mg GAE/g), S. othonnae (94,46 mg GAE/g), S.
salsuginea (95,82 mg GAE/g), S. sandrasicus (87,70 mg GAE/qg), S. tauricolus (27,86
mg GAE/g) e S. viscosus (11,63 mg GAE/Q).

Extratos fendlicos de material vegetal sdo constituidos de diferentes classes

de compostos fendlicos, sendo o solvente hidroalcodlico responsavel pela maior
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extracdo desses compostos no processo. Porém a extracido das substancias
fendlicas podem ser alteradas pelo método de extracao, natureza quimica, tamanho
da particula vegetal, condi¢gbes de armazenamento, presengca de substancias
interferentes e o tempo de extragdo (SOUZA et al., 2008).

Observa-se que a quantidade de fendis totais presentes nos diferentes
estudos variaram de acordo com o local de coleta, época, método de extracéo e
solvente utilizado. Porém em todas as espécies do género Senecio demontrou-se

resultados consideraveis na concentrac¢ao de fendis totais.

5.5 ANALISES FARMACOLOGICAS

5.5.1 Determinagao do transito gastrintestinal

No ensaio de transito gastrointestinal o extrato bruto etandlico de S.
westermanii aumentou a distancia percorrida pelo marcador vermelho de fenol
quando comparado com os padrdes escopolamina e metoclopramida (FIGURA 34).
As amostras nas concentragdes de 10 mg/kg, 30 mg/kg e 100 mg/kg foram capazes
de estimular a motilidade em comparac¢ao ao padrao metoclopramida, com destaque
para as concentragbes 30 mg/kg e 100 mg/kg que estimularam o transito
gastrointestinal mais que o padrao, porém foram estatisticamente semelhantes.

De acordo com Galvao-Alves (2013) a constipacédo intestinal afeta
aproximadamente 20% da populagdo mundial. No Brasil a maior prevaléncia ocorre
em lactentes, pré-escolares e escolares (17,5% a 36,5%). Diversas s&o as espécies
de plantas que sao utilizadas na medicina popular para o tratamento e alivio da
constipacao intestinal. No Brasil as espécies mais utilizadas sdo Rhamnus purshiana
(Cascara sagrada), Cassia angustifolia (Sene), Aloe vera (Babosa), Rheum
palmatum (Ruibarbo) e o Ricinus communis (Oleo de ricino) (DARROZ et al., 2014).

Os heterosideos antraquindnicos sao os principais metabdlitos responsaveis
pelos efeitos laxativos e purgativos nas plantas, por ocasionarem irritagdo ou
estimulo no peristaltismo intestinal (DARROZ et al., 2014). Mas de acordo com
Merino et al. (2015) a espécie S. westermanii ndo apresentou no screening
fitoquimico a presencga de antraquinonas. Porém em comparagao com outra espécie

do género, os alcaloides de S. jacobaea reduziram a motilidade intestinal,
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prolongando o tempo de passagem para a digestdo em ratos Long-Evans
(MOGHADDAM; CHEEKE, 1989).

FIGURA 34 — EFEITO NO TRANSITO GASTROINTESTINAL
DOS CAMUNDONGOS APLICANDO AMOSTRAS DE Senecio
westermanii
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NOTA — C: AGUA + TWEEN 80 (0,5%), 0,1 mL/100 g, v.o.; E:
ESCOPOLAMINA (2,5 mg/kg); M: METOCLOPRAMIDA (20
mg/kg); 10 mg/kg, 30 mg/kg, 100 mg/kg DE EXTRATO BRUTO
ETANOLICO DE S. westermanii. ***p<0,001; ****p<0,0001
DIFERE DO CONTROLE PELO TESTE DE BONFERRONI.

FONTE: O autor (2018).

5.5.2 Lesao gastrica aguda induzida por etanol

O extrato bruto etandlico da espécie S. westermanii foi testado nas
concentragbes de 10 mg/kg, 30 mg/kg e 100 mg/kg e administradas por gavagem
em ratos wistar. Os resultados obtidos mostraram-se estatisticamente semelhantes
quando comparados ao controle de protegdo Omeprazol (40 mg/kg). O resultado da
analise pode observado na (FIGURA 35).

Para descartar possiveis interferéncias pela via de administracdo por
gavagem, foi realizado a administragao por via intraperitonial da concentragédo de 30
mg/kg do extrato bruto etandlico de S. westermanii, a qual obteve o melhor resultado
na analise por gavagem. Dessa forma, na (FIGURA 36) pode-se observar que
estatisticamente a concentragao testada foi semelhante ao controle de protecao

Omeprazol (40 mg/kg).
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FIGURA 35 — EFEITO DO EXTRATO BRUTO DE Senecio
westermanii (v.0.) SOBRE LESOES GASTRICAS AGUDAS
INDUZIDAS POR ETANOL P.A. EM RATOS WISTAR.
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NOTA — C: AGUA + TWEEN 80 (0,5%), 0,1 mL/100 g, v.o.
(VIA ORAL); O: OMEPRAZOL (40 mg/kg); 10 mglkg, 30
mg/kg e 100 mg/kg DE EXTRATO BRUTO ETANOLICO DE
S. westermanii. ****p<0,0001 DIFERE DO CONTROLE PELO
TESTE DE BONFERRONI.

FONTE: O autor (2018).

Metabdlitos secundarios como flavonoides e alcaloides possuem
comprovada agao gastroprotetora no género Senecio. Os flavonoides por possuirem
atividade antioxidante contra radicais livres, acelerando dessa forma o processo de
cicatrizagdo e consequentemente o processo de colagenacédo do tecido afetado,
enquanto os alcaloides inibem a atividade da fosfolipase A2, evitando danos no
tecido gastrico. Além disso em Ulceras cronicas os alcaloides pirrolizidinicos
intensificam o fator de crescimento epidérmico na espécie S. brasiliensis, que
cicatrizam ulceras gastricas (AHMADI-NOORBAKHSH et al., 2011).

Em modelo de ulcera induzida por etanol em ratos wistar a S. candicans DC
inibiu em 66,73% e 83,52% a ulcera gastrica quando os animais foram tratados com
o extrato aquoso nas concentragbes de 250 e 500 mg/kg, respectivamente
(HARIPRASATH; JEGADEESH; RAAMAN, 2012).
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FIGURA 36 — EFEITO DO EXTRATO BRUTO DE S.
westermanii (i.p.) SOBRE LESOES GASTRICAS AGUDAS
INDUZIDAS POR ETANOL PA EM RATOS WISTAR.
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NOTA — C: SOLUGCAO SALINA 0,9%, 0,1 mL/100 g, ip.
(INTRAPERITONIAL); O: OMEPRAZOL (40 mglkg); 30
mg/kg DE EXTRATO BRUTO ETANOLICO DE S.

westermanii SOLUGAO SALINA 0.9% i.p . *p<0,05 DIFERE
DO CONTROLE PELO TESTE DE BONFERRONI.

FONTE: O autor (2018).

De acordo com Awaad (2013) os flavonoides exercem gastroprotecéo por
evitar e diminuir a formac&o de ulceras. Os flavonoides naringenina, aromadendrina,
apigenina e a 4’-O-metoxi-luteolina-7-O-ramnoglucosideo isolados de Euphorbia
cuneata Vahl foram os principais compostos responsaveis pela protegdo gastrica em
ratos wistar, com protecao de 81,40%; 79,10%; 75,78% e 88,23%, respectivamente,
quando comparado com o controle de protecao ranitidina.

Ainda Rodrigues (2008) em analise com o extrato etandlico das folhas de
Byrsonima sericea DC sugere que a isoquercetina seja um dos compostos
responsaveis pela gastoprotegcdo em camundongos Swiss fémeas.

Os resultados apresentados pelo extrato bruto etandlico de S. westermanii
podem estar relacionados com a presenca do flavonoide isoquercetina identificado
para a espécie (FIGURA 23). Esse flavonoide possui reconhecida agédo antioxidante
que pode ter sido um dos componentes responsaveis pela protegcdo gastrica nos

animais testados.
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5.6 ANALISE DA TOXICIDADE

5.6.1 Toxicidade aguda

No ensaio de toxicidade aguda ndo foram observadas mortes dos animais e
nenhuma mudanca nos parametros analisados em nenhuma das concentracoes
administradas do extrato bruto etandlico de Senecio westermanii nos camundongos.
De acordo com Larini (1987) os agentes toxicos administrados via oral sao
classificados em extremamente téxicos (DLso < 25 mg/kg), altamente toxicos (DLsg
entre 100 e 500 mg/kg), mediamente toxicos (DLso entre 500 e 2.000 mg/kg) e pouco
toxicos (DLsp > 2.000 mg/kg). Dessa forma, o extrato bruto etandlico classifica-se
como pouco toxico, por nao apresentar sinais de alteragdes fisioldégicas ou
comportamentais dos animais em todos o parametros analisados.

Esse resultado é semelhante do obtido para a espécie S. cadicans DC, que
nao apresentou mortalidade em ratos wistar em concentracdes superiores a 2500
mg/kg (HARIPRASATH; JEGADEESH; RAAMAN, 2012), assim como para a espécie
S. vernalis que nao ocasionou nenhuma alteragédo na morfologia hepatica e sinais de
intoxicagdo em gado alimentado com material seco e fresco (SKAANILD; FRIIS;
BRIMER, 2001). Apesar das intoxicagbes ocasionadas pela S. brasiliensis, nao foi
detectado alteragdo hematoldgica e imunolégica em ratos expostos por N-6xido de
integerrimina de residuo butandlico (ELIAS et al., 2011).

Porém para a espécie S. inaequidens DC apresentou-se toxica para ratos
devido a presenga dos alcaloides pirrolizidinicos retrorsina e senecionina, por
possuirem respectivamente uma DLsy de 38 mg/kg e 85 mg/kg (DIMANDE et al.,
2007).

Apesar da toxidade encontrada em algumas espécies de Senecio L., os
alcaloides pirrolizidinicos sao responsaveis por diversas atividades farmacaldgicas,
dentre estas a atividade gastrica. Na espécie S. brasiliensis foram extraidos das
inflorescéncias os alcaloides integerrimina, retrorsina, senecionina, usaramina e
seneciofilina que apresentaram atividade com concentragdo de 12,5 mg/kg contra
Ulcera gastrica crbnica e aguda em ratos. Além disso esses alcaloides foram
capazes de aumentar a quantidade de prostaglandina na mucosa gastrica e também

a concentragcédo de muco livre em camundongos (TOMA et al., 2004).
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5.6.2 Toxicidade do figado

A avaliacdo das laminas montadas pelo método do esfregago a fresco
demonstrou que as diferentes concentragdes de extrato bruto de S. westermanii nao
apresentaram alteragdes hepatotdéxicas significativas. Apesar disso, foram
detectadas microvesiculas de gordura em todas as concentragbes avaliadas do
extrato bruto das partes aéreas, sendo que essas microvisiculas nao foram

observadas nas Iaminas controles (FIGURA 37).

FIGURA 37 — ESFREGACO DE FIGADO, DEMONSTRANDO A
PRESENCA DE ALTERACOES HISTOLOGICAS OCASIONADAS
PELAS CONCENTRCOES DE EXTRATO BRUTO ETANOLICO DE
Senecio westermanii

NOTA — A, B - AGUA + TWEEN 80 (0,5%) (CONTROLE); C — 10 mg/kg
DE EXTRATO BRUTO ETANOLICO; 30 mg/kg DE EXTRATO BRUTO
ETANOLICO; 100 mglkg DE EXTRATO BRUTO ETANOLICO; hp -
HEPATOCITOS; cg - CELULA COM GORDURA

FONTE: O autor (2018).
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Em todas as laminas, foram observados hepatdcitos bem delimitados,
apresentando a cromatina do nucleo visivel e auséncia de fibrose. As concentracoes
de 10 mg/kg, 30 mg/kg e 100 mg/kg das partes aéreas de S. westermanii ndo foram
capazes de alterar as bordas citoplasmaticas, que apresentavam formato regular,
além disso o nucleo das células permaneciam definidos.

Lakshmanan et al. (2016) em estudo com a espécie S. candicans DC.
demonstraram que houve infiltracdo mononuclear leve, nucleo ampliado em torno da
veia central e leve perda da estrutura dos hepatdcitos em ratos tratados com 750
mg/kg de extrato aquoso, porém nao foram encontradas alteragbes notaveis em

hepatocitos e glomérulos nos ratos tratados nas concentragdes de 250 mg/kg e 500
mg/kg.

5.6.3 Proteinas totais

FIGURA 38 — CONCENTRACAO DE PROTEINAS TOTAIS
PRESENTES NOS TECIDOS HEPATICOS DE
CAMUNDONGOS SUBMETIDOS AS CONCENTRACOES DOS
EXTRATOS DE Senecio westermanii
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NOTA — C: AGUA + TWEEN 80 (0,5%), 0,1 mL/100 g, v.0.; 10
mg/kg, 30 mglkg, 100 mgkg DE EXTRATO BRUTO
ETANOLICO DE S. westermanii. *p<0,05 DIFERE DO
CONTROLE PELO TESTE DE DUNNET

FONTE: O autor (2018).
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O teor de proteinas presentes nas células hepaticas tiveram aumento
significativo quando tratadas com as concentracées de 30 mg/kg e 100 mg/kg de
extrato bruto das partes aéreas de S. westermanii (FIGURA 38).

O figado ¢é o principal érgéo que sintetiza as proteinas sanguineas, que esta
diretamente ligado com a funcionalidade hepatica e estado nutricional (PAYNE;
PAYNE, 1987). De acordo com lke et al. (2016) o aumento no nivel de proteinas
totais esta relacionado a uma possivel manifestacdo de inflamagao crénica do

figado.

5.6.4 Determinagao enzimatica de marcadores de toxicidade no figado

O extrato bruto das partes aéreas de S. westermanii provocaram alteragoes
principalmente na concentracdo de 100 mg/kg nas enzimas que atuam como
marcadores de hepatotoxicidade.

Diversos sao biomarcadores utilizados na triagem basica para detectar
desordens hepaticas, pode-se citar a fosfatase alcalina (ALP), aspartato
aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT), gama-GT (GGT),
albumina, bilirrubina e plaquetas (JESUS; SOUSA; BARCELOS, 2014).

5.6.4.1 Atividade da ALP

A atividade da fosfatase alcalina (ALP), biomarcadora de danos hepatico-
biliares aumentou em 64,30 U/mL e apenas para a concentracéo de 100 mg/kg apés
o tratamento nos camundongos com o extrato bruto etandlico de S. westermanii
(FIGURA 39).

Nos mamiferos, a ALP esta presente no soro em forma soluvel, mas também
€ encontrada em muitas membranas celulares em todo o corpo. Nas membranas
canaliculares dos hepatécitos e na superficie luminal das células epiteliais biliares,
ainda a ALP pode estar envolvida no transporte de colina (FERNANDEZ; KIDNEY,
2007).

O aumento da atividade da ALP é acompanhado por aumentos nas taxas de
excrecado de colina e fosfatidilcolina na bile, sendo uma das fun¢des da ALP da

membrana do figado hidrolisar a fosforilcolina de modo que a colina possa ser
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transportada através da membrana canalicular da bile. O nivel da atividade
enzimatica parece ser controlado pela quantidade de fosforilcolina disponivel para
excrecao na bile (PEKARTHY et al., 1972).

FIGURA 39 — ATIVIDADE DA FOSFATASE ALCALINA (ALP)
PRESENTES NOS TECIDOS HEPATICOS DE
CAMUNDONGOS SUBMETIDOS AS CONCENTRACOES DOS
EXTRATOS DE Senecio westermanii
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NOTA — C: AGUA + TWEEN 80 (0,5%), 0,1 mL/100 g, v.o.; 10
mg/kg, 30 mgkg, 100 mgkg DE EXTRATO BRUTO
ETANOLICO DE S. westermanii. *p<0,05 DIFERE DO
CONTROLE PELO TESTE DE DUNNET

FONTE: O autor (2018).

Dessa forma, a alteracdo encontrada para a concentragdo de 100 mg/kg
corrobora com o aumento na quantidade de gordura nos hepatécitos (FIGURA 37),
pois provavelmente aumenta os niveis de colina e, consequentemente, aumenta a

concentragéo de ALP no figado.

5.6.4.2 Atividade da ALT e AST

Além da ALP o extrato bruto na concentracdo de 100 mg/kg das partes

aéreas também provocou aumento na atividade da ALT em 33,30 U/mL (FIGURA
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40). Enquanto a AST n&o se mostrou alterada para nenhuma das concentragoes

quando comparada ao controle (FIGURA 41).

FIGURA 40 — ATIVIDADE DA ALANINA AMINOTRANSFERASE
(ALT) PRESENTES NOS TECIDOS HEPATICOS DE
CAMUNDONGOS SUBMETIDOS AS CONCENTRACOES DOS
EXTRATOS DE Senecio westermanii
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NOTA — C: AGUA + TWEEN 80 (0,5%), 0,1 mL/100 g, v.0.; 10
mg/kg, 30 mglkg, 100 mgkg DE EXTRATO BRUTO
ETANOLICO DE S. westermanii. *p<0,05 DIFERE DO
CONTROLE PELO TESTE DE DUNNET

FONTE: O autor (2018).

A liberagdo das enzimas ALT e AST para o sangue esta relacionado a
gravidade da lesdo hepatica ocasionada. Em lesbes hepaticas mais leves a forma
mais predominante € a citoplasmatica (ALT) e as mais graves sao mitocondriais
(AST). Quando a relacédo ALT>AST a lesdo & considerada mais extensa e menos
profunda, porém a relagdo AST>ALT indica uma lesdo mais profunda (JESUS;
SOUSA; BARCELOS, 2014).

Thapa e Walia (2007) afirmam que niveis mais elevados de ALT é para
detectar necrose nos hepatdcitos. Essa alteracdo pode estar relacionada com
disturbios colestaticos por obstrucao intra e extra-hepatica para o fluxo biliar. Porém
a ALT pode estar aumentada por diversos fatores, até mesmo medicamentos podem
alterar os niveis da ALT em pequenos animais (SPINOSA; GORNIAK; BERNARDI,



121

1999), além de plantas ricas em compostos secudarios a base de fendis e plantas

toxicas sao capazes de aumentar os niveis de ALT (OSWEILER, 1998).

FIGURA 41 - ATIVIDADE DA ASPARTATO
AMINOTRANSFERASE (AST) PRESENTES NOS TECIDOS
HEPATICOS DE CAMUNDONGOS SUBMETIDOS AS
CONCENTRACOES DOS EXTRATOS DE Senecio westermanii
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NOTA — C: AGUA + TWEEN 80 (0,5%), 0,1 mL/100 g, v.0.; 10
mg/kg, 30 mglkg, 100 mgkg DE EXTRATO BRUTO
ETANOLICO DE S. westermanii. A MEDIA NAO DIFERE DO
CONTROLE PELO TESTE DE DUNNET

FONTE: O autor (2018).

Ainda pode-se inferir que os resultados obtidos para as enzimas ALT e AST,
sugerem que as lesdes ocorridas pelo extrato bruto etandlico é considerada extensa

e menos profunda de acordo com Jesus, Sousa e Barcelos (2014).
5.6.5 Ensaios antioxidantes ndo enzimaticos em amostras de figado
5.6.5.1 GSH e acido ascorbico
Os niveis de GSH e acido ascorbico nao se mostraram alterados nos figados
tratados com as concentragcdes de 10 mg/kg, 30 mg/kg e 100 mg/kg de extrato bruto

das partes aéreas de S. westermanii quando comparado ao controle, dessa forma

demonstrando auséncia de estresse, uma vez que o0s niveis desses antioxidantes
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mostraram-se normais nos figados dos animais tratados, como demonstrado nas

(FIGURAS 42 e 43), respectivamente, para GSH e acido ascorbico.

FIGURA 42 — ATIVIDADE DA GLUTATIONA REDUZIDA (GSH)
PRESENTES NOS TECIDOS HEPATICOS DE
CAMUNDONGOS SUBMETIDOS AS CONCENTRACOES DOS
EXTRATOS DE Senecio westermanii
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NOTA — C: AGUA + TWEEN 80 (0,5%), 0,1 mL/100 g, v.0.; 10
mg/kg, 30 mglkg, 100 mgkg DE EXTRATO BRUTO
ETANOLICO DE S. westermanii. A MEDIA NAO DIFERE DO
CONTROLE PELO TESTE DE DUNNET

FONTE: O autor (2018).

A GSH é um agente antioxidante de defesa das células, protegendo-as de
diversas lesbes resultantes da exposigdo de agentes como oxigénio hiperbarico e
ions ferro. Além disso atuam na detoxificagdo de agentes quimicos, eliminagéo de
produtos de lipoperoxidagao, na sintese de proteinas, DNA, prostaglandinas e no
metabolismo celular (ABREU, 2013).

A GSH ¢ sintetizada naturalmente pelo figado e atua na protecéo celular
contra mudangas no quadro oxidativo, porém a ingestdo de GSH pode ocorrer sendo
absorvida no intestino delgado, aumentando a sua concentragéo plasmatica e sendo
transportada e distribuida para diversas células do organismo. A GSH tem sido
reportada em baixas concentracbes em diversas doencgas, consequentemente
associadas ao maior risco de estresse oxidativo e das infecgdes oportunistas. A

regiao da estrutura molecular da GSH envolvida na fun¢do antioxidante é o residuo
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de cistenilglicina, que possui a capacidade de reagir com elétrons ndo pareados de
um radical livre para formar o radical GS, que por dimerizacdo forma a glutationa
redutase (GSSG) (JORDAO JR et al., 1998).

FIGURA 43 — TEOR DE ACIDO ASCORBICO PRESENTES
NOS TECIDOS HEPATICOS DE CAMUNDONGOS
SUBMETIDOS AS CONCENTRACOES DOS EXTRATOS DE
Senecio westermanii
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NOTA — C: AGUA + TWEEN 80 (0,5%), 0,1 mL/100 g, v.o.; 10
mg/kg, 30 mgkg, 100 mgkg DE EXTRATO BRUTO
ETANOLICO DE S. westermanii. A MEDIA NAO DIFERE DO
CONTROLE PELO TESTE DE DUNNET

FONTE: O autor (2018).

O &cido ascorbico distribui-se amplamente em todos os tecidos do organismo,
além da glandula suprarrenal, hipéfise e retina, encontra-se no figado em teores que
variam de 0,10 mg/g a 1,00 mg/g. Por ser um poderoso antioxidante sua deficiéncia
pode promover estresse oxidativo nas células, principalmente, no figado
(GUILLAND; LEQUEU, 1995). A deficiéncia em acido ascoérbico pode levar a uma
reducao hepatica do citocromo P450 e afetar a atividade hepatica da metabolizacao
enzimatica de drogas. Porém com a suplementagéo de acido ascoérbico o citocromo
P450 é estimulado e mantém sua fungdo de protecdo aos hepatécitos (UED;
WEFFORT, 2013).
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Apesar das alteragbes relacionadas a gordura acumulada no figado dos
animais (FIGURA 37), os antioxidantes ndo enzimaticos GSH e acido ascoérbico ndo

mostraram-se alterados com o aumento de gordura hepatica.

5.6.6 Atividade das enzimas antioxidantes do figado

5.6.6.1 Atividade da GST, SOD e CAT

O efeito hepatotoxico das concentracdes de S. westermanii foi verificado por
meio de enzimas biomarcadoras do aumento do estresse oxidativo. A atividade da
glutationa S-transferase (GST) hepatica mostrou-se aumentada apenas para a
concentragdo de 100 mg/kg do extrato bruto das partes aéreas de S. westermanii
quando comparada ao controle, demonstrando uma deplecdo hepatica de 38,90
pumol/min.mg de proteina (FIGURA 44).

FIGURA 44 — ATIVIDADE DA GLUTATIONA S-TRANSFERASE
(GST) PRESENTES NOS TECIDOS HEPATICOS DE
CAMUNDONGOS SUBMETIDOS AS CONCENTRACOES DOS
EXTRATOS DE Senecio westermanii

(3]
o
1

*

T

N
o
1

w
o
1

N
o
L

-
o
1

Atividade da GST
(imol.min.mg de proteina)

o
L

Cc 10 30 100

S. westermanii
mgl/kg

NOTA — C: AGUA + TWEEN 80 (0,5%), 0,1 mL/100 g, v.0.; 10
mg/kg, 30 mglkg, 100 mgkg DE EXTRATO BRUTO
ETANOLICO DE S. westermanii. * *p<0,05 DIFERE DO
CONTROLE PELO TESTE DE DUNNET

FONTE: O autor (2018).
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Para Pushparajah et al. (2008) a GST é um dos sistemas enzimaticos mais
importantes para desintoxicagdo. As enzimas envolvidas nesse sistema séo capazes
de catalisar a conjugacdo de epodxidos e outros intermediarios reativos com
glutationa, um tripéptido nucleofilico presente no citosol celular. A indugdo do
sistema GST €& considerada uma caracteristica desejavel, pois fitoquimicos
quimiopreventivos atuam, em parte, estimulando a desintoxicagao de intermediarios
reativos através da conjugagado com a glutationa.

A atividade da SOD hepatica mostrou-se aumentada apenas na concentragcéo
de 100 mg/mL do extrato bruto das partes aéreas de S. westermanii demonstrando
ser um indicativo de toxicidade, apresentado um valor de 16,40 U/mg de proteina
(FIGURA 45). Entretanto, a atividade da catalase ndo demonstrou nenhuma

alteracdo em relacao ao controle (FIGURA 46).

FIGURA 45 — ATIVIDADE DA SUPEROXIDO DISMUTASE
(SOD) PRESENTES NOS TECIDOS HEPATICOS DE
CAMUNDONGOS SUBMETIDOS AS CONCENTRACOES DOS
EXTRATOS DE Senecio westermanii
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NOTA — C: AGUA + TWEEN 80 (0,5%), 0,1 mL/100 g, v.0.; 10
mg/kg, 30 mglkg, 100 mgkg DE EXTRATO BRUTO
ETANOLICO DE S. westermanii. *p<0,05 DIFERE DO
CONTROLE PELO TESTE DE DUNNET

FONTE: O autor (2018).

A SOD é a primeira linha de defesa contra danos celulares, principalmente,
contra as espécies reativas de oxigénio (ERO’s) (NOGUEIRA, 2004). A SOD é
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responsavel por catalisar a dismutacdo do anion superdxido a peroxido de
hidrogénio e oxigénio, através da reagdo 20," + 2H" — O, + H,O,. As principais
formas da enzima SOD sdao MnSOD, presente na mitocbéndria e a Cu/ZnSOD,
presente principalmente no citosol (VASCONCELOS et al., 2007).

FIGURA 46 — ATIVIDADE DA CATALASE (CAT) PRESENTES
NOS TECIDOS HEPATICOS DE CAMUNDONGOS
SUBMETIDOS AS CONCENTRACOES DOS EXTRATOS DE
Senecio westermanii
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NOTA — C: AGUA + TWEEN 80 (0,5%), 0,1 mL/100 g, v.0.; 10
mg/kg, 30 mglkg, 100 mgkg DE EXTRATO BRUTO
ETANOLICO DE S. westermanii. A MEDIA NAO DIFERE DO
CONTROLE PELO TESTE DE DUNNET

FONTE: O autor (2018).

O aumento no depdsito de gordura hepatica (FIGURA 37) pode estar
relacionado com a ERO’s, pois desempenham um papel importante no
desenvolvimento de esteatose hepatica, pois de acordo com Perlemuter et al. (2005)
as defesas citosolicas (Cu/Zn-SOD e catalase) foram aumentadas no figado de
pacientes de pacientes nao alcodlicos.

O estresse oxidativo no figado com gordura surge como resultado das ERO's
que sao produzidas como resultado da oxidagcdo excessiva de acidos graxos por
peroxissomos e mitocdndrias, como resultado da expressao excessiva de enzimas
CYP2E1 (MADAN et al., 2006).
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5.6.6.2 Avaliacao da peroxidacgao lipidica

O teor de MDA mostraram-se aumentados para as concentragcdes de 30
mg/kg e 100 mg/kg (FIGURA 47), com valores de 466 e 538 mmol x min x mg de
proteina, respectivamente, demonstrando altera¢gdes na integridade estrutural das
células. Estes resultados podem estar relacionados a presenga de corpos de

gordura nas amostras de figado avaliadas (FIGURA 37).

FIGURA 47 - TEOR DE MALONDIALDEIDO (MDA)
PRESENTES NOS TECIDOS HEPATICOS DE
CAMUNDONGOS, SUBMETIDOS AS CONCENTRACOES DOS
EXTRATOS DE Senecio westermanii, COMO INDICATIVO DO
AUMENTO DA PEROXIDACAO LIPIDICA
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NOTA — C: AGUA + TWEEN 80 (0,5%), 0,1 mL/100 g, v.0.; 10
mg/kg, 30 mglkg, 100 mgkg DE EXTRATO BRUTO
ETANOLICO DE S. westermanii. *p<0,05 DIFERE DO
CONTROLE PELO TESTE DE DUNNET

FONTE: O autor (2018).

O figado € um importante 6rgao responsavel por diversos processos
metabdlicos de desintoxicagdo do organismo devido a um complexo sistema
enzimatico que regula as fungdes hepaticas antioxidantes (SANMUGAPRIYA,;
VENKATARAMAN, 2006; RANAWAT; BHATT; PATEL, 2010). Lesdes hepaticas
frequentemente reduzem a funcdo de defesa antioxidante desse 6rgédo e aumentam

a susceptibilidade do organismo durante a exposi¢cao a xenobioticos (JANAKAT; AL
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MEIRE, 2002; LEE et al., 2003). Inumeras substancias quimicas, usadas industrial e
farmacologicamente, provocam aumento constante do risco de lesbes do figado,
existindo um espectro elevado de efeitos hepatotoxicos produzidos por essas
substancias (BISSEL et al., 2001; ROOME et al.,, 2008). Grande parte das
desordens do figado ocorre devido a exposigdo a compostos quimicos que podem
induzir ao estresse oxidativo, com elevacado da producdo de compostos radicalares
reativos. Esses compostos podem causar danos oxidativos as biomoléculas
presentes em membranas celulares como proteinas e lipidios, culminando em perda
parcial ou total da fungéo celular (DHULEY; NAIK, 1997; FAREMI et al., 2008).

Atualmente, existe consideravel interesse da medicina na busca de produtos
naturais extraidos de plantas, principalmente daquelas usadas na medicina
tradicional, que possam ser utilizados para o desenvolvimento de novos farmacos
para o tratamento de diversas doencas, inclusive de desordens hepaticas induzidas
por agentes téxicos (SHEN et al., 2009; YE et al., 2009).

Embora a presenca de células alteradas ndo tenha sido observada neste
estudo, o aumento da enzima ALT, que corrobora com os dados encontrados para a
peroxidacdo lipidica sugere degradacdo na membrana das células hepaticas,
provocadas pelas doses dos extratos.

Padroes de hepatotoxicidade pode ser caracterizada, pelo nivel elevado das
enzimas conhecidas como transaminases, bem como a inibicdo ou aumento da
sintese de proteinas e acumulo de lipidios no interior da célula. Dessa forma estudar
os efeitos de S. westermanii sobre alguns parametros bioquimicos e patolégicos
podem correlacionar positivamente a presenca ou auséncia de hepatotoxicidade,
como demonstrado por Farombi (2000) e Tyson, Story e Stephens (2004). As
enzimas transaminases, catalisam a conversao dos aminoacidos alanina e aspartato
em piruvato e oxalacetato, respectivamente, ndo sendo consideradas organo-
especificas (OZER et al., 2008).

No contexto bioquimico, devido a alteragao da permeabilidade da membrana
e morte celular desencadeada pela peroxidacdo lipidica e por mediadores
inflamatdrios, ha um aumento nos niveis de enzimas hepaticas no soro. Niveis
elevados de enzimas como ALT, AST, ALP e GGT sao indicadores da perda de
integridade funcional da membrana celular dos hepatécitos e de lesbes hepaticas
(OZER et al., 2008; RANAWAT; BHATT; PATEL, 2010). Além disso, a avaliacédo da
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bilirrubinemia constitui método complementar na investigagcao de lesdes hepaticas,
uma vez que essa hepatotoxina é capaz de elevar os niveis séricos de bilirrubina
devido a indugdo de necrose hepatocelular e colestase (SANMUGAPRIYA,;
VENKATARAMAN, 2006; KUMAR; KUMAR; MOHAN, 2009).

As espécies reativas de oxigénio sdo formadas no interior da célula em
condigdes fisioldgicas, ndo s6 pela cadeia transportadora de elétrons, mas também
nos processos de oxidagdo celulares catalisados pelas oxidases citoplasmaticas,
nos peroxissomos e nos sistemas de defesa do organismo. Os sistemas de defesa
que protegem o corpo de lesbes causadas por radicais livres incluem as enzimas
antioxidantes superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa-peroxidase
(GPO). Seu papel como enzimas protetoras € bem conhecido e tem sido investigado
extensivamente em modelos in vivo (GIANNI et al., 2004).

A SOD existe em trés formas: as que contém ou Cu e Zn que sao
citossolicas e as que contém Mn que sao mitocondriais. Esta enzima tem a funcéao
de captar o superoxido (Oz) na presenga de agua e produzir H,O, de forma muito
mais acelerada do que a conversao espontanea (SALVEMINI et al., 2001). A CAT é
uma enzima tetramérica do grupo heme que catalisa a reagao 2H,0, — 2H,0 + Oa,.
A catalise da H,O, é importante, pois na presenca de ferro leva a formagao do
radical hidroxil (OH) altamente reativo e danoso as células (MUKHERJEE, 2003).
Lesbes graves em hepatdcitos podem levar a quedas bruscas na quantidade destas
enzimas devido a exaustdo enzimatica como resultado do estresse (DANG et al.,
2008).

Os alcaloides pirrolizidinicos sao substancias presentes nas espécies do
género Senecio e sdo conhecidos pelos efeitos hepatotdxicos (VEIGA JUNIOR;
PINTO; MACIEL, 2005). Esses metabdlitos secundarios sdo quimicamente estaveis
e tornam-se ativos (toxicos) no figado pelas enzimas monooxigensases de fungao
mista, metabolizando-se em ésteres pirrélicos, que sao capazes de inibir a mitose
ocosionando morte celular. Pelo fato desses alcaloides alterarem a estrutura de
moléculas vitais isso desencadeia diversas alteragdes patologicas (SILVA; BOLZAN;
HEINZMANN, 2006). A intoxicagéo crbénica por Senecio sp. foi descrita em bovinos,
equinos, ovinos e bufalos, sendo as espécies envolvidas a S. brasiliensis, S.
madagascariensis, S. oxyphyllus, S. cisplatinus, S. tweediei, S. selloi e S.
heterotrichius (LUCENA et al., 2010).
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De acordo com o screening fitoquimico realizado por Merino (2014) a
espécie S. westermanii detectou a presencga de alcaloides. Dessa forma, sugere-se
que as alteragdes nos resultados enzimaticos ocasionadas pelo extrato bruto
etandlico para os valores de proteinas totais, ALP, ALT, GST, SOD e MDA podem

estar relacionadas com a presencga dos alcaloides.

5.7 ANALISE EM LINHAGEM CELULAR

5.7.1 Citoxicidade em linhagem de células

Para as linhagens celulares testadas a espécie S. westermanii ndo se
mostrou toxica para as células com ICsy superior a 100 ug/mL para ambas as
linhagens (TABELA 14).

TABELA 14 — CITOXICIDADE EM LINHAGEM CELULAR A549-Nuclight
Red E DU145-Nuclight Red

FRACAO LINHAGEM CELULAR (ICso pg/mL)
A549-Nuclight Red  DU145-Nuclight Red

Eter de petréleo > 100 > 100
Acetato de etila > 100 > 100
THF > 100 > 100

NOTA: INIBICAO: ICs < 10 pg/mL (+++); 10 pg/mL < ICs < 100 pg/mL
(++); 1Csp = 100 pg/mL (+); 1Cs > 100 pg/mL (-); THF
(TETRAHIDROFURANO).

FONTE: O autor (2018).

Diversos estudos sao focados em compostos secundarios de plantas com
atividade antioxidante e que possuem comprovada agao anticancerigena. Inumeras
drogas utilizadas na quimioterapia foram isoladas ou derivadas de espécies de
plantas como vinblastina, vincristina, taxanos, etopdsido e tenipdsido e os derivados
semi-sintéticos de epipodofilotoxina, camptotecina, irinotecano e topotecano. Pelo
menos 50% das drogas utilizadas em ensaios clinicos para atividade
anticancerigena foram isoladas de fontes naturais (KHALIGHI-SIGAROOQODI et al.,
2012).
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O género Senecio apresenta diversos compostos secundarios que
apresentaram atividade citotoxica em diversas linhagens celulares como o linalol, -
cariofileno e o a-humuleno de S. stabianus Lacaita (TUNDIS et al. 2009), jacaranona
de S. ambiguus subsp. (Biv.) DC. (LOIZZO et al., 2007) e S. leucanthemifolius Poiret
(LOIZZO et al., 2005).

Apesar dos compostos ativos do género Senecio, diversas espécies
destacaram-se pela bioatividade dos extratos e fragdes. O extrato bruto etandlico da
espécie S. graveolens apresentou atividade citotdxica contra a linhagem celular de
cancer MCF-7, que incluiu autofagia, apoptose e necrose celular. Apesar do
composto  4-hidroxi-3-(3-metil-2-butenil) acetofenona ser o composto mais
abundante na espécie, porém quando testado ndo apresentou atividade significante
(ECHIBURU-CHAU et al., 2014). As partes aéreas de S. samnitum Huet. apresentou
efeito citotoxico in vitro contra quatro linhagens celulares de céncer (COR-L23,
Caco-2, C32, HepG-2) na qual o extrato diclorometano (ICso: 22,89 pg/mL) e acetato
de etila (ICsp: 11,91 pg/mL) apresentram os melhores resultados contra as linhagens
Caco-2 e COR-L23 (LOIZZO et al., 2006).

O extrato e fragbes das partes aéreas de S. gibbosus subsp. gibbosus
(GUSS) DC foram avaliadas contra as linhagens celulares de cancer de mama
(MCF-7), cancer de prostata (LNCaP) e células normais (CHO). O extrato bruto
metandlico apresentou atividade contra MCF-7 (ICsp: 64,00 pg/mL) e LNCaP (ICso:
63,00 pg/mL), porém melhores resultados foram apresentados pelas fragdes
diclorometano para as linhagens MCF-7 (ICso: 22,00 ug/mL) e LNCaP (ICso: 19,00
pMg/mL) e acetato de etila MCF-7 (ICsp: 30,00 ug/mL) e LNCaP (ICs0: 14,00 pug/mL),
com auséncia de atividade sobre as células CHO (CONFORTI et al., 2006).

Para S. leucanthemifolius Poiret os extratos de diclorometano (ICso: 20,10
pg/mL), acetato de etila (ICso: 5,00 ug/mL) e butanol (ICso: 6,40 ug/mL) ocasionaram
citotoxicidade nas células de carcinoma COR-L23 (LOIZZO et al., 2005). Enquanto
para S. ambiguus subsp. ambiguus (Biv.) DC. o extrato metandlico inibiu in vitro a
célula de adenocarcinoma renal (ACHN) (ICso: 5,51 ug/mL) e LNCap (ICso: 38,95
pMg/mL) e o extrato diclorometano as células LNCaP (ICsp: 5,34 ug/mL) (LOIZZO et
al., 2007).

Para a linhagem humana de carcinoma hepatocelular BEL7402 os

compostos isolados e identificados como 1a,6a-epoxi-9-oxo-10B-hidroxil-
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furanoeremofilano e 9-oxo-1a,6[3,10B-trihidroxi-furanoeremofilano de S. nemorensis
na concentracdo de 25 uM apresentaram citoxicidade de 25,12% e 26,19%,

respectivamente (SHI et al., 2013).

5.7.2 Inflamacao

5.7.2.1 Atividade do NF-kB, STAT3, Nrf2 e HIF-1a

Para a ativagao do fator NF-kB a linhagem celular NIH3T3-KBFLuc né&o foi
ativada em nenhuma das fragbes de S. westermanii, com ICsy superior a 100 pg/mL,
mostrando-se negativo para ativagéo desse fator. Porém para a proteina STAT3 a
espécie S. westermanii foi ativa em todas as fragcbes com a linhagem celular HELA-
STAT3Luc, sendo as fragées acetato de etila e a tetrahidrofurano (THF) com ICsg
entre 10 ug/mL e 100 pg/mL (TABELA 15).

TABELA 15 — TESTE DO NF-kB E STAT3 UTILIZANDO AS SUAS
RESPECTIVAS LINHAGENS CELULARES, NIH3T3-kBFLuc E HELA-
STAT3Luc, QUANDO SUBMETIDAS AS FRAGOES ETER DE
PETROLEO, ACETATO DE ETILA E THF

NF-kB STAT3
i LINHAGEM CELULAR (ICs pg/mL)
FRACAO
NIH3T3-KBFLuc HELA-STAT3Luc
INIBIQAO INIBIQAO
Eter de petréleo > 100 =100
Acetato de etila > 100 10 = 1C5, =100
THF > 100 10 <1C5 <100

NOTA: INIBICAO: ICs,< 10 pg/mL (+++); 10 < ICso < 100 pg/mL (++); ICs0
= 100 pg/mL (+); ICso > 100 pug/mL (-); THF (TETRAHIDROFURANO).

FONTE: O autor (2018).

O NF-kB é um complexo protéico que controla a transcricio do DNA,
induzindo a transcricao de TNF-a e IL-1[3, o que aumenta o nivel desses mediadores
pré-inflamatoérios (SOUZA et al., 2015). Porém o fator NF-kB tem sua ligagdo em
diversos genes como das citocinas inflamatérias (IL-1, IL-6, TNF e quimiocinas),

enzimas inflamatodrias (5-LOX e COX-2), moléculas de adesao, proteinas virais, da
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angiogénese (VEGF) e anti-apoptéticas e telomerase (SERASANAMBATI,
CHILAKAPATI, 2016).

O NF-kB é um regulador chave da inflamagao, porém sua continua ativagéao
esta relacionado a diversas doencas, como as que causam inflamagcao intestinal
(ZEUNER et al., 2017). A inibicdo do NF-kB é aplicado no tratamento de diversas
doencas como o cancer, HIV e diversas doencas inflamatdrias, sendo conhecido o
seu mecanismo de desativacdo, com isso as abordagens moleculares e
farmacolégicas sao utilizadas para inibir a atividade exagerada do NF-kB em
resposta a citocinas inflamatérias (AGGARWAL et al.,, 2004). Mas o NF-kB é
indispensavel no desenvolvimento dos sistemas imunolégico, esquelético e nervoso
central, assim como para o desenvolvimento do epitélio (ZEUNER et al., 2017).

O extrato bruto, as fragcbes aceto de etila e alcaloidica, e os compostos
isolados senecionina e interregemina e a mistura de acidos dicafeoilquinicos da
espécie S. brasiliensis (Spreng) Less possui propriedades anti-inflamatorias pela
inibicdo do NF-kB e, consequentemente, pela inibicdo da migragao celular e
mediadores pro-inflamatorios (SOUZA et al., 2015).

Os sesquiterpenos do tipo eremofilanos de S. culcitioides Sch. Bip
identificados como culcitiolides C e D (20 pM) foram capazes de inibir,
respectivamente, em 97% e 100% a atividade do NF-kB (NOZAKI et al., 2012).

Na espécie S. nemorensis dois compostos isolados e identificados como
1a,6a-epoxi-9-oxo-10B-hidroxil-furanoeremofilano e  9-oxo-1a,63,10B-trihidroxi-
furanoeremofilano apresentaram atividade inibitéria do fator NF-kB de 19,93 e
12,86%, respectivamente, ambas na concentragao de 25 uM (SHI et al., 2013).

A STAT3 no estado ativado tem a capacidade de regular a expressao de
genes anti-apoptéticos, pro-proliferativos e resposta imune. A ativagdo da STAT3
ocorre quando os residuos de tirosina 705 e serina 727 sao fosforilados, controlando
a sobrevivéncia e proliferagdo celular (GKOUVERIS; NIKITAKIS; SAUK, 2015).

Porém com a ativacdo inadequada da STAT3, o residuo de tirosina
permanece fosforilado contribuindo para a oncogénese e promovendo fendtipos
malignos. No cancer a STAT3 transfere sinais de citocinas e fatores de crescimento
e estimula genes alvos especificos como CDC25A, Fos, Pim1, Cyclin-D e c-Myc que

induzem proliferacao celular reprimindo genes apoptoticos (Fas) e regulam os genes
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antiapoptéticos, incluindo BCL2, Beta2-Macroglobulina e BCLXL (GKOUVERIS;
NIKITAKIS; SAUK, 2015).

Na inflamacdo a IL-10 é a principal citocina que sinaliza a STAT3 para
antagonizar os sinais pro-inflamatérios que ativam a resposta imune inata, a STAT3
funciona indiretamente, induzindo a expressdo de novos genes que Sao
responsaveis pela execugao da resposta inflamatdria. Dessa forma a IL-10 bloqueia
seletivamente a expressdo de genes envolvidos direta ou indiretamente nas vias
inflamatorias (KASMI et al., 2006).

Porém a ativacao inapropriada da STAT3 pode causar diversos danos ao
organismo, com isso essa ativagdo fora dos padrbes normais esta relacionada a
diversas doengas como o cancer, doengas inflamatorias intestinais, artrite
reumatoide, colite, asma, endometriose, diabetes, depressao, lupus eritematoso,
fibrose renal e nas doengas de Alzheimer e Huntington (GKOUVERIS; NIKITAKIS;
SAUK, 2015).

Para o fator de transcricdo Nrf2 as fragdes de S. westermanii nao
apresentou ativagao ou inibi¢cao celular, com ECsg inferior a 2 e 1Csp superior a 100
pug/mL, respectivamente (TABELA 16).

TABELA 16 — ATIVACAO DO Nrf2 UTILIZANDO A LINHAGEM
CELULAR HaCaT-ARE-Luc, QUANDO SUBMETIDA AS FRACOES
ETER DE PETROLEO, ACETATO DE ETILA E THF

Nrf2
B LINHAGEM CELULAR (ECs¢/ICso pug/mL)
FRACAO
HaCaT-ARE-Luc
ATIVAGAO INIBICAO
Eter de petréleo <2 > 100
Acetato de etila <2 > 100
THF <2 > 100

NOTA: ATIVACAO: ECso < 2 (-); ECso = 2 (+); 2 < EC50 < 5 (++); ECs0 > 5
(+++); INIBICAO: ICso < 10 pg/mL (+++); 10 ug/mL < ICso < 100 pg/mL
(++); 1Csp = 100 pg/mL (+); ICsp > 100 pg/mL (-); THF
(TETRAHIDROFURANO).

FONTE: O autor (2018).

O Nrf2 é formado por 605 aminoacidos que estdo subdivididos no dominios
Neh1, Neh2, Neh3, Neh4, Neh5 e Neh6, sendo a regido Neh2 ligado ao complexo
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repressor KEAP-1 (Kelchlike ECH-associated protein 1), pelas cisteinas C273 e
C288, o qual promove ubiquitinacdo e degradagcdo do Nrf2 no proteasoma em
condigdes basais. Enquanto o dominio Neh3 liga-se a proteina CHD6 que ativa
genes codificantes de proteinas antioxidantes quando ha intenso estresse
oxidativo/eletrofilico, dissociando-se do KEAP-1 e translocando-se para o nucleo
onde se liga aos elementos de resposta antioxidante, ativando a transcricao de
enzimas antioxidantes, o que inibe a expressao de mediadores pro-inflamatorios por
meio da regulagdo de enzimas anti-inflamatérias (NIOI et al, 2005; SEFORA-
SOUSA; de ANGELIS-PEREIRA, 2013; ALENCAR, 2014).

O fator Nrf2 apresenta-se em niveis elevados onde as reacbes de
desintoxicagdo sao acentuadas e permanentes como o intestino, rins, figado e
pulmdes. As enzimas envolvidas nesse processo sao provenientes da Fase Il do
processo de biotransformacgao e desintoxicacdo, que atuam na reducéo do estresse
oxidativo, por catalisar as substancias toxicas tornando-as inativas e/ou excretaveis
(NIOI et al., 2005; ALENCAR, 2014).

Além disso o aumento da sinalizacéo do fator Nrf2 pode estar relacionado a
auséncia de ganho de peso em dietas hiperlipidicas, além da protegdo contra a
resisténcia a insulina e o ndo desenvolvimento de Diabetes mellitus e obesidade.
Com isso a ativacdo do Nrf2 através da dieta estd relacionada a protecao
nefropatica desenvolvida pela D. mellitus, prevencao a retinopatia e protecdo do
sistema cardiovascular (HAHN; OLIVEIRA; BOCK, 2017).

Apesar do Nrf2 ser ativado em resposta ao desequilibrio redox ocasionado
pelo estresse oxidativo/eletrofilico, sua resposta adaptativa pode ser saturada
rapidamente, sendo necessario a formacdo de proteinas citoprotetoras de forma
mais sustentada. As plantas possuem metabdlitos que sao indutores da Fase Il e
antioxidantes que permitem a protecdo celular a longo prazo. Além disso a
modulagao por substancias provenientes da dieta sdo importantes na ativacdo na
fosforilagdo de Nrf2 em residuos especificos de serina e/ou tirosina, sendo a
ativagado da sinalizagéo de Nrf2-ARE (elementos de resposta antioxidante) induzidas
por ingestdo de metabdlitos que fortalecem a defesa celular contra os estresses
oxidativos, eletrofilicos e inflamatorios (SURH; KUNDU; NA, 2008).

De acordo com Surh; Kundu; Na (2008) diversas sdo as classes de

metabdlitos secundarios que sédo capazes de ativar o fator Nrf2, principalmente
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aqueles provenientes dos alimentos, como o suforafano (brécolis), curcumina
(acafrao-da-terra), epigalocatequina-3-galato (cha-verde), resveratrol (uva), sulfetos
de alilo (alho), licopeno (tomate) e zerumbone (gengibre).

No género Senecio a espécie S. brasiliensis (Spreng) Less. apesar de ser
uma erva daninha e causar intoxicacbes em animais devido a presenca dos
alcaloides pirrolidizinicos, o extrato hidroalcodlico das folhas foram testados em em
larvas de Drosophila melanogaster e observou-se que houve um estimulo na
expressao de RNAm de Nrf2 em 1,56 vezes quando aplicados 0,10 mg/mL do
extrato (MACEDO et al., 2017).

Para o fator de transcricao HIF-1a para todas as fracboes de S. westermanii
nao ocorreu inibicdo celular, com ICsy superior a 100 ug/mL. Enquanto para a
ativagado de HIF-1a a fracdo THF foi a unica capaz de ativar o fator, com ECsj igual a
2 (TABELA 17).

TABELA 17 — ATIVAGAO DO HIF-1a UTILIZANDO A LINHAGEM
CELULAR NIH3T3-Epo-Luc, QUANDO SUBMETIDA AS FRACOES
ETER DE PETROLEO, ACETATO DE ETILA E THF

HIF-1a
~ LINHAGEM CELULAR (ECs¢/ICso pg/mL)
FRACAO
NIH3T3-Epo-Luc
ATIVAGAO INIBICAO
Eter de petréleo <2 > 100
Acetato de etila <2 > 100
THF =2 > 100

NOTA: ATIVACAO: ECso < 2 (-); ECso = 2 (+); 2 < EC50 < 5 (++); ECs0 > 5
(+++); INIBICAO: ICso < 10 pg/mL (+++); 10 ug/mL < ICso < 100 pg/mL
(++); 1Csp = 100 pg/mL (+); ICsy > 100 pg/mL (-); THF
(TETRAHIDROFURANO).

FONTE: O autor (2018).

O fator HIF-1 adapata-se a mudangas de oxigenagao nos tecidos, esse fator
€ constituido de duas subunidades a HIF-1a e HIF-1[3, sendo a primeira subunidade
altamente regulada e sua expressao € determinada de acordo com as taxas de
sintese (reguladas por mecanismos independentes de O;) e degradacgao (reguladas

por mecanismos dependentes de O») protéica (SEMENZA, 2003).



137

Em estado de normoxia, a proteina HIF-1a é ligeiramente degradada. Porém
em estado de hipoxia HIF-1a torna-se estavel e transloca-se do citoplasma para o
nucleo, onde se dimeriza com a HIF-1B tornando o complexo HIF
transcripcionalmente ativo. Apds a ativacédo o HIF liga-se ao elemento de resposta a
hipdxia nas regides reguladoras dos genes alvo e coativadores transcricionais para
induzir a expressdo génica. A regulacdo da estabilidade e subsequente fungao
transativacional do HIF-1a é controlada principalmente por modificacbes poés-
tradugao, como hidroxilagado, ubiquitinagéo, acetilagédo e fosforilagdo (KE; COSTA,
2006).

Em geral, o fator primario que medeia a hipoxia € o HIF-1 que esta envolvido
nos fatores determinantes para o desenvolvimento do cancer, como a indugao
transcricional de uma série de genes que participam da sobrevivéncia, invasao
celular, angiogénese e no metabolismo da glicose e ferro. Alteragcdes genéticas e
hipoxia intratumoral podem levar a uma superexpressdo de HIF-1a, que esta
relacionado a diversos tipos de cancer e no aumento da mortalidade dos portadores
(SEMENZA, 2003).

No género Senecio a espécie S. graveolens apesar de néo ser testada
especificamente para o fator HIF-1a, porém o extrato bruto etandlico foi capaz de
causar hipoxia em células de cancer de mama, esse fato pode ser explicado pelo
fato do extrato induzir a autofagia, apoptose e necrose celular (ECHIBURU-CHAU et
al., 2014).

Apesar da escassez de estudos para espécies do género Senecio, porém
diversos compostos isolados e identificados de plantas sdo capazes de alterar o
fator HIF-1a. De acordo com Nagle; Zhou (2006) uma mistura de iridoides
glicosilados das raizes da espécie de Picrorhiza kurrooa, sendo 0s principais
compostos identificados dessa mistura o picroside | e kutkoside foram os
responsaveis pela reducédo dos niveis de HIF-a e o fator de crescimento endotelial
vacular. Ainda a apeginina encontrada em diversas espécies vegetais inibiu a
hipéxia induzida e a proteina de transicdo HIF-1a em células Hep3B, além disso
desestabilizam a proteina HIF-1a interrompendo a interagdo entre a proteina e a
hsp90. O resveratrol, presente na uva e amendoim, inibe a expressao da proteina
HIF-1a em pelo menos dois mecanismos diferentes: inibe a sintese da proteina HIF-

1a e facilita a degradacéo da proteina HIF-1a mediada pelo proteassoma.
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5.7.3 Metabolismo

5.7.3.1 Atividade de TGR5 e PPARs

Na analise de ativacado do fator TGR5 as fracdes éter de petrdleo e acetato
de etila de S. westermanii foram capazes de ativar o TGR5 com valor de ECs igual

a 2 e ECs entre 2 e/ou igual a 5, respectivamente (TABELA 18).

TABELA 18 — ATIVAGAO DO TRG5 UTILIZANDO A LINHAGEM
CELULAR CHO-TGR5-CRE-Luc, QUANDO SUBMETIDA AS FRACOES
ETER DE PETROLEO, ACETATO DE ETILA E THF

TGR5
i LINHAGEM CELULAR (ECso pg/mL)
FRACAO
CHO-TGR5-CRE-Luc
ATIVAGAO
Eter de petréleo =2
Acetato de etila 2<Fold<5
THF <2

NOTA: ATIVACAO: ECs; < 2 (-); ECso = 2 (+); 2 < ECsp < 5 (++); EC50 > 5
(+++); THF (TETRAHIDROFURANO).

FONTE: O autor (2018).

Como uma das principais fungdes do TGR5 é a regulagdo da glicose, dessa
forma a familia Asteraceae contém espécies que possuem comprovada atividade
antidiabética por diminuirem a concentragao de agucar no sangue como a Artemisia
dracunculus L. (antihiperglicémica); Bidens pilosa (secregao de insulina estimulada
através de ilhotas pancreaticas); Chamaemelum nobile (hipoglicemia significativa
sem afetar as concentragdes basais de insulina plasmatica); Elephantopus scaber
(atividade antidiabética ao reduzir os niveis elevados de glicose no sangue e
restaurar os niveis de insulina em ratos diabéticos induzidos por estreptozotocina);
Helianthus tuberosus L. (hipoglicemiante); Helichrysum plicatum ssp. plicatum (ant-
hiperglicémica e antioxidante); /Inula viscsa (hipoglicemiante) e Vernonia
anthelmintica (antidiabética e antihiperlipidémica) (RANJAN; VATS, 2017).
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Para analisar a ativacao dos receptores PPAR’s nenhuma das fracbes de S.
westermanii foram capazes de ativar os receptores, com valor de ECsq inferior a 2
(TABELA 19).

TABELA 19 — ATIVAGAO DOS PPARa E PPARy UTILIZANDO A
LINHAGEM CELULAR CHO- HELA-GAL4-Luc, QUANDO SUBMETIDA
AS FRAGCOES ETER DE PETROLEO, ACETATO DE ETILAE THF

PPARa PPARy
i LINHAGEM CELULAR (ECso pg/mL)
FRACAO
HELA-GAL4-Luc

ATIVA(}AO ATIVA(}AO
Eter de petréleo <2 <2
Acetato de etila <2 <2
THF <2 <2

NOTA: ATIVAGAO: ECqo < 2 (-); ECso = 2 (+); 2 < ECs0 < 5 (++); ECs0 > 5
(+++); THF (TETRAHIDROFURANO).

FONTE: O autor (2018).

A expressao de PPARa ocorre principalmente em tecidos onde ha alta taxa
de catabolismo, como o figado. Os &cidos graxos presentes no figado sao
biotransformados em lipoproteinas de baixa densidade (VLDL) através dos
ativadores de PPRAaq. Esse processo ocorre através da ativagao de ésteres de acil
CoA e a degradagédo por B-oxidagao peroxisomal e mitocondrial. Dessa forma o
papel fisiologico do receptor PPARa é detectar o fluxo total de acidos gordurosos na
dieta em tecidos especificos. A expressao de é importante para o tratamento de
diversas doencgas como os problemas de dislipidemias, aterosclerose, obesidade e a
diabetes (SINGH et al., 2011).

O gene do PPARy foi mapeado no cromossomo 3 na regidao 3p25
(TAVARES; HIRATA; HIRATA, 2007). A isoforma PPARy é subdividida em quatro
isoformas: PPARy1 (expresso em praticamente todos os tecidos); PPARy2
(expressa no tecido adiposo); PPARy3 (expresso em macrofagos, intestino grosso e
tecido adiposo branco); PPARy4 (expresso em células endoteliais) (TAVARES;
HIRATA; HIRATA, 2007; TYAGI et al., 2011).

Porém os co-ativadores da PPARy sao os alvos para o tratamento da

diabetes tipo 2, pois estdo envolvidos no aumento da oxidagdo de acidos graxos. A
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perda de PPARy muscular pode produzir um efeito na utilizagdo dos acidos graxos
pelo musculo esquelético, contribuindo para a resisténcia a insulina, com o
desenvolvimento da diabetes tipo 2. Com isso a rosiglitazona € um agonista PPAR
sintético e agora € amplamente utilizada para tratar pacientes com diabetes tipo 2
através do aumento da sensibilidade a insulina (SINGH et al., 2011; JANANI;
KUMARI, 2015).

Dessa forma metabdlitos identificados no género Senecio sdo capazes de
ativar a PPARy. Ahmed et al. (2017) isolaram dois novos sesquiterpenos alcodlicos
das partes aéreas de S hadiensis Forssk. denominados de presilphiperfolan-
2a,50,8a-triol e presilphiperfolan-2a,5a,8a,10a-tetraol. A atividade da PPAR-a e
PPAR-y foram testadas com ambos os compostos, o primeiro ativou em 17% e 18%,
enquanto o segundo em 10% e 24%, para os respectivos receptores. Enquanto S.
fuchsii C.C. Gmel. ndo apresentou nenhuma atividade para o receptor PPAR-y (RAU
et al., 2006).

5.8 ESTUDO DA ATIVIDADE ALELOPATICA

5.8.1 Germinacgao

Para o indice de velocidade de germinagao (IVG) das sementes de A. cepa
observou-se que nao houve diferenca estatistica entre o controle e o extrato bruto e
fracoes de S. westermanii. Dessa forma nenhuma das amostras mostrou-se influente
na germinagao da espécie alvo. O resultado do ensaio pode ser visto na (TABELA
20) e de forma objetiva a (FIGURA 48) expde o resultado.

Porém com sementes de L. sativa as fracbes hexano e cloroférmio nas
concentragbes de 500 pug/mL e 1000 pg/mL, respectivamente, de S. westermanii
influenciaram negativamente o IVG dessa espécie alvo. No ensaio de screening
fitoquimico realizado com as fracdes de S. westermanii, detectou-se a presenca de
esteroides e alcaloides nas fragdes hexano e cloroférmio, respectivamente.
Possivelmente essas substancias foram capazes de alterar a germinacéo de L.
sativa por afetarem a parede celular da semente e, assim, influenciar no IVG das

sementes que foram expostas as fragbes (MERINO, 2014).
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TABELA 20 — iNDICE DE VELOCIDADE DE GERMINAGAO DE Allium cepa SUBMETIDAS AO
EXTRATO BRUTO ETANOLICO E FRAGCOES DE Senecio westermanii EM ENSAIO
ALELOPATICO POR MEIO DE PLACAS DE PETRI

CONCENTRAGAO IVG -
AMOSTRA DA AMOSTRA (INDICE DE leég'?llng:éAgcAgTPro
(ug/mL) VELOCIDADE DE KNOTT*
GERMINAGAO)
250 16,74 £ 0,76 al
EXTRATO 500 15,28 + 1,13 af
BRUTO

1000 16,17 £ 0,92 al

250 15,53 £ 0,14 al

FRACAO 500 20,33+ 1,16 at
HEXANO

1000 16,86 + 1,41 at

250 15,94 + 1,58 al

FRACAO 500 14,29 £ 1,57 at

CLOROFORMIO

1000 21,47 £ 1,57 a1l

250 15,06 £ 0,66 al

FRACAO ACETATO 500 16,41 + 1,80 at
DE ETILA

1000 18,61+ 1,57 at

250 13,54 £ 1,95 al

FRACAO 500 15,24 + 0,82 at

REMANESCENTE
1000 16,68 + 1,26 al
CONTROLE - 17,45+ 0,73 al
NOTA — AMOSTRAS CLASSIFICADAS NO MESMO GRUPO NAO DIFEREM

ESTATISTICAMENTE PELO TESTE DE SCOTT-KNOTT.
FONTE: O autor (2018).

Silva et al. (2011) explicam que é complexo estabelecer onde o processo
inicia e termina de germinagao, desta forma o critério adotado € macroscoépico, em
que se vé a protusao da raiz primaria. O processo de germinagao € menos sensivel
aos componentes presentes nos extratos quando comparado ao crescimento da
plantula, tornando desta forma a quantificagdo mais simples, sendo um fenbmeno
discreto para cada semente.

Para Carmo, Lima e Borges e Takaki (2007) apesar da porcentagem de
germinagao final ndo ser afetada, o padrdo de germinagcdo pode apresentar

alteracdo, ocasionando diferenca na velocidade e sincronia de germinagao nas
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sementes submetidas aos aleloquimicos presentes nos extratos. Além disso, o IVG é
utilizado para detectar o vigor (parametro para o potencial fisiolégico da semente,
indicando maior ou menor probabilidade de sucesso apdés a semeadura) da
semente, com a diminuicdo deste ocorre a perda progressiva na capacidade
produtiva, com consequente redug¢do na uniformidade de germinagéo (SILVA et al.,
2011).

Mas para a semente de A. cepa a mesma caracteristica ndo ocorreu quando
comparado ao estudo realizado por Belinelo et al. (2008) com sementes de Sorghum
bicolor L. (sorgo), planta pertencente a familia Asteraceae que também é do grupo
das monocotileddneas, observou-se que nao houve diferenca estatistica entre a
inibicdo das fracdes hexano e diclorometano quando comparado ao controle agua.
Segundo os pesquisadores, esse fato tenha ocorrido porque a maior atividade
ocorre nas fragdes com maior polaridade, aquelas que possuem grupamentos
carbonila e hidroxilas, e ndo em substancias com menor polaridade, como as

fracbes hexano e diclorometano.

FIGURA 48 — INDICE DE VELOCIDADE DE GERMINACAO (IVG) DAS SEMENTES DE Allium
cepa TESTADAS COM O EXTRATO BRUTO E FRACOES DE Senecio westermanii
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NOTA — CTL (CONTROLE); EB (EXTRATO BRUTO); FHE (FRACAO HEXANO); FCL
(FRACAO CLOROFORMIO); FAE (FRAGAO ACETATO DE ETILA) E FRE (FRAGCAO
REMANESCENTE). BARRAS COM O MESMO DESENHO NAO SE DIFEREM
SIGNIFICATIVAMENTE PELO TESTE DE SCOTT-KNOTT (p<0,05)

FONTE: O autor (2018).
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Apesar da espécie S. westeramanii nao alterar o IVG das sementes de A.
cepa, porém no género Senecio diversas espécies foram capazes de alterar o
padrdo de germinagdo das espécies alvos. As espécies S. madagascariensis e S.
barba-johannis apresentaram uma inibi¢ao superior a 50% em um periodo de 24 h
para as sementes de L. sativa (BURGUENO-TAPIA et al., 2007). Enquanto S.
candidans e S.magellanicus reduziram em 25% a germinagéo de L. sativa (REINA et
al., 2012). E para S. salignus a inibicdo ocorreu contra as sementes de Physalis
ixocarpa quando as amostras foram testadas na concentracdo de 150 pg/mL
(SANCHEZ-MUNOZ et al., 2012).

5.8.2 Crescimento

No crescimento radicular, envolvendo a radicula e o coledptilo, apenas
algumas fragbes foram semelhantes ao controle. As fragdes cloroférmio (1000
Mg/mL) e acetato de etila (500 pg/mL e 1000 pg/mL) ndo influenciaram o
crescimento da radicula nas sementes de A. cepa, pois nao diferenciaram
estatisticamente do controle. Dessa forma, a maioria das fracbes e concentracdes
testadas foram capazes de influenciar negativamente no crescimento da radicula,
atrasando o desenvolvimento em fungao da diminui¢ao da radicula, observa-se uma
reducao no crescimento de 30% a 60%. Para o coléoptilo, apenas as fracoes hexano
(250 pg/mL) e cloroféormio (250 pg/mL) diferenciaram-se do controle, porém houve
uma reducao de 25% e 55%, respectivamente, no desenvolvimento. Na (TABELA
21) estéo representados os resultados do ensaio. Para uma melhor visualizagao as
(FIGURAS 49 e 50) expde os resultados do comprimento da radicula e coléoptilo,
respectivamente.

Para Merino (2014) o crescimento da radicula de L. sativa apresentou um
resultado semelhante ao padrao de crescimento quando comparado ao resultado
obtido nesse trabalho com as sementes de A. cepa. Observa-se que a maioria das
amostras foram inibitérias quando comparado ao controle. Porém para o coledptilo
de A. cepa obteve-se o resultado contrario quando comparado ao hipocdtilo das

sementes de L. sativa.



TABELA 21 — ENSAIO DE CRESCIMENTO DA RADICULA E COLEOPTILO DE Allium cepa
SUBMETIDAS AO EXTRATO BRUTO ETANOLICO E FRAGOES DE Senecio westermanii EM
ENSAIO ALELOPATICO POR MEIO DE PLACAS DE PETRI

CRESCIMENTO

CONCENTRAGAO
AMOSTRA DA AMOSTRA RADICULA COLEOPTILO
(mg/mL)
(mm) (mm)
250 2,50 + 0,49 a1 8,47 + 0,63 a2
EXTRATO 500 2,92+ 0,55 af 9,90 + 0,59 a2
BRUTO
1000 2,70 £ 0,46 a1 9,10 + 0,64 a2
250 2,42 + 0,46 af 6,27 £ 0,59 a1
FRACAO 500 3,05+ 0,46 af 9,20 + 0,61 a2
HEXANO
1000 3,72 +0,50 a1 11,52 + 0,63 a2
250 1,77 £ 0,45 af 4,65+ 0,58 afl
FRACAO 500 3,22+ 0,42 a 8,77 £ 0,49 a2
CLOROFORMIO
1000 4,67 + 0,46 a2 10,57 + 0,65 a2
250 3,37 £ 0,40 a1 9,32 + 0,63 a2
FRACAO ACETATO 500 5,02 + 0,47 a2 10,02 + 0,61 a2
DE ETILA
1000 5,30 + 0,50 a2 9,00 + 0,54 a2
250 2,35+ 0,48 af 7,90 £ 0,55 a2
FRACAO 500 3,30+ 0,41 a1 8,82+ 0,66 a2
REMANESCENTE
1000 2,70 £ 0,48 a1 9,50 + 0,57 a2
CONTROLE - 4,83+ 0,49 a2 8,43 £ 0,43 a2
NOTA - AMOSTRAS CLASSIFICADAS NO MESMO GRUPO NAO DIFEREM

ESTATISTICAMENTE PELO TESTE DE SCOTT-KNOTT.

FONTE: O autor (2018).
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De acordo com Oliveira et al. (2011) as sementes de Sorghum bicolor L.

(monocotiledénea) quando tratadas com extrato etandlico de Emilia sonchifolia (L.)

DC. (Asteraceae) em 100 mg/L apresentou uma menor taxa de crescimento da

radicula, com inibicao radicular de 49,7% no comprimento. Para Candido et al.

(2010) ao se comparar o efeito nas partes aéreas das plantulas com as raizes, os

efeitos fitotoxicos sdo mais acentuados na regido radicular devido ao contato direto

das raizes com as fracbes, aumentando a probabilidade de influéncia das toxinas

nessa regido. Carmo, Lima e Borges e Takaki (2007) comentam que além do
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contato direto das amostras com a parte radicular, prejudicando o desenvolvimento
dessa regido, tem-se o acelerado metabolismo e, principalmente no estagio inicial do
desenvolvimento, a regido fica sensibilizada ao estresse ambiental. Os
pesquisadores ainda relatam que a presenca de acidos fendlicos provoca o aumento
da atividade de enzimas oxidativas, contribuindo para a redugdo do alongamento
radicular, por modificarem a permeabilidade da membrana e aumentarem a

formacéao de lignina.

FIGURA 49 — COMPRIMENTO DA RADICULA DAS SEMENTES DE Allium cepa TESTADAS
COM O EXTRATO BRUTO E FRACOES DE Senecio westermanii
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NOTA — CTL (CONTROLE); EB (EXTRATO BRUTO); FHE (FRACAO HEXANO); FCL
(FRACAO CLOROFORMIO); FAE (FRAGAO ACETATO DE ETILA) E FRE (FRAGCAO
REMANESCENTE). BARRAS COM O MESMO DESENHO NAO SE DIFEREM
SIGNIFICATIVAMENTE PELO TESTE DE SCOTT-KNOTT (p<0,05)

FONTE: O autor (2018).

Diversos estudos comprovam a interferéncia de compostos secundarios do
género Senecio no crescimento das raizes das espécies-alvos. Para S.
madagascariensis, S. barba-johannis e S. toluccanus houve inibicdo superior a 50%
(BURGUENO-TAPIA et al., 2007), S. candidans e S. magellanicus (REINA et al.,
2012) e S. macrotis e S. asperulus (PORTERO et al., 2013) também foram capazes

de inibir o alongamento radicular de L. sativa. Enquanto S. salignus inibiu em até



146

30% o comprimento da raiz de Echinochloa crus-galli e até 53% do crescimento
radicular de P. ixocarpa (SANCHEZ-MUNOZ et al., 2012).

FIGURA 50 — COMPRIMENTO DO COLEOPTILO DAS SEMENTES DE Allium cepa
TESTADAS COM O EXTRATO BRUTO E FRACOES DE Senecio westermanii
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NOTA — CTL (CONTROLE); EB (EXTRATO BRUTO); FHE (FRACAO HEXANO); FCL
(FRACAO CLOROFORMIO); FAE (FRAGAO ACETATO DE ETILA) E FRE (FRAGCAO
REMANESCENTE). BARRAS COM O MESMO DESENHO NAO SE DIFEREM
SIGNIFICATIVAMENTE PELO TESTE DE SCOTT-KNOTT (p<0,05)

FONTE: O autor (2018).

A alteragao no crescimento radicular de A. cepa pode estar relacionada com
a presenca de alcaloides, flavonoides e esteroides/triterpenos nas fracdes de S.
westermanii (MERINO et al., 2015). Como estabelecido, a acdo alelopatica das
plantas € devido as diferentes classes de metabdlitos quimicos como os terpenos,

alcaloides, polifendis, acidos graxos e poliacetilenos (EINHELLIG, 2002).

5.8.3 Respiragao da raizes

Na respiracao das raizes as fragdes cloroférmio e acetato de etila em todas
as concentragbes (250 pg/mL, 500 ug/mL e 1000 pg/mL) foram estatisticamente
diferentes do controle, pois os valores das absorbancias diferenciaram
estatisticamente da absorbancia do controle. Observa-se que essas fracdes foram

capazes de aumentar a respiracao celular em 80% a 150%. Porém as outras fracoes
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e o extrato bruto apresentaram valores de absorbancia estatisticamente iguais ao

controle. Na (TABELA 22) estao representados os resultados do ensaio.

TABELA 22 — ENSAIO DE,RESPIRACAO DAS RAIZES DE Allium cepa SUBMETIDAS AO
EXTRATO BRUTO ETANOLICO E FRAGCOES DE Senecio westermani EM ENSAIO
ALELOPATICO POR MEIO DE PLACAS DE PETRI

CONCENTRAGAO CLASSIFICAGAO DO
AMOSTRA DA AMOSTRA | ABSORBANCIA | “tesTE DE ScotT
(|.|glmL) (530 nm) KNOTT*
250 0,10 £ 0.03 al
EXTRATO 500 0,114 0,02 al
BRUTO
1000 0,10+ 0,02 a1
250 0,07 £ 0,01 al
FRAGAO 500 0,10+ 0,02 al
HEXANO
1000 0,13 £0,02 al
250 0,20 £ 0,02 a2
FRAGAO 500 0,23 + 0,04 a3
CLOROFORMIO
1000 0,25 + 0,05 a3
250 0,20 £ 0,01 a2
FRACAO ACETATO 500 0,18 + 0,03 a2
DE ETILA
1000 0,26 + 0,02 a3
250 0,10 £ 0,03 al
FRACAO 500 0,07 + 0,04 a1
REMANESCENTE
1000 0,09 + 0,03 al
CONTROLE : 0,10 £ 0,02 al
NOTA - AMOSTRAS CLASSIFICADAS NO MESMO GRUPO NAO DIFEREM

ESTATISTICAMENTE PELO TESTE DE SCOTT-KNOTT.
FONTE: O autor (2018).

No ensaio realizado por Merino (2014) a respiragao das raizes de L. sativa
tiveram a taxa de respiracao radicular diminuida com a presenca do extrato bruto e
fracoes de S. westermanii. Porém para a respiracéo das raizes de A. cepa observou-
se o contrario, com aumento na taxa de respiracéo radicular. Para Carmo, Lima e

Borges e Takaki (2007) a alteragdo na respiragao celular das plantas submetidas a
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extratos vegetais esta ligado a modificagcdo da permeabilidade das membranas
celulares ocasionado pelos compostos secundarios presentes nas amostras.
Na (FIGURA 51) pode-se observar o resultado dos valores das absorbéancias

para a respiracao das raizes.

FIGURA 51 — COMPARACAO DAS ABSORBANCIAS DO ENSAIO DE RESPIRAQAp DAS
RAIZES DAS SEMENTES Allium cepa TESTADAS COM O EXTRATO BRUTO E FRACOES DE
Senecio westermanii
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NOTA — CTL (CONTROLE); EB (EXTRATO BRUTO); FHE (FRACAO HEXANO); FCL (FRACAO
CLOROFORMIO); FAE (FRACAO ACETATO DE ETILA) E FRE (FRACAO REMANESCENTE).
BARRAS COM O MESMO DESENHO NAO SE DIFEREM SIGNIFICATIVAMENTE PELO TESTE
DE SCOTT-KNOTT (p<0,05)

FONTE: O autor (2018).

5.8.4 Fotossintese

No ensaio de fotossintese as fracées hexano (1000 pg/mL) e cloroférmio
(1000 pg/mL) obtiveram a maior influéncia sobre a clorofila total, sendo
estatisticamente mais distinta do controle. Essas duas fragdes nessa concentracao
reduziram, aproximadamente, 70% da capacidade fotossintética das folhas de A.
cepa. Além disso, para as outras amostras com atividade, observou-se que a
reducao na fotossintese foi de 30% a 50% em relacédo ao controle. Apenas a fracao
remanescente ndo alterou a fotossintese das sementes de acordo com a estatistica.

Os valores referentes ao ensaio estéo representados na (TABELA 23).
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TABELA 23 — ENSAIO DE FQTOSSiNTESE DAS PLANTULAS DE Allium cepa SUBMETIDAS AO
EXTRATO BRUTO ETANOLICO E FRAGCOES DE Senecio westermani EM ENSAIO

ALELOPATICO POR MEIO DE PLACAS DE PETRI

AMOSTRA CONCENTRAGAO CLOROFILA CLASSIFICAGAO DO
DA AMOSTRA TOTAL TESTE DE SCOTT
(ug/mL) (mglL) KNOTT*
250 7.39 £ 0,97 a2
EXTRATO 500 8,33+ 0,92 a2
BRUTO
1000 10,07 + 0,96 a3
250 4,79 £ 0,70 al
FRACAO 500 9,57 + 0,90 a3
HEXANO
1000 12,64 + 0,72 a4
250 4.87 0,43 al
FRACAO 500 10,77 + 0,85 a3
CLOROFORMIO
1000 13,29 + 0,89 a4
250 10,23 £ 0,54 a3
FRACAO ACETATO 500 9,78 + 0,62 a3
DE ETILA
1000 12,96 + 0,96 a4
250 12,42 + 0,98 a4
FRACAO 500 12,70 £ 1,03 a4
REMANESCENTE
1000 13,99 + 0,92 a4
CONTROLE - 14.82 + 0,71 a4
NOTA - AMOSTRAS CLASSIFICADAS NO MESMO GRUPO NAO DIFEREM

ESTATISTICAMENTE PELO TESTE DE SCOTT-KNOTT. CLOROFILA TOTAL: (ABSORBANCIA
DA CLOROFILA A X 20,2) + (ABSORBANCIA DA CLOROFILA B X 8,02).

FONTE: O autor (2018).

De acordo com Gulzar, Siddiqui e Bi (2014) além das substancias presentes

no extrato que diminuem diretamente a biossintese de clorofila, elas podem

indiretamente estimular outras substancias que alteram o padrao de fotossintese. Os

pesquisadores ainda afirmam que a reducédo de agua nas folhas das espécies leva

ao fechamento dos estébmatos diminuindo a obtencdo de CO; para as células do

mesofilo, reduzindo a fotossintese com consequente diminuigdo da clorofila. Outro

mecanismo dos aleloquimicos € a interacdo das substancias com os componentes

do fotossistema Il, acarretando em diminuicdo da fotossintese e o transporte do

oxigénio.
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Os resultados podem ser diferentes quando trabalha-se com espécies alvos
distintas, como é o caso do resultado aprensentado por Merino (2014), que mostrou
que o extrato bruto e fracdes de S. westermanii nao foram capazes de alterar o
padrao fotossintético de L. sativa. Porém para o presente estudo com as sementes
de A. cepa nao ocorreu o mesmo, pois os efeitos causados pelos aleloquimicos
podem impedir a formagao da ligagdo Mg-porfirinas, inibindo assim a fotossintese
por alteragdo do contéudo de clorofila na planta alvo (CARMO; LIMA E BORGES;
TAKAKI, 2007).

A espécie S. salignus alterou o padrao fotossintético de P. ixocarpa em 72 h
de analise, observou-se que o transporte de elétrons por secido transversal e o
rendimento quantico maximo de fotoquimica primaria diminuiram 50% e a captura e
o transporte de elétrons diminuiram cerca de 50% (Sanchez-Mufoz et al., 2012).

A (FIGURA 52) apresenta os valores referentes a fotossinte total das

plantulas.

FIGURA 52 — COMPARACAO DA FOTOSSINTESE TOTAL DAS PLANTULAS DAS SEMENTES
Allium cepa TESTADAS COM O EXTRATO BRUTO E FRACOES DE Senecio westermanii
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NOTA — CTL (CONTROLE); EB (EXTRATO BRUTO); FHE (FRACAO HEXANO):; FCL (FRACAO
CLOROFORMIO); FAE (FRACAO ACETATO DE ETILA) E FRE (FRACAO REMANESCENTE).
BARRAS COM O MESMO DESENHO NAO SE DIFEREM SIGNIFICATIVAMENTE PELO TESTE
DE SCOTT-KNOTT (p<0,05)

FONTE: O autor (2018).
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Paula et al. (2014) dizem que os principais aleloquimicos responsaveis pela
alteracdo no padrdo de fotossintese nas plantas sdo os flavonoides, acidos
fendlicos, cumarinas e os polifendis, pois alteram o transporte de elétrons e a
fosforilagcdo nos fotossistemas. Dessa forma, os resultados encontrados para o
extrato e fracbes de S. westermanii sobre sementes de A. cepa corroboram com os

estudos preliminares de Merino (2014).

5.9 ALELOPATOGRAFIA

5.9.1 Avaliacao histoquimica do anion superoxido

Dessa forma, pode-se observar que o controle (FIGURA 53A) da espécie
alvo de L. sativa ndo teve uma atividade significativa da SOD, porém quando a
espécie alvo é submetida as amostras de S. westermanii, tém-se a atividade da
SOD aumentada (FIGURAS 53B, 53C, 53D, 53E e 53F), isso pode ser verificado
pelas regides mais escuras, que sao acumulos de SOD nos foliolos e regido
radicular.

Além disso, os tricomas da espécie de L. sativa também possuem sua
atividade alterada pelas amostras de S. westermanii (FIGURA 54B, 54C, 54D, 54E e
54F) com aspecto escuro devido ao depdsito da SOD nesses apéndices da
epiderme. Observa-se que o tricoma do controle (FIGURA 54A) apresenta-se
transparente, aparentemente sem atividade da SOD.

De acordo com Gill e Tuteja (2010) a produgdo de espécies reativas de
oxigénio (ERO’s) em plantas s&o altamente reativas e toxicas, causando danos a
carboidratos, lipidios, proteinas e DNA, resultando no estresse oxidativo. As ERO’s
englobam os radicais livres como 02" (radicais superéxidos); OH™ (hidroxila
radicalar); HO, (radical perhidroxila) e RO’ (radicais alcoxi). E radicais nao
radicalares como H,O. (peréxido de hidrogénio) e 'O, (oxigénio singlete). Como
forma de defesa contra o estresse oxidativo as plantas possuem um mecanismo de
defesa que trabalham em conjunto para controlar a oxidagdo exacerbada por
eliminacdo das ERO’s. Dessa forma, existe a atividade antioxidante enzimatica
como a superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), peroxidase (POD). E o

sistemas antioxidantes ndo enzimaticos como acido ascoérbico, alcaloides, glutationa
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(GSH) e a-tocoferol.

FIGURA 53 — ASPECTO DAS PLANTULAS DE Lactuca sativa TRATADAS COM NBT,
DEMONSTRANDO AS REGIOES MAIS ESCURAS COM ACUMULO DE SOD

NOTA — A (CONTROLE); B (EXTRATO BRUTO); C (FRACAO HEXANO) D (FRAGAO
CLOROFORMIO); E (ESTEROIDES) E F (FRACAO ACETATO DE ETILA); ¥ MISTURA DE
ESTEROIDES (B-SITOSTEROL, ESTIGMASTEROL E CAMPESTEROL).

FONTE: O autor (2018).

A acgao de patdégenos produz injurias no tecido vegetal que desencadeia uma
resposta de defesa resultando em uma reacdo de hipersensibilidade. A explosao
oxidativa da célula, reponsaveis pela geracédo de O;, participa de um sistema
integrado e amplificado de sinalizagdo no disparo dos mecanismos de defesa,
inicialmente desencadeado pela presenga de espécies ativas de oxigénio,
promovendo o estabelecimento gradual da resisténcia sistémica (RESENDE;
SALGADO; CHAVES, 2003).
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FIGURA 54 — ATIVIDADE DA SOD EM TRICOMAS GLANDULARES DE Lactuca sativa

NOTA — A (CONTROLE); B (EXTRATO BRUTO); C (FRAGAO HEXANO); D (FRAGAO
CLOROFORMIO); E (ESTEROIDES*) E F (FRACAO ACETATO DE ETILA); * MISTURA
DE ESTEROIDES (B-SITOSTEROL, ESTIGMASTEROL E CAMPESTEROL).

FONTE: O autor (2018).

Além dos patdgenos, fatores abidticos tais como poluentes, temperaturas
extremas, UVB (280 a 320 nm), estresse osmotico e mecanico, podem aumentar a
producédo de ERO’s. Porém, os elicitores (substancias de ocorréncia natural ou
sintética que estimulam a resposta da planta quando, por exemplo, infectadas por
algum patdégeno) mais efetivos sdo macromoléculas derivadas do patdégeno que se
ligam a receptores na superficie da célula vegetal (RESENDE; SALGADO; CHAVES,
2003).

Para Alscher, Erturk e Heath (2002) e Léon et al. (2002) a SOD é
catalisadora da dismutacdo do O, e HO," a H,0,, responsavel pela primeira linha de
defesa ocasionados pelas ERO’s, fazendo parte do mecanismo central de defesa

dos organismos, evitando a formagéao do radical *OH.
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Para Resende, Salgado e Chaves (2003) as SOD’s sao enzimas
normalmente ligadas a um metal (Cu/Zn, Mn e Fe). As plantas, geralmente, possuem
no citosol Cu/Zn-SOD, no cloroplasto Cu/Zn e/ou Fe-SOD e na mitocéndria Mn-SOD.
As SOD’s sao consideradas importantes agentes antioxidantes porém, nas células
animais e bacterianas, em elevadas concentracdes induzem disfuncbes e morte
celular. Dessa forma, a regulagdo da SOD esta relacionada ao combate do estresse
oxidativo causado por sistemas bidticos e abidticos, com papel critico na
sobrevivéncia das plantas no ambiente. Segundo Gill e Tuteja (2010) o aumento
significativo na atividade da SOD tem sido observado em varias plantas, com

aumento nas atividades de isoenzimas Cu/Zn-SOD e Mn-SOD sob estresse salino.

5.9.2 Atividade enzimatica da SOD, POD e CAT

A atividade das enzimas SOD, POD e CAT produzidas pelas sementes de L.
sativa submetidas as amostras de S. westermanii estédo presentes na (TABELA 24).
Observa-se que a atividade de todas as enzimas sao superiores ao controle, além
disso, sdo estatisticamente diferentes dele, exceto para o extrato bruto na atividade
da POD. Isso atesta que as substancias presentes nessas amostras sao capazes de
provocar um estresse na sua espécie alvo ativando o sistema de defesa
antioxidante. Ainda a mistura dos esteroides (B-sitosterol, estigmasterol e
campesterol) de S. westermanii foi a amostra que mais ocasionou estresse e ativou
o sistema de defesa da planta em todas as enzimas estudadas. Além dela a fracéo
acetato de etila teve uma atividade muito semelhante, com os niveis dessas enzimas
também elevados em relagdo ao controle. Porém como comentado por Gill e Tuteja
(2010), essa atividade exacerbada torna-se toxico para a planta, ocasionando a sua
morte.

Para a substéncia isolada, na atividade de catalase teve-se um aumento de
100% na sua atividade em relagao ao controle. A producdo dessa enzima tem como
principal fungao converter o H,O, em H;O e O,. Essa enzima possui isoformas que
estdo presentes nos peroxissomas e glioxissomas, que sdo as principais enzimas
responsaveis pela detoxificacdo, fazendo dismutacdo do H,O, ou oxidagdo de
substratos (RESENDE; SALGADO; CHAVES, 2003).
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TABELA 24 — ENSAIO ENZIMATICO DE SEMENTES DE Lactuca sativa SUBMETIDAS
AO EXTRATO BRUTO ETANOLICO, FRACOES E ISOLADO DE Senecio westermanii
EM ENSAIO DE ALELOPATOGRAFIA POR MEIO DE PLACAS CROMATOGRAFICAS

EM CAMADA DELGADA

AMOSTRA (Ulug di?:)?oteina) (pmpo?/?nin) (pm(i)f;-:nin)
EB 0,31 £ 0,02° 0,38 £ 0,06™ 0,07 + 0,004*
FHE 0,38 + 0,03* 0,44 + 0,02* 0,09 + 0,006*
FCL 0,35 + 0,04* 0,41 + 0,01* 0,09 + 0,005%

FAE 0,42 £ 0,05" 0,52 + 0,04* 0,10 + 0,015%
ESTEROIDES" 0,44 £ 0,08" 0,56 + 0,07* 0,12 + 0,023
CONTROLE 0,23 + 0,01 0,35 + 0,07 0,07 + 0,001

NOTA — DADOS EXPRESSOS EM MEDIA + DESVIO PADRAO. * A MEDIA DO
TRATAMENTO DIFERE SIGNIFICATIVAMENTE (p < 0.05) EM COMPARAGAO COM A
MEDIA DO CONTROLE (TESTE DE DUNNETT). NS: NAO SIGNIFICATIVO. EB
(EXTRATO BRUTO); FHE (FRAGAO HEXANO); FCL (FRAGCAO CLOROFORMIO); FAE
(FRAGAO ACETATO DE ETILA). * MISTURA DE ESTEROIDES (B-SITOSTEROL,
ESTIGMASTEROL E CAMPESTEROL). SOD — SUPEROXIDO DISMUTASE; POD -
PEROXIDASE; CAT — CATALASE

FONTE: O autor (2018).

5.9.3 Peroxidacao lipidica e respiragao celular

No ensaio de peroxidacao lipidica e respiracao celular das sementes de L.
sativa todas as amostras foram capazes de alterar significativamente a atividade da
semente nos dois ensaios estudados. Os resultados apresentados na (TABELA 25)
expde que todas as amostras foram estatisticamente diferentes do controle quando
submetidas as amostras de S. westermanii. Da mesma forma, a substéancia isolada e
a fracdo acetato de etila foram as amostras com a maior atividade em relagéo as
demais.

De acordo com Silva (2014) acredita-se que o aumento da peroxidagao
lipidica como resposta imediata as mudancas na estrutura da membrana celular
tenha sido induzido pelo excesso de produgédo de espécies reativas de oxigénio. A
peroxidacdo dos acidos graxos poli-insaturados leva a diminuicdo de fluidez das
membranas, aumento de perda do conteudo celular ou da organela, além de causar
danos secundarios as proteinas de membranas.

Silva (2014) ainda comenta que a peroxidagéo lipidica ocorre juntamente
com a respiracdo durante a germinacdo de sementes, levando a ativagdo da

lipoxigenase como uma resposta imediata as mudangas na estrutura da membrana



celular induzida pelo excesso de producido de ERO’s.

TABELA 25 — ENSAIO DE PEROXIDAGAO LIPIDICA E RESPIRAGAO
CELULAR DE SEMENTES DE Lactuca sativa SUBMETIDAS AO EXTRATO
BRUTO ETANOLICO, FRACOES E ISOLADO DE Senecio westermanii EM
ENSAIO DE ALELOPATOGRAFIA POR MEIO DE PLACAS
CROMATOGRAFICAS EM CAMADA DELGADA

AMOSTRA PEROXIDAGAO RESPIRACAO
LIPIDICA (%) RADICULAR (nm)
EB 23,67 + 1,98 0,33 +2,18™
FHE 45,28 +2,12* 0,28 + 3,21*
FCL 41,33 +2,18* 0,22 + 2,76
FAE 49,80 + 1,33 0,17 £ 2,17*
ESTEROIDES" 56,40 + 1,55 0,17 + 3,77
CONTROLE 12,76 + 1,26 0,37 + 3,33

NOTA — DADOS EXPRESSOS EM MEDIA + DESVIO PADRAO. * A MEDIA
DO TRATAMENTO DIFERE SIGNIFICATIVAMENTE (p < 0.05) EM
COMPARAGAO COM A MEDIA DO CONTROLE (TESTE DE DUNNETT).
NS: NAO SIGNIFICATIVO. EB (EXTRATO BRUTO); FHE (FRAGCAO
HEXANO); FCL (FRAGAO CLOROFORMIO); FAE (FRAGCAO ACETATO DE
ETILA). # MISTURA DE ESTEROIDES (B-SITOSTEROL,
ESTIGMASTEROL E CAMPESTEROL).

FONTE: O autor (2018).

5.9.4 Germinagéao e crescimento radicular

156

A germinagéo e o crescimento radicular (radicula e hipocdtilo) de L. sativa

foram afetadas negativamente em todas as amostras e estatisticamente diferente do

controle, exceto para a radicula e hipocétilo das sementes tratadas com o extrato

bruto. Dessa forma os resultados apresentados na (TABELA 25) corraboram com os

apresentados na (TABELA 26) e com Silva (2014), em que se tem o aumento da

atividade das enzimas ocasionado pelas ERO’s. Ainda pode-se observar que as

amostras que mais afetaram a germinagédo e o crescimeto de L. safiva séo as que

mais ativaram o sistema de protecao antioxidante da semente.
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TABELA 26 — ENSAIO DE GERMINACAO E CRESCMENTO DAS SEMENTES DE Lactuca
sativa SUBMETIDAS AO EXTRATO BRUTO ETANOLICO, FRACOES E ISOLADO DE
Senecio westermanii EM ENSAIO DE ALELOPATOGRAFIA POR MEIO DE PLACAS
CROMATOGRAFICAS EM CAMADA DELGADA

AMOSTRA GERMINAGAO (%) | RADICULA (mm) | HIPOCOTILO (mm)
EB 74,60 1,297 21,29+ 1,12™ 11,20 + 2,00™
FHE 76,00 + 2,17* 12,50 + 1,34* 6,70 + 1,80*
FCL 77,81+ 1,55 13,20 + 1,27* 6,40 + 1,30*
FAE 79,60 + 2,13 11,20 + 1,56* 5,70 + 1,80*
ESTEROIDES" 58,33 + 2,37* 9,20 + 1,33 4,80 + 1,20
CONTROLE 98,0 + 1,33 23,90 + 1,76 10,90 + 2,33

NOTA: DADOS EXPRESSOS EM MEDIA+ DESVIO PADRAO. * A MEDIA DO
TRATAMENTO DIFERE SIGNIFICATIVAMENTE (p < 0.05) EM COMPARAGAO COM A
MEDIA DO CONTROLE (TESTE DE DUNNETT). NS: NAO SIGNIFICATIVO. EB
(EXTRATO BRUTO); FHE (FRAGAO HEXANO); FCL (FRACAO CLOROFORMIO); FAE
(FRACAO ACETATO DE ETILA). * MISTURA DE ESTEROIDES (B-SITOSTEROL,
ESTIGMASTEROL E CAMPESTEROL).

FONTE: O autor (2018).

Observa-se que além do crescimento das amostras ser menor que em
relacdo controle, tém-se o efeito das amostras na radicula, onde no controle a
membrana apresenta-se brilhante, uniforme e lisa. Ja para as amostras a radicula
mostra-se opaca, desuniforme e rugosa (FIGURAS 55B, 55C, 55D, 55E e 55F).

Porém para o hipocétilo, no controle tém uma estrutura uniforme e com
formacao glandulares. Em relagcdo as amostras essa uniformidade ndo ocorre € na
maioria ocorre a diminuigdo ou auséncia das estruturas glandulares.

A oxidacdo da radicula influencia diretamente no crescimento da plantula
(FIGURA 56), dessa forma as sementes tratadas com as fragbes de S. westermanii
ocasionaram um efeito retardante na radicula de L. sativa em relacdo a amostra

tratada com o controle agua.
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FIGURA 55 — COMPARAGAO ENTRE O TAMANHO DAS PLANTULAS DE Lactuca sativa NO
ENSAIO DE GERMINAGCAO E CRESCIMENTO

NOTA — A (CONTROLE); B (EXTRATO BRUTO); C (FRACAO HEXANO) D (FRAGAO
CLOROFORMIO);, E (ESTEROIDES) E F (FRAGCAO ACETATO DE ETILA); * MISTURA DE
ESTEROIDES (B-SITOSTEROL, ESTIGMASTEROL E CAMPESTEROL).

FONTE: O autor (2018).
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FIGURA 56 - OXIDACAO DA RADICULA DAS
PLANTULAS DE Lactuca sativa

NOTA — A (CONTROLE AGUA); B (FRACAO HEXANO):
C (FRACAO CLOROFORMIO) E D (ESTEROIDES); *
MISTURA DE ESTEROIDES (B-SITOSTEROL,
ESTIGMASTEROL E CAMPESTEROL).

FONTE: O autor (2018).

5.10 ATIVIDADE LARVICIDA SOBRE Aedes aegypti

5.10.1 Toxicidade aguda

De acordo com a avaliagao realizada com amostras de S. westermanii sobre
larvas de Aedes aegypti foi possivel observar que as amostras nao foram capazes
de causar mortalidade sobre as larvas. Dessa forma, a CLso para todas as amostras
foi superior a 1000 pg/mL em relagdo ao controle Temefdos 75. Os resultados
referente ao ensaio pode ser observado na (TABELA 27).

De acordo com Macoris (2002) a espécie A. aegypti da linhagem Rockefeller
€ conhecida pela suscetibilidade aos inseticidas. O Temeféos € um inseticida
organosfosforado utilizado no controle no controle de pragas na agropecuaria, sendo
utilizado como estratégia de controle das larvas do mosquito A. aegypti, porém

diversos estudos mostram que as larvas tornaram-se resistentes ao Temefds, com
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necessidade de aumentar a concentragcdo para desempenhar o mesmo resultado
(CRIVELENTI et al., 2011).

TABELA 27 — ENSAIO DE AVALIACAO DA TOXICIDADE AGUDA SOBRE ~AS LARVAS DE
Aedes aegypti SUBMETIDAS AO EXTRATO BRUTO ETANOLICO E FRACOES DE Senecio
westermanii

AMOSTRA MORTALlDA[()E;(lIrgI[\l)CENTRAC.AO ( C;_soL LNJE'[_QIXQ;% BE
250 500 1000 Hoimb) |~ 95% (ugimL)
EB 1 1 0 >1000 -
FHE 3 0 2 >1000 -
FCL 0 1 0 >1000 -
FAE 0 0 3 >1000 -
FRE 0 0 0 >1000 -
TEMEFOS 75 30 30 30 89,41 44,06 - 181,46

NOTA - EB (EXTRATO BRUTO); FHE (FRACAO HEXANO); FCL (FRACAO CLOROFORMIO);
FAE (FRAGAO ACETATO DE ETILA); FRE (FRAGAO REMANESCENTE)

FONTE: O autor (2018).

O uso cada vez maior do Temefés no meio urbano é devido ao aumento do
numero de casos de pessoas com dengue, em contrapartida os inseticidas sintéticos
ndo sao seletivos ocasionando efeitos toxicos agudos e crénicos sobre
invertebrados e vertebrados, ocasionando efeitos mutagénicos, imunotéxicos,
miotoxicos e neurotdxicos em mamiferos (MELO, 2009).

Porém essa toxicidade pode estar ligada ao aumento da concentragéo do
Temefds, fazendo com que diversas intoxicagdes de animais e humanos sejam
registradas, resultando em insuficiéncia cardiorrespiratoria e comprometimento do
sistema nervoso autdnomo por meio da inibigdo de algumas enzimas, principalmente
a acetilcolinesterase, exacerbando os efeitos do neurotransmissor acetilcolina
(CRIVELENTI et al., 2011).

A busca e o desenvolvimento de substancias derivadas de plantas para
controle de mosquitos € uma alternativa para o controle de diversas pragas,
principalmete contra o A. aegypti. Os compostos originarios de plantas tém recebido
especial atencdo por serem alternativas ecologicamente corretas e dentre outros
fatores favoraveis por apresentarem aspectos seletivos, biodegradaveis, baixo
impacto ambiental e por trazerem maior seguranga a populagcdo (CARVALHO,
2011).



161

Em revisdo Macedo et al. (2017) relataram que a presenga de extratos de S.
brasiliensis diminui a oviposicado de Bemisia tabaci e causou efeito larvicida em
Aedes fluviatilis. Além disso, S. miser apresentou efeitos toxicos em insetos quando
alimentam-se dessa espécie. Ainda S. salignhus apresentou atividade inseticida em
Spodoptera frugiperda e S. pterophorus atividade larvicida em Culex
quinquefascitus. Em estudo com o extrato hidroalcodlico das folhas de S.
brasiliensis, Macedo et al. (2017) demonstraram que o extrato prejudica a taxa de

eclosao e induz a morte celular apoptética em larvas de Drosophila melanogaster.

5.10.2 Avaliagao da morfologia externa e interna da larvas

As larvas tratadas com o extrato bruto e fracbes de S. westermanii
apresentaram algumas alteragbes que nao sao observadas nas larvas controle,
tratadas com agua e DMSO 0,1%. Neste trabalho, o grupo controle apresentou
corpo bem desenvolvido, com cabecga, térax e segmentos bem diferenciados, e
compativeis com larvas do 3° instar (FIGURA 57A). A medida que as concentracdes
do extrato bruto (EB) e fragdes hexano (FH), cloroférmio (FCL), acetato de etila
(FAE) e remanescente (FR) foram testadas, diversas diferengas na morfologia foram
ser observadas. Entre elas podem ser citadas colapsamento dos segmentos do
corpo da larva (FIGURAS 57B e 57C), reducao das papilas anais e sifao respiratorio
(FIGURAS 57D, 57F, 57H, 57K e 57L), anelamento dos segmentos, dando a larva
um aspecto espiralado (FIGURA 57E), colapsamento e escurecimento da regido da
cabeca e segmentos proximo ao mesentero posterior (FIGURA 57G), alongamento
dos segmentos (FIGURAS 57J, 57M, 57N e 570) e alongamento da regido que
separa a cabega e o térax, bem como a reduc¢ao das papilas anais (FIGURA 57P).

As larvas expostas ao extrato bruto e fragdes das partes aéreas de S.
westermanii também apresentaram alteragdes como a redugéo das branquias anais
(FIGURA 58B, 58E e 58H), ou o alongamento da mesma (FIGURA 58C e 58G),
colapsamento dos segmentos abdominais, tornando seu aspecto mais liso
(FIGURAS 58D, 58M, 580 e 58P), térax com aspecto achatado (FIGURA 58F),
alongamento da regido entre a cabeca e o térax (FIGURAS 58I, 58J, 58K, 58L e
58N) e colapsamento do segmento anal e sifao respiratério, ndo sendo possivel a
sua identificacdo (FIGURAS 58K e 58N).
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FIGURA 57 — EFEITO DO EXTRATO ETANOLICO BRUTO E FRACOES DAS
PARTES AEREAS DE Senecio westermanii NA MORFOLOGIA EXTERNA DAS
LARVAS DE Aedes aegypti

NOTA — A - CONTROLE; B - EB 1000; C - EB 500; D - EB 250; E - FH 1000; F - FH
500; G - FH 250; H - FCL 1000; | - FCL 500; J - FCL 250; K - FAE 1000; L - FAE 500; M
- FAE 250; N - FR 1000; O - FR 500; P - FR 250. CONCENTRACOES EM pg/mL.

FONTE: O autor (2018).
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FIGURA 58 — EFEITO DO EXTRATO ETANOLICO BRUTO E FRACOES
DAS PARTES AEREAS DE Senecio westermanii NA MORFOLOGIA
EXTERNA DAS LARVAS DE Aedes aegypti

NOTA — A - CONTROLE; B - EB 1000; C - EB 500; D - EB 250; E - FH
1000; F - FH 500; G - FH 250; H - FCL 1000; | - FCL 500; J - FCL 250; K -
FAE 1000; L - FAE 500; M - FAE 250; N - FR 1000; O - FR 500; P - FR 250.
CONCENTRAGOES EM pg/mL.

FONTE: O autor (2018).
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Internamente, as larvas tratadas com o extrato e fragcdes das partes aéreas
de S. westermanii apresentaram alteracbes no intestino médio, como perda da
gordura corporal, tecido muscular e espessamento da membrana peritrofica
(FIGURAS 59B, 59C e 59D). A perda da gordura corporal foi um aspecto observado
para todas as larvas. Outras alteragcbes como enrugamento do tecido muscular do
segmento foi observado apenas para as larvas tratadas com a FH (FIGURAS 59E,
59F e 59G) e concentracédo de 500 ug/mL da FAE (FIGURA 59L). O espessamento
da membrana que envolve a musculatura das larvas também foi observado (FIGURA
59H, 591, 594, 59M e 590), bem como extruséo parcial do intestino pelo sifao anal e
reducéo das branquias (FIGURA 59K). O tecido muscular que da mobilidade as
larvas se mostraram mais finos nas larvas tratadas com as concentragdes de 250
mg/mL e 1000 mg/mL da FR (FIGURAS 59N e 59P).

Ainda as larvas tratadas com o extrato bruto e fracbes das partes aéreas
apresentaram extrusdo do intestino pelo sifao respiratério (FIGURA 60B), inibigéo
das bréanquias anais (FIGURA 60F, 60J e 600), espessamento da membrana
peritrofica (FIGURAS 60C, 60D e 60E), perda de tecido muscular (FIGURAS 60G,
60K e 60M) e tecido muscular com aspecto enrugado (FIGURAS 60H, 60I, 60L, 60N
e 60P).

Fitolarvicidas podem impedir que as larvas passem para a proxima fase do
seu ciclo de vida, e a avaliagado de alteracbes morfologicas em larvas expostas a
eles podem explicar o seu mecanismo de toxicidade para A. aegypti (CHAITHONG
et al., 2006, DALARMI et al., 2015). De acordo com Corbet et al. (2000) fitolarvicidas
podem afetar as larvas por inundacao fisica do sistema traqueal, por toxicidade
quimica, por interferéncia com a superficie, ou por agées combinadas. A eliminagao
parcial ou total do conteudo de do intestino encerrado na matriz peritrofica exibida
para algumas larvas tem sido relatada como o primeiro mecanismo de defesa na
tentativa de eliminar substancias téxicas (CHAITHONG et al., 2006; ZHANG et al.,
2012; PROCOPIO et al., 2015). O escurecimento do intestino médio observado nas
larvas tratadas pode ser resultado de danos nas células epiteliais ou alteracdes na
matriz peritréfica, que pode indicar que a atividade larvicida provavelmente foi
causada por danos em no intestino das larvas (EDWARDS; JACOBS-LORENA,
2000; SHAO et al., 2012; PROCOPIO et al., 2015).



FIGURA 59 — EFEITO DO EXTRATO ETANOLICO BRUTO E FRACOES DAS
PARTES AEREAS DE Senecio westermanii NA MORFOLOGIA INTERNA DAS
LARVAS DE Aedes aegypti

D

" - .
T | |
| \

NOTA — A - CONTROLE; B - EB 1000; C - EB 500; D - EB 250; E - FH 1000; F -
FH 500; G - FH 250; H - FCL 1000; I - FCL 500; J - FCL 250; K - FAE 1000; L -
FAE 500; M - FAE 250; N - FR 1000; O - FR 500; P - FR 250. CONCENTRAGOES
EM pg/mL; CT - CUTICULA; GC - GORDURA CORPORAL; ME - MESENTERO;
MP - MEMBRANA PERITROFICA; MU- MUSCULATURA.

FONTE: O autor (2018).
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FIGURA 60 — EFEITO DO EXTRATO ETANOLICO BRUTO E FRAGCOES DAS
PARTES AEREAS DE Senecio westermanii NA MORFOLOGIA INTERNA DAS

LARVAS DE Aedes aegypti

-

NOTA — A - CONTROLE; B - EB 1000; C - EB 500; D - EB 250; E - FH 1000; F -
FH 500; G - FH 250; H - FCL 1000; I - FCL 500; J - FCL 250; K - FAE 1000; L -
FAE 500; M - FAE 250; N - FR 1000; O - FR 500; P - FR 250. CONCENTRAGOES
EM pg/mL; CT - CUTICULA; GC - GORDURA CORPORAL; ME — MESENTERO;
MP - MEMBRANA PERITROFICA; MU - MUSCULATURA; SR - SIFAO

RESPIRATORIO.
FONTE: O autor (2018).
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6 CONCLUSAO

Nos testes morfoanatdbmicos por meio de microscopia eletrbnica de
varredura e testes microquimicos foi observado que as folhas de S. westermanii sao
anfiestomaticas e os estdmatos do tipo anomocitico, que estdo em maior quantidade
na face abaxial. Ainda os tricomas tectores unisseriados estao presentes em ambas
as faces, porém em maior numero na face abaxial. Na nervura central das folhas
graos de amidos estdo presentes proximo ao feixe vascular. E no caule ductos
secretores sao encontrados no parénquima fundamental e préximos ao xilema e
floema.

Para analise termogravimétrica da raiz, caule e folha observou que a perda
de massa para as trés partes da planta sdo muito semelhantes, ocorrendo trés
etapas de perda para cada uma delas.

Para a espécie S. westermanii foi identificado por RMN de 'H e *C o
flavonoide isoquecetina na fracdo acetato de etila. Além disso, também foram
identificados os sais NaCl e KCI por DRXM e EDS e o CaC,04 por EDS.

A concentracdo de fendis e flavonoides totais foram elevadas em todas as
fragdes, porém as fragdes acetato de etila (504,71 + 3,80; 131,52 + 1,30) e
hidroalcodlica remanescente (245,96 + 4,30; 122,43 + 0,12) apresentaram os
maiores teores para os respectivos testes.

No ensaio de toxicidade aguda em camundongos nao foi observada
nenhuma morte e alteragdo de comportamento dos animais. Na atividade de transito
gastrintestinal em camundongos o EB apresentou atividade superior ao controle
metoclopramida, sendo que as concentragdes de 30 e 100 mg/kg foram de 96 e
100%, contra 75% do controle.

Para o ensaio de les&o gastrica aguda induzida por etanol em ratos wistar as
concentragdes de 10, 30 e 100 mg/kg de EB foram estatisticamente semelhantes ao
controle Omeprazol (40mg/kg).

Na analise da toxicidade em células do figado foram detectadas
microvesiculas de gorduras nas laminas de esfregago nas concentragdes de 10, 30
e 100 mg/kg do EB.

Nas analises enzimaticas das células do figado o teor de proteinas totais

mostrou-se aumentado para as concentragdes de 30 e 100 mg/kg de EB.
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Na determinagao enzimatica de marcadores de toxicidade do figado a ALP e
ALT mostraram-se aumentadas quando foi utilizado dose de 100 mg/kg. Enquanto a
atividade da AST néo foi alterada por nenhuma concentragdo. O mesmo ocorreu
para os ensaios antioxidantes ndo enzimaticos das enzimas GSH e acido ascorbico,
as quais nao se alteraram.

Para o ensaio das enzimas antioxidantes a GST e SOD aumentaram para
100 mg/kg, enquanto a CAT mostrou-se inalterada. Enquanto para a peroxidacao
lipidica o teor de MDA mostrou-se alterado para as concentragcdes de 30 e 100
mg/kg.

Para os testes em linhagem celular as fragdes testadas foram capazes de
inibir a STAT3 que esta envolvida nos processos inflamatérios e ativar a TGR5 que
esta relacionada a processos metabdlicos.

O EB e fragdes apresentaram atividade alelopatica em sementes de Allium
cepa, alterando principalmente o crescimento radicular, atividade enzimatica e
fotossintese.

No estudo alelopatografico, o extrato bruto, fracées e a mistura de esteroide
de S. westermanii foram capazes de aumentar a atividade enzimatica da SOD, POD
e catalase, alterar a germinagdo, crescimento e peroxidacao lipidica de Lactuca
sativa.

No ensaio de toxicidade aguda contra larvas de Aedes aegypti o EB e
fragdes de S. westermanii obtiveram valores de CLsy superiores a 1000 ug/mL.
Porém na analise morfolégica as amostras analisadas foram capazes de alterar

interna e externamente as larvas.
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7 CONSIDERAGOES FINAIS

Os resultados apresentados neste trabalho e juntamente com o que foi
realizado no mestrado confirmam que a espécie Senecio westermanii Dusén
(Asteraceae) possui diversas atividades de interesse a sociedade.

A espécie apresentou proeminente efeito no trato gastrointestinal, com
elevada protecao gastrica nas diversas doses aplicadas, ainda observou o aumento
no transito intestinal, sendo superior ao controle utilizado. Apesar da identificagao da
isoquercetina na fragao acetato de etila, estudos futuros devem ser realizados para
identificar a substancia que estaria ocasionando esses efeitos no trato
gastroientestinal. Além disso, a isoquercetina e o0s esteroides (campesterol,
estigmasterol e B-sitosterol) identificados para a espécie devem ser testados para
identificar o possivel envolvimento desses metabdlitos no trato gastrointestinal.

Apesar dos resultados farmacoldgicos terem sido proeminentes, seu uso
como fitoterapico deve ser ponderado ja que nas atividades toxicolégicas os
resultados apresentaram alteragdes nas enzimas do figado dos camundongos. Além
do mais a RDC 26/2014 (ANVISA) alerta a populacéo para o ndo uso das espécies
do género Senecio em composi¢des fitoterapicas, porém no teste de toxicidade
aguda com os camundongos nao houve nenhuma mudang¢a de comportamento dos
animais ou morte, dessa forma estudos mais aprofundados devem ser realizados
para confirmar tais resultados.

Ainda a espécie apresentou atividade alelopatica e alelopatografica, fazendo
da espécie um possivel biopesticida. Porém a espécie deve testadas em espécies
daninhas e elucidar o mecanismo de acao para entender como ocorre o processo de
acao em outras espécies vegetais. E a espécie S. westermanii apresentou atividade
larvicida contra o Aedes aegypti, ocasionando diversos efeitos internos e externos a
essas larvas no quarto estadio de desenvolvimento, dessa forma dificultando o
processo de maturacéo até o estadio adulto. Com isso pode-se inferir que a espécie
S. westermanii tem influéncia em outros sistemas biolégicos, com desenvolvimento
em potencial de um produto para o controle de ervas daninha e larvicida.

De acordo com os resultados apresentados neste trabalho através das
analises realizadas para as partes aéreas de Senecio westermanii Dusén, futuras

investigacbes das analises toxicolégicas devem ser realizadas para elucidar os
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efeitos hepaticos ocasionados, assim quais sdo os mecanismos de agao para 0s

efeitos do trato gastrointestinal.
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