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RESUMO

VIGLIANO, Mariana Vieira. Fracionamento biomonitorado de fracéo isolada do extrato
hexanico de Pterodon polygalaeflorus. 2012. 104 f. Dissertacdo (Mestrado em Biociéncias) -
Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro,
Rio de Janeiro, 2012.

O género Pterodon compreende algumas especies largamente distribuidas sobre a
regido central do Brasil. Seus frutos sdo comercialmente disponiveis no mercado da flora
medicinal sendo amplamente utilizados pelas suas propriedades farmacoldgicas como
antirreumatico, anti-inflamatério e analgésicas. O objetivo deste trabalho foi biomonitorar o
fracionamento do extrato hexanico de Pterodon polygalaeflorus Benth. (ExPpg), utilizando
modelos de inflamacdo aguda (edema de pata e bolha de ar). O fracionamento/sub-
fracionamento foi realizado por cromatografia em coluna de silica e as amostras analisadas
por cromatografia em camada fina e cromatografia gasosa acoplada a espectrémetro de
massas. O edema de pata foi induzido em camundongos SW por injegéo (s.c.) de carragenina.
Uma hora antes da inoculacdo de carragenina os animais foram tratados v.0. com veiculo
(EtOH 15%, 1,25% Tween-20), indometacina (10 mg/kg p.c.) ou ExHPpg/fracdes/sub-fracoes
de Ppg. No modelo bolha de ar, a cavidade foi desenvolvida em camundongos SW através da
injecdo de ar estéril (s.c.) no dorso e a inflamacdo induzida por carragenina. Uma hora antes
de inocular a carragenina os animais foram tratados (v.0) com o veiculo, indometacina (10
mg/kg) ou ExHPpg/Fr2Ppg/sub-fragdes. Ap6s 4 h o exsudato da bolha foi coletado para
contagem total e diferencial de leucdécitos (Pandético rapido) e dosagem de proteinas (biureto),
e a pele referente a bolha foi removida para andlises macroscépica e histoldgica (HE).
Também foi realizado estudo de migracdo de neutréfilos pelo ensaio do transwell. Apds
demonstracdo do efeito antiedematogénico do ExHPpg, este foi fracionado em quatro fracdes.
A fracdo Fr2Ppg, mais ativa no modelo de edema de pata, também inibiu os diferentes
parametros inflamatorios avaliados no modelo de bolha de ar, com a menor dose testada, e foi
sub-fracionada em cinco sub-fragfes. Destas, as SF2.1 e SF2.2 foram as que mostraram
melhor efeito anti-inflamatorio pelo modelo da bolha de ar. Em relacéo ao grupo controle com
carragenina, o0 ExHppg, Fr2Ppg, SF 2.1 e SF 2.2, na dose 0,02 mg/kg, exerceram inibi¢Ges de
70,6%, 62,8%, 54,7% e 79% no numero total de células no exsudato, reducbes de 76,8%,
76,9%, 71,1% e 73,3% na concentracdo de proteina, respectivamente. Com a dose de 0,2
mg/kg, foram observadas inibi¢cGes apenas para ExHPpg e SF 2.1, com intensidades menores,
na leucometria total (62,9% e 48,62%, respectivamente), e na concentracdo de proteina para
SF 2.1 e SF 2.2 (redugdes de 68,2% e 30,4%, respectivamente). As analises macroscopica e
histologica mostraram reducdo importante da vasodilatacdo e do infiltrado inflamatério pelo
tratamento com o ExHppg, Fr2Ppg, SF 2.1 e SF 2.2. No ensaio de transwell a Fr2Ppg exibiu
31,4% de inibi¢do na migracdo de neutrofilos. As sub-fragdes SF2.1 e SF2.2 foram avaliadas
por GC-MS, identificando-se de diversos compostos majoritarios. Em resumo, este trabalho
confirma o potencial anti-inflamatorio da espécie Pterodon polygalaeflorus e mostra um
fracionamento efetivo do ExHPpg quanto a composic¢éo e acdo anti-inflamatoria.

Palavras-chave: Pterodon polygalaeflorus. Agdo anti-inflamatdria. Migracdo celular. Modelo

air pouch.



ABSTRACT

VIGLIANO, Mariana Vieira. Biomonitorated fractionation of isolated fraction from the
hexamic extract of Pterodon polygalaeflorus. 2012. 104f. Dissertacdo (Mestrado em
Biociéncias) - Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio
de Janeiro, Rio de Janeiro, 2012.

The genus Pterodon comprises some species widely distributed over the central region
of Brazil. Its fruits are commercially available on the market of the medicinal flora, being
widely used by their pharmacological properties as antipyretic, anti-inflammatory and
analgesic. The aim of this work was to guide the fractionation of hexanic extract of Pterodon
polygalaeflorus Benth. fruits (ExPpg), using acute inflammation models (paw edema and air
pouch). The extract fractionation was done by column chromatography on silica and the
samples were analyzed by thin layer chromatography and gas chromatography coupled with
mass spectrometer. Paw edema was induced in SW mice by (s.c.) injection of carrageenan in
the right paw. One hour before the carrageenan inoculation, animals were orally treated with
vehicle (EtOH 15, 1.25 Tween-20), indomethacin (10 mg/kg bow.) or ExHPpg/fractions/sub-
fractions of Ppg. In the air pouch model, the cavity was developed in SW mice through sterile
air injection (s.c.) on the back and the inflammation induced by carrageenan inoculation in
this cavity. An hour before carrageenan injection the animals were orally treated with the
vehicle, indomethacin (10 mg/kg) or ExHPpg/Fr2Ppg/sub-fractions. After four hours the air
pouch exudate was collected for the total and differential leukocyte counts (fast Panotic) and
protein determination (biuret reaction), and the skin of the air pouch was removed to
macroscopic and histological analyses (HE). In vitro neutrophil migration was performed by
transwell assay. After demonstration of the anti-edematogenic effect of ExHPpg, this extract
was fractionated into four fractions. The Fr2Ppg fraction, most active in paw edema model,
also inhibited, in the lowest dose tested, the different inflammatory parameters evaluated in
air pouch model. Then, it was sub-fractioned in five sub-fractions. The SF 2.1 and SF 2.2
were the sub-fractions with higher anti-inflammatory effects in the air pouch model. In
relation to the carrageenan control group, ExHPpg, Fr2Ppg, SF 2.1 and SF 2.2, in 0.02 mg/kg
dose, showed inhibitions of 70.6%, 62.8%, 54.7% and 79% in the total leukocyte counts in
the exudate and reductions of 76.8%, 76.9%, 71.1% and 73.3% in the protein concentration,
respectively. With the 0.2 mg/kg dose, reductions were observed only for total leukocyte
counts after treatment with ExHPpg or SF 2.1 (62.9 and 48.62, respectively), and for protein
concentration in animals treated with SF 2.1 and SF 2.2 (reductions of 68.2% and 30.4%,
respectively). Macroscopic and histological analyses of air pouch tissues showed important
reductions of vasodilation and inflammatory infiltrate by treatment with ExHPpg, Fr2Ppg, SF
2.1 and SF 2.2. In the transwell assay the Fr2Ppg exhibited inhibition of 31.4% of neutrophil
migration. The SF 2.1 and SF 2.2 sub-fractions were analyzed by GC-MS, identifying some
major compounds. Concluding, this work confirms the anti-inflammatory potential of
Pterodon polygalaeflorus species and shows an effective ExHPpg fractionation in relation to
the composition and anti-inflammatory effect.

Keywords: Pterodon polygalaeflorus. Anti-inflammatory action. Celular migration. Air pouch

model.
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INTRODUCAO

O conhecimento sobre plantas medicinais simboliza muitas vezes o Unico recurso
terapéutico de muitas comunidades e grupos étnicos. O uso de plantas no tratamento e na cura
de enfermidades é tdo antigo quanto a espécie humana. Ainda hoje nas regides mais pobres do
pais e até mesmo nas grandes cidades brasileiras, plantas medicinais sdo comercializadas em
feiras livres e mercados populares, além de serem cultivadas em quintais residenciais. As
observacdes populares sobre 0 uso e a eficicia de plantas medicinais contribuem de forma
relevante para a divulgacédo das virtudes terapéuticas dos vegetais, prescritos com frequéncia,
pelos efeitos medicinais que produzem, apesar de ndo terem seus constituintes quimicos
conhecidos. Dessa forma, usuarios de plantas medicinais de todo 0 mundo mantém em voga a
pratica do consumo de fitoterapicos, tornando validas informacgdes terapéuticas que foram
sendo acumuladas durante séculos. De maneira indireta, este tipo de cultura medicinal
desperta o interesse de pesquisadores em estudos envolvendo areas multidisciplinares, como
por exemplo, botanica, farmacologia e fitoquimica, que juntas enriquecem 0s conhecimentos

sobre a inesgotavel fonte medicinal natural: a flora mundial (Maciel et al., 2002).
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1 REVISAO DA LITERATURA

1.1 Produtos naturais

A fitoterapia e outras préticas farmacologicas tradicionais tém seu uso difundido em
todo o mundo. Essa ampla utilizagdo sugere, mas ndo assegura que 0s medicamentos
tradicionais apresentam uma relagéo risco-beneficio favoravel. No entanto, os medicamentos
tradicionais podem ser considerados como um potencial e atraente recurso terapéutico
(Organizagdo Mundial da Saude (OMS), 2008).

Persiste a necessidade de avaliar os reais beneficios e 0s possiveis riscos apresentados,
através da realizacdo de ensaios clinicos, conduzidos em conformidade com os principios da
ciéncia clinica atualmente praticada. As justificativas para que sejam exigidos ensaios clinicos
de um farmaco convencional envolvem, basicamente, quatro questdes: o tripé da qualidade
total no desenvolvimento, producdo e controle de medicamentos, (do inglés Chemistry-
Manufacturing Control — CMC), os aspectos pré-clinicos, os aspectos clinicos e 0s
guestionamentos éticos (OMS, 2008).

O Brasil possui enorme biodiversidade na qual podem ser encontradas espécies
animais e vegetais que contém principios ativos potencialmente Gteis a humanidade. Estudos
de etnobotanica evidenciam a existéncia de um grande acervo de plantas medicinais cujas
propriedades sdo de conhecimento popular, o qual indiretamente tem contribuido para o
avanco cientifico e para a valoracdo do saber dos povos tradicionais (EMBRAPA, 2008).

Considerando a grande utilizacdo de plantas medicinais torna-se necessaria a
investigacao criteriosa acerca da composicao, toxicologia e substancias ativas destas, para que

seu uso seja viabilizado de forma segura pela populacdo no geral.
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1.2 O género Pterodon

O género Pterodon, pertence a familia das

Leguminosas Papilionaceas (Leguminosae-

Papilionoidea) e compreende cinco espécies nativas

do Brasil: Pterodon abruptus Benth., Pterodon
apparicioi Pedersoli, Pterodon polygalaeflorus
Benth., Pterodon emarginatus Vog. e Pterodon

pubescens Benth. (Pedersoli, 1970; Fascio et al.,

1976). Popularmente, sdo conhecidas como
sucupira, sebipira, sicopira, sebupira, curubai-mirim
e faveiro (Penna, 1946; Cruz, 1965; Braz Filho et
al., 1970).

A sucupira é uma arvore largamente dispersa
nos cerrados (Figura 1A) desde o Ceara (Serra do
Araripe) até Sdo Paulo. A época de frutificacdo é o
més de agosto, produzindo frutos drupaceos,
achatados (Figura 1B e 1C), ricos em dleo,

localizado no endocarpo, o qual pode ser obtido por

espressdo ou extracdo com solventes (Mors et al.,
1966).

Figura 1 — Pterodon polygalaeoflorus
http://jjleandro-jjleandro.blogspot.com/2007/09/flora-do-cerrado.html

As formas farmacéuticas habituais da sucupira sdo: infusos, decoctos, tinturas, vinhos
ou xaropes, de sementes, batatas ou casca (Coimbra, 1942). Infusdes hidroalcodlicas de sua
casca, raiz e frutos, geralmente ingeridas em pequenas doses e em intervalos de tempo
regulares, sdo usadas para tratamento de doencas reumaticas e inflamatorias, tosses, afecgdes
da boca e garganta, hemorragias, fraqueza orgénica, doencas de estbmago e Ulceras, e
sintomas relacionados a disfungdes respiratorias como bronquite e amidalite (Cruz, 1965).

A quimica das espécies do género Pterodon é baseada no estudo do 6leo dos frutos e do
extrato de seu tronco ou casca. O 6leo dos frutos de espécies deste género tem fornecido

produtos quimicos das classes dos sesquiterpenos (Mors et al., 1966, Neto, 1976), diterpenos
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lineares (Mors, 1967), furanoditerpenos com esqueleto vouacapano (Figura 2a) e vinhaticano
(Figura 2b) (Fascio et al., 1970, Mahajan e Monteiro, 1973, Fascio et al., 1976, Campos et al.,
1994, Demuner et al., 1996, Arriaga et al., 2000), e o flavonoide taxifolina (Figura 2c)
(Arriaga et al., 2000).

Os extratos provenientes do tronco ou casca de arvores do género Pterodon tém
proporcionado a obtencdo de algumas isoflavonas (Figura 2d) (Braz-Filho e Gottlieb, 1971,
Galina e Gottlieb, 1974, Almeida e Gottlieb, 1975, Marques et al., 1998). Do extrato
acetonico do tronco foram identificados dois triterpenos: lupeol (Figura 2e) e betulina (Figura
2f). As substancias protetoras, com pouquissimas excecdes, sdo restritas a terpenos pouco
polares (Gilbert et al., 1970; Dias et al., 1995). Do 6leo de P. emarginatus foi isolado o acido
6p,7a-dihidroxivouacapano-17a-oico (Figura 2g) ¢ a 6p-hidroxivouacapano-7a,17a-lactona
(Figura 2h), que mostraram atividade anti-inflamatoria e analgésica (Mahajan et al., 1973).

InvestigacBes de diterpenos em quatro espécies mostram diferentes padrbes de
oxidagédo (Fascio et al., 1976). Foram isolados dois novos diterpenos de P. pubescens com
formulas moleculares C2sH2206 € C2sH340s, € de P. emarginatus, com formulas moleculares
C24H3405 e C22H3203 (Fascio et al., 1970; Mahajan & Monteiro, 1970), além de isoflavonas
oxigenadas a partir do extrato benzénico de tronco de P. pubescens (Braz Filho et al., 1970).
O furanoditerpeno 6a.,7B-dihidrovouacapan-173-oato de metila (Figura 2i) foi capaz de inibir
0 edema de pata causado por carragenina (Nunan et al., 1982). Dos Santos Filho e
colaboradores (1972) descreveram como responsaveis pela acdo cercaricida do oOleo, 2
derivados oxigenados do geranilgeraniol: 14,15-epoxigeranilgeraniol (Figura 2j) e 14,15-

dihidroxigeranilgeraniol (Figura 2k).
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Figura 2 - Estruturas quimicas encontradas no género Pterodon
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Diterpenos e furano diterpenos foram isolados e mostraram atividade antinociceptiva
em modelos experimentais em roedores (Demuner et al., 1996; Duarte et al., 1996).
Derivados do 4cido 6a,7B-dihidroxivouacapano-17-B-0ico mostraram o envolvimento de
peptideos opioides (Duarte et al., 1992) e catecolaminas (Duarte et al., 1996) no mecanismo
de acdo analgésica. Estudos in vitro mostraram que esses derivados sdo capazes de inibir
contracOes do ileo de cobaias, induzidas por estimulagdo elétrica, por um mecanismo ainda
nao esclarecido, mas que pode estar relacionado com a ativacao de receptores opioides ou 2a-
noradrenérgicos (Belinelo et al., 2002), sugerindo que os compostos de P. polygalaeflorus
podem ter uma acdo direta sobre tecidos musculares lisos. O extrato etanélico dos frutos de P.
polygalaeflorus apresentou efeito larvicida significativo sobre 0 mosquito Aedes aegypti (De
Omena et al., 2006). O extrato etanolico de P. pubescens exibiu atividade anti-proliferativa
relevante in vitro sobre linhagem de melanoma SK MEL 37 (Vieira et al., 2008).

Estudos com P. emarginatus tem demonstrado a presenca de compostos fendlicos e a
atividade antioxidante desses compostos (Dutra et al., 2008) e do extrato hexanico (Paula et
al., 2005), além dos efeitos anti-ulcerogénico e anti-inflamatério de suas sementes (Carvalho
et al., 1999; Dutra et al., 2009).

Mais recentemente, também foi demonstrada atividade analgésica para o geranilgeraniol
e compostos derivados do vouacapano (metil éster 6a, 7B-dihydroxivouacapan-17p3-o0ato)
isolados do extrato bruto de P. pubescens em modelos experimentais (Spindola et al., 2010).
Compostos isolados de P. polygalaeflorus e P. pubescens também exerceram atividade anti-
proliferativa em linhagens de células tumorais (Vieira et al., 2008; Euzébio et al., 2009;
Euzébio et al., 2010).

Nosso grupo de pesquisa vem estudando espécies deste género, tendo demonstrado que
0 Oleo de sementes de P. pubescens (EOPp) inibe a proliferacdo in vitro de células
mononucleares de sangue periférico humano (CMNSP) e a producdo de interleucina (IL)-6
pelas mesmas células (Sabino, 1995). Efeitos semelhantes tém sido descritos por vérias
drogas utilizadas no tratamento de doencas reumaticas, como a AR.

Em seguida, estudos toxicoldgicos (Sabino et al., 1999a) mostraram baixa toxicidade
aguda do EOPp administrado (v.0.) em animais saudaveis e auséncia de mutagenicidade (teste
de Ames), mesmo em concentracdes capazes de matar in vitro 100% de CMNSP em doses
significativamente maiores proporcionalmente as usadas para humanos.

Também foi demonstrada cientificamente a agdo antiartritica do extrato hidroalcoolico

das sementes de P. pubescens (EHPp) em camundongos DBA/1J com artrite induzida por
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coldgeno do tipo Il (CIA), pelo tratamento diario v.o., reduzindo significativamente a
severidade da CIA (Sabino et al., 1999).

Como existem relatos de que em condi¢des de estimulacdo do sistema imune ocorre
uma diminuicdo da biotransformacdo hepatica e excrecdo de drogas, resultando em efeitos
colaterais indesejaveis (Khatsenko et al., 1993, Renton, 2000), parametros bioquimicos do
soro, hematoldgicos e estudos anatdbmicos e histopatoldgicos de 6rgaos foram realizados em
animais artriticos tratados de forma subaguda com o EHPp. O tratamento desses animais
artriticos com EHPp ndo produziu nenhuma toxicidade subaguda nas condigdes utilizadas
(Coelho et al., 2001).

O estudo dos mecanismos de acdo envolvidos no efeito antiartritico do EHPp em
camundongos com CIA (Coelho et al., 2004) mostrou resultado importante como a reducéo
na producéo de anticorpos anti-Cll. A andlise histopatologica das patas dos animais com CIA
mostrou um grande infiltrado inflamatério com predomindncia de neutrofilos
polimorfonucleares, algumas areas de fratura e neoformacédo 6ssea, 0 que ndo foi observado
no grupo tratado com EHPp (Coelho et al., 2004). Além disso, o tratamento da CIA com
EHPp diminuiu seletivamente a contagem absoluta de células CD4/CD69*, néo interferindo
nas células CD8CD69™, indicando que o EHPp intervém preferencialmente nas células CD4
ativadas, efeito esse de grande importancia, considerando-se que a CIA é mediada por células
T CD4 (Coelho et al., 2004b).

Efeitos imunomoduladores do EOPp em camundongos normais também foram
demonstrados (Cardoso et al., 2008), através da producdo in vitro de 6xido nitrico (NO) por
linhagem de células macrofégicas.

A busca dos principios ativos dos extratos de P. pubescens se iniciou com o extrato das
sementes a 100% de etanol (EOPp). O fracionamento biomonitorado do EOPp foi iniciado,
com o objetivo de identificar os principios ativos responsaveis pela acdo anti-inflamatéria e
antinociceptiva, utilizando respectivamente o modelo de inflamagdo aguda, induzida pela
injecéo subplantar(s.p.) de Carragenina e o de nocicepgao quimica, induzida por acido acético
Tais efeitos anti-inflamatorios (Silva et al., 2004) e antinociceptivos (Coelho et al., 2005a) do
EOPp foram demonstrados, e ocorreram de forma dose-dependente. O EOPp foi entdo
submetido a extracdo liquido-liquido obtendo-se quatro fragdes: Ppl, Pp2, Pp3 e Pp4. Apds
avaliacdo da atividade bioldgica, o fracionamento das fracGes Ppl e Pp2 foi biomonitorado
quanto as atividades anti-inflamatoria aguda e antinociceptiva. A fracdo Ppl e suas subfraces
(Silva et al., 2004) mostraram uma potente atividade anti-inflamatéria aguda e tépica. A

atividade antiinflamatoria pode ser atribuida, pelo menos em parte ao geranilgeraniol (fracdo
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Ppl.2). A fracdo Pp2 apresentou predominantemente efeito antinociceptivo (Coelho et al.,
2005a). Subfragbes da Pp2, avaliadas quanto a atividade antinociceptiva, mostraram
predominancia de atividade em modelos diferentes, o que pode sugerir que atuam, pelo menos
em parte, por mecanismos diferentes (Coelho et al., 2005).

A avaliacdo da agregagdo induzida por acido araquiddnico, ADP e trombina em
plaquetas humanas e de coelho mostrou o envolvimento do EOPp e Ppl.2 na cascata do &cido
araquidénico, sendo também observada a supressdo da formacdo de TXA: e atividade
antioxidante na peroxidacdo de lipidios (Calixto et al., 2007). Também foi demonstrada uma
acao tripanocida por um dos constituintes da fracdo hexano do EOPp, o geranilgeraniol
(Menna-Barreto et al., 2008).

Mais recentemente observamos que o EOPp apresenta atividade antileucémica,
inibindo a expressdo de componentes envolvidos na sinalizacdo da proliferacdo de células
leucémicas K562, como as ciclinas D1 e E2, resultando em interrupcdo do ciclo celular e
inducdo de apoptose destas células (Pereira et al.,, 2010). Também demonstramos
recentemente esta atividade antileucémica em células K562 com uma subfracdo (SF5) rica em
derivados do geranilgeraniol, farnesol e furanoditerpenos do esqueleto vouacapan, obtida da
fracdo PP1 (Pereira et al., 2011). Este trabalho mostra que a SF5 induz apoptose de células
K562 e que esta processo esta sendo ativado pela via intrinseca ou mitocondrial, devido a
demonstracdo do aumento na expressdo da molécula APAF-1. Além disso, mostra que este
aumento na expressdo de APAF-1 pode estar relacionado com a expressdo reduzida da DNA
metil transferase, responsavel, entre outros mecanismos, pela regulacdo epigenética da
expressdo génica através da inibicdo da expressdo de genes por metilacdo dos genes
promotores dos mesmos (Pereira et al., 2011).

Estudos iniciados com a espécie Pterodon polygalaeflorus demonstraram atividades
antiedematogénica em modelo de inflamagdo aguda (Vigliano, 2010) e analgésica em modelo

de contor¢ao abdominal (Pinto, 2010), do extrato hexanico e sua fragoes.
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1.3 Sistema imune e inflamacéo

A resposta imune é um dos mais importantes mecanismos adaptativos, pois permite a

sobrevivéncia em ambientes potencialmente lesivos. A acdo contra processos infecciosos
ocorre através de duas frentes: a imunidade humoral, mediada por anticorpos, e a imunidade
celular, mediada por células (Chaplin, 2010).
Dentre as func¢des do sistema imune esta a protecdo do hospedeiro contra agentes infecciosos..
A resposta imune utiliza um complexo conjunto de mecanismos protetores de controle os
quais eliminam estes organismos. Mecanismos do hospedeiro para reconhecimento de
estruturas microbianas séo divididos em duas classes: a resposta imune inata e a resposta
imune adaptativa (Chaplin, 2010).

Os sistemas imunes: inato e adaptativo sdo frequentemente descritos como bracos
contrarios da resposta do hospedeiro; entretanto, eles geralmente atuam juntos, com a resposta
imune inata representando a primeira linha de defesa e a resposta adaptativa tornando-se
proeminente apds dias com células antigeno-especificas T e B sendo submetidas a expansao
clonal (Chaplin, 2010).

Além disso, as células antigeno-especificas amplificam suas respostas pelo
recrutamento de mecanismos efetores inatos, o que leva ao controle completo de organismos
invasores. Entdo, embora as respostas imunes, inata e adaptativa, sejam fundamentalmente
diferentes em seus mecanismos de a¢do, a sinergia entre elas é essencial para uma resposta
imunoldgica eficaz (Chaplin, 2010).

Receptores Toll-like (TLRs) sdo membros da familia de receptores de reconhecimento
padrdo (PRR) que representam a primeira linha de defesa do organismo (Lin et al., 2011 Eles
podem reconhecer ligantes enddgenos derivados do hospedeiro ou moléculas proprias, as
quais tem sido denominadas como padrées moleculares associados a danos (DAMPS), desta
maneira, contribuem para o desenvolvimento de doengas inflamatorias estéreis, como artrite
reumatoide, diabetes, encefalomielite autoimune experimental e uveites (Liew et al., 2005),
injaria de isquemia/reperfusdo (I/R) assim como outras injUrias teciduais e subsequente reparo
e regeneracdo (Yu, 2010).

Leucdocitos polimorfonucleares (PMNLs) sdo celulas imunes inatas essenciais que
determinam a resisténcia do hospedeiro contra varias infecgdes bacterianas e fungicas (Segal,
2005; Vento e Cainelli, 2003). Portanto, neutréfilos sdo células imunes inatas importantes, as
quais protegem o hospedeiro da invasao de patdgenos, usando diferentes estratégias de defesa
(Kumar e Sharma, 2010).
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Os granulécitos, os quais incluem, neutrdfilos, eosinofilos e basofilos, sdo células
imunes inatas que contém granulos especializados em providenciar a primeira linha de defesa
imune. Os neutrofilos sdo os leucocitos mais abundantes circulantes no sangue em humanos
saudaveis. Estas células de vida curta expressam uma ampla variedade de moléculas de
adesdo e receptores quimiotaticos (Figura 3); diferentes subgrupos podem ser distinguidos em
camundongos com base em suas moléculas envolvidas no trafego de leucécitos e no precursor

diferencial potencial de leucdcitos residentes no tecido (Luster et al., 2005).
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adesdo (Luster et al., 2005).
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1.4 Processo inflamatorio

A resposta inflamatoria pode ser dividida em duas categorias — aguda e crbnica —
baseando-se na duracéo e caracteristicas patoldgicas. A inflamacdo aguda é relativamente de
curta duracdo (horas ou dias) e € caracterizada por vasodilatacdo, exsudacdo de liquido rico
em proteinas e migracdo de células para o sitio da injdria, e em alguns casos ativacdo da
cascata de coagulacdo. Se a resposta aguda nao puder ser resolvida, esta se torna crénica. A
inflamacéo cronica € caracterizada por duracdo prolongada (semanas, meses ou anos), na qual
a inflamagdo ativa, a destruicdo tecidual e a tentativa de reparo do tecido ocorrem
simultaneamente (Liew, 2003). A infiltracdo de celulas mononucleares e fibrose séo
caracteristicas tipicas da inflamacéo crénica (Davies et al.,, 2003).

A inflamacéo é a resposta primaria a infeccdo ou injdria que age ao remover o material ou
agente de injaria e promovendo o reparo tecidual. A inflamacdo resulta da liberacdo
sequencial de uma bateria de mediadores incluindo aminas bioativas, eicosanoides, citocinas,
qguimiocinas e fatores de crescimento, que regulam o aumento da permeabilidade vascular e
recrutamento de leucdcitos. O aumento da permeabilidade vascular também resulta em
extravasamento de proteinas plasmaticas que amplificam a reacdo inflamatoria. A inflamacéo
é essencialmente uma resposta saudavel, que normalmente se resolve com a recuperacao da
estrutura e funcdo normais do tecido. Entretanto, quando a inflamacéo persiste (inflamacao
crbnica) isto pode causar dano ao tecido e perda de funcdo. A inflamacdo cronica pode
ocorrer devido a persisténcia da infeccdo ou antigeno, recorrente dano tecidual, ou falha de
mecanismos enddgenos anti-inflamatorios que direcionam a resolugdo da inflamagédo
(Rodriguez-Vita et al., 2010).

As vias da inflamacdo sistémica tém sido reconhecidas como componentes essenciais na
patogénese de diferentes doencas multifatoriais abrangendo desordens reumaticas
inflamatdrias crénicas, assim como uma grande variedade de condig¢des patoldgicas incluindo
diabetes tipo 2, doencas cardiovasculares e neurodegenerativas, cancer, obesidade, asma, e

envelhecimento (Scrivo et al., 2011).



30

1.4.1 Células envolvidas na resposta inflamat6ria aguda

A resposta imune inclui as contribuicdes de muitas subpopulacbes de leucdcitos. Estes
diferentes subtipos de leucécitos podem ser discriminados, morfologicamente, por meio de
andlise histologica e de espectro de antigenos de diferenciacdo que sdo exibidos em suas
membranas celulares (Chaplin, 2010).

A migracdo de neutréfilos durante uma resposta inflamatoria resulta principalmente da
liberacdo de fatores quimiotaticos por células residentes, os quais induzem o rolamento e
adesdo de neutrdfilos em células endoteliais, seguido de sua transmigracdo para 0 espaco
extra vascular (Burke-Gaffney e Hellewell, 1996; Zhang et al., 2001).

O extravasamento de leucocitos ocorre geralmente através de um processo de varias
etapas, envolvendo primariamente as selectinas, a sinalizacdo de receptor quimiotético,
seguida de firme aderéncia as paredes dos vasos através da agdo de integrinas (Figura 4). A
sinalizacdo quimioatraente € geralmente um evento essencial durante o processo de varias
etapas de rolamento de leucOcitos e migracdo transendotelial. Consequentemente, 0s
inibidores de muitos quimioatraentes ou de seus receptores tém se mostrado altamente
eficazes como agentes anti-inflamatorios em uma gama de modelos animais de inflamacao
(Viola e Luster, 2008; Luster et al., 2005; Mackay et al., 2001; Proudfoot, 2002). Entretanto,
inibidores de integrinas e selectinas tem também provado ser altamente eficientes em modelos

animais de inflamacdo e em doencas humanas (Mackay, 2008).
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Figura 4: Pontos onde moléculas envolvidas na migracdo celular operam durante a resposta
inflamatoria. Modificada de Mackay, 2008.
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1.4.2 Mediadores da inflamacao

1.4.2.1 Aminas vasoativas

Vérias substancias do tipo aminas possuem acgdo nos Vvasos sanguineos, como
serotonina, histamina e bradicinina. A serotonina (5-hidroxi-triptamina ou 5-HT), uma amina
vasoativa oriunda da descarboxilacéo do triptofano, seguida de hidroxilacdo do anel inddlico,
é encontrada na parede intestinal, no sangue e no sistema nervoso central, atuando
principalmente como neurotransmissor e como potente vasodilatador. Em resposta ao
estimulo inflamatorio, a serotonina é liberada na circulacdo, e, juntamente com outros
mediadores, ird estimular a vasodilatacdo (Malinin et al., 2004).

A serotonina, uma amina vasoativa oriunda da descarboxila¢do do triptofano, seguida
de hidroxilacdo do anel inddlico, é encontrada na parede intestinal, no sangue e no sistema
nervoso central, atuando principalmente como neurotransmissor e como potente
vasodilatador. Em resposta ao estimulo inflamatorio, a serotonina € liberada na circulacéo, e,
juntamente com outros mediadores, ird estimular a vasodilatacdo (Malinin et al., 2004).

A histamina é uma amina vasoativa armazenada em mastocitos e é liberada quando o
antigeno se liga a moléculas de IgE na superficie de mastdcitos. Histamina causa
vasodilatacdo, constricdo e relaxamento do musculo liso bronquial, secrecao de acido gastrico
e interage com nociceptores (Ammon, 2010).

Invariavelmente, esta resposta é desencadeada por mastécitos e macréfagos residentes,
dos quais a desgranulagcdo e ativacdo sequencialmente libera uma bateria de mediadores
inflamatdrios, incluindo aminas bioativas (Histamina e Serotonina (5- hidroxi-triptamina ou
5-HT), citocinas, quimiocinas assim como mediadores lipidicos que coletivamente recrutam e

ativam células inflamatérias levando a formagdo do edema (Lawrance et al., 2007).

1.4.2.2 Sistema complemento

O sistema complemento é constituido de mais de 30 proteinas plasmaticas e cofatores de
membrana 0s quais atuam em uma sequéncia de cascatas multi-proteicas, em conjunto com
outros sistemas imunoldgicos do organismo e é importante na rapida defesa contra agentes
invasores e infecgdes (Shagdarsuren et al., 2008) A ativacdo do complemento € iniciada por
trés vias principais: a via alternativa, espontanea e continuamente ativa; a via classica,

induzida quando anticorpos se ligam a seu antigeno correspondente; e a via da lectina, que €
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desencadeada pela ligacdo da lectina ligada a manose (MBL) a residuos de manose na
superficie de microorganismos. Esta ligacéo ativa 33 proteases associadas a8 MBL (MASP1 e
MASP?2), que entéo clivam C4 e C2 (Zipfel e Sherka, 2009).

De uma forma geral, a ativacdo do complemento ocorre de forma sequencial e pode
ser dividida em quatro principais etapas: a iniciacdo da ativacdo do complemento; ativacdo da
C3 convertase e amplificacdo; ativacdo da C5 convertase; e ativacdo da via terminal ou a
montagem do complexo de ataque a membrana (CAM) (Figura 5). Este, por sua vez causa 0
rompimento da membrana da célula microbiana e subsequente morte do microorganismo
(Zipfel e Sherka, 2009).
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Figura 5 - Sistema complemento, Modificado de: http://diverge.hunter.cuny.edu/~weigang/

Lecture- syllabus.html
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1.4.2.3 Via de eicosanoides

Os eicosanoides, incluindo prostaglandinas e leucotrienos (Figura 6), sdo produtos de
tipos celulares especificos do metabolismo do &cido araquiddnico e podem ser potentes
mediadores da inflamacédo (Zeldin, 2001;Imig e Hammaock, 2009). Estes mediadores lipidicos
desempenham papéis criticos em diversos processos fisiologicos e patoldgicos, como fibrose
pulmonar e cancer. As familias das enzimas ciclooxigenase (COX) e lipooxigenase (LOX)
sdo responsivas ao metabolismo do &cido araquidénico; este metabolismo leva a producéo de
prostaglandinas e leucotrienos, respectivamente (Grenee et al., 2011).

Estas enzimas (Figura 6) sdo o alvo de drogas aprovadas para o tratamento de dor,
inflamacéo, asma e alergias (Imig e Hammaock, 2009).

Ha porém, outra via enzimatica proeminente para a qual o acido araquiddnico é também
substrato, o sistema do citocromo P450 (CYP). Esta via de eicosanoide consiste de dois
principais ramos: hidrolases, as quais convertem &cido araquidénico em acidos
hidroxieicosatetranoicos (HETES) e epoxigenases, as quais 0 convertem a acidos
epoxieicosatrienoicos (EETs). A via CYP é particularmente relevante em tecidos que
expressam baixas atividades de COX e LOX. A via CYP, originalmente estudada em
conjunto com doencas inflamatérias e cardiovasculares, parece também ter funcdo no

crescimento de tumores (Panigrahy et al., 2010).

1.4.2.4 Citocinas e quimiocinas

A resposta inflamatdria € minuciosamente controlada por citocinas, as quais podem ter
carater pro ou anti-inflamatério. As principais citocinas pro-inflamatdrias sdo TNF-a, 1L-1,
IL-6, IL-12, IL-15 e IL-18, enquanto que as anti-inflamatdrias séo IL-4, IL-10, IL-13 ¢ TGF 8
e o controle da resposta inflamatoria é realizado através de um balango entre estas citocinas
(Sherwood e Kinsky, 2004).

As principais fungdes dos neutrofilos incluem fagocitose, produgdo de espécies reativas
de oxigénio, e producdo de quimioatraentes como, 0s quais recrutam mais células
competentes (Figura 6) (Witko-Sarsat et al., 2000) A resposta de neutréfilos geralmente
termina quando os neutrofilos sofrem apoptose e sdo fagocitados por macréfagos residentes
(Savill et al., 1989). Entretanto, em certas doengas inflamatdrias, como a artrite reumatoide ou
doencas inflamatorias intestinais, os neutréfilos persistem no sitio inflamatério, perpetuando a

inflamacédo ( Haydek e Keshavarzian, 1995).
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Figura 6 - Esquema da via de eicosanoides. Modificado de Grenee, 2011.

A Interleucina-4 (IL-4) € um membro do grupo das citocinas dependentes de CD132

o0 qual também compreende IL-2, -7, -9, -15 e -21 (Kovanen e Leonard, 2004) . A IL-4 tem
sido amplamente associada com fungdes anti-inflamatdrias (Hart et al., 1989; HART et al.,
1991) visto que reduz funcBGes de mondcito e macréfago e induz uma resposta tipo Th2.
Entretanto, a IL-4 pode também ser considerada como pro-inflamatoria, visto que a expresséo
e a resposta do tipo Th2 sdo associadas com alergias e asma (De Vries et al., 1999) porém
ainda é considerada principalmente como uma citocina anti-inflamatoria (Ratthé et al., 2009).
As Quimiocinas tem sido relacionadas a diversas fungdes, incluindo angiogénese,

organogénese e metastase de tumores assim como quimiotaxia (Moser et al., 2004).
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Enquanto células Thl e Th2 protegem o hospedeiro contra patdgenos intracelulares e
extracelulares, respectivamente, foi recentemente sugerido que as células Th17 constituem um
subconjunto especifico de células que contribuem significativamente para o desenvolvimento
de doencas inflamatorias autoimunes (Korn et al., 2007; Stockinger et al., 2007). As células
Th17 foram nomeadas em funcdo da citocina que produzem, IL-17, cujas atividades
pleiotrépicas incluem a inducdo de citocinas pro-inflamatérias TNFa, IL-1, e IL-6, assim
como quimiocinas como IL-8 e proteina quimioatraente de mondcito 1 (MCP1) em varios
tipos celulares (Figura 7) (Ouyang et al., 2008; Yu et al.,2010).

VENULA
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Figura 7: Etapas da cascata de interac@es entre leucdcitos e células endoteliais. Modificado de
Hickey, 2001.

1.4.2.5 Cascata de coagulacao

A cascata de coagulacdo é ativada durante a injaria de um tecido e na infeccdo,
processos estes que incluem uma resposta inflamatéria local. Durante essa resposta,
mondacitos liberam citocinas pro-inflamatdérias como TNF-a e IL-1, os quais ativam células
endoteliais a liberarem fator tecidual. E dividida em duas vias (intrinseca e extrinseca) que
convergem resultando em ativagdo de trombina com a subsequente clivagem de fibrinogénio
em fibrina (Figura 8). A ativacdo da cascata de coagulagdo é importante ndo apenas para a

formacéo do codgulo, mas tem relevantes efeitos na resposta pro-inflamatoria. A trombina e o
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complexo fator tecidual — VIla também podem induzir a producdo de citocinas pro-
inflamatorias como TNF-a por células endoteliais e mononucleares. Portanto, a inflamagao
aguda causa ativacdo da cascata de coagulacdo, a qual pode potencializar a resposta

inflamatdria (Sherwood e Kinsky, 2004).
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Figura 8 — Regulacdo da cascata de coagulacdo durante o processo inflamatdrio. Modificada
de Sherwood e Kinsky, 2004.

1.4.3 Resolucdo do processo inflamat6ério

A inflamac&o cronica pode ocorrer pela persisténcia de infeccdo ou antigeno, recorrente
injaria do tecido, ou falha de mecanismos enddgenos anti-inflamatérios que direcionam a
resolucdo da inflamacdo. Essencialmente, a inflamacgdo é uma parte critica da imunidade inata
e tem funcdo no sistema imune adaptativo, porém a inflamacao crénica pode ser associada
com imunossupressao (Rodriguez-Vita et al., 2010).

Uma vez que os materiais iniciais nocivos sdo removidos via fagocitose, a reacdo
inflamatoria deve ser resolvida a fim de prevenir que a inflamacdo se espalhe, tornando-a

crénica ou causando doencas. A resolucdo da inflamacdo € a reducdo ou remocdo de



38

leucdcitos e debris de sitios inflamatérios, permitindo o retorno & homeostase. A resolugéo de
infiltrados leucocitérios foi previamente considerada como um processo passivo (Serhan et
al., 2008).

O processo resolutivo é rapidamente iniciado ap0s alteracfes agudas que biossintetizam
ativamente mediadores lipidicos anti-inflamatérios e pro-resolutivos como as lipoxinas,
resolvinas e protectinas, cujas estruturas encontram-se presentes na Figura 9 (Serhan et al.,
2008).
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Figura 9 - Estruturas quimicas de mediadores pré-resolucdo Lipoxina A4, resolvina E1,

resolvina D1 e protectina D1 (Serhan et al., 2008).

1.5 Farmacos anti-inflamatorios

Conhecidos pela humanidade ha cerca de 100 anos, os compostos anti-inflamatorios ndo
esteroides (AINES) estdo entre os agentes farmacologicos mais utilizados na pratica médica.
Apresentam um amplo espectro de indicagcBes terapéuticas, como: analgésico, anti-
inflamatorio, antipirético, e profilatico contra doengas cardiovasculares (Kummer e Coelho,

2002).
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AINES podem ser agrupados como salicilatos (aspirina), &cidos alcaloides
(indometacina, nabumetona, sulindaco), acidos 2-arilpropridnicos ou profenos (ibuprofeno,
flurbiprofeno, ketoprofeno, naproxeno), acidos N-antranilicos ou acidos fenamicos (acido
mefenamico, acido meclofenamico), derivados de pirazolidina (fenilbutazona), oxicamas
(piroxicama, meloxicama), sulfonanilidas (nimesulida), e outros. Dentro do grupo, AINES
sdo estruturalmente diversos e diferem no que se refere as suas propriedades farmacocinética
e farmacodindmica, compartilhando do mesmo modo de acdo. AINES inibem a producdo de
prostaglandinas pelo blogueio da enzima COX, gerando beneficios analgésicos, antipiréticos,
e anti-inflamatdrios, porém trazem riscos pela inducdo de injdria & mucosa e aumento da
ferida géastrica (Flower et al., 1972).

Prostaglandinas sdo produzidas pelo acido araquidénico (constituinte de fosfolipidios
de membrana celular ou pela ativacdo das enzimas cicloooxigenase 1 constitutiva (COX-1) ou
a induzida ciclooxigenase 2 (COX-2). A produgdo de prostaglandinas parece depender
exclusivamente de produtos da COX-2, os quais sdo responsaveis pelos sintomas
inflamatdrios, incluindo vasodilatacdo, permeabilidade e sensibilizacdo de nociceptores. Dois
tipos de drogas sdo utilizadas para o tratamento de dores e inflamacGes (Ammon, 2010).
AINES inibem COX, enzima chave na biossintese de prostaglandinas. AINES seletivos
(COXIBs) poupam COX-1 e inibem primariamente COX-2 (Sostres et al., 2010).

Mais recentemente foi proposto que uma terceira isoforma, COX-3 poderia contribuir
para a resolucdo do processo inflamatorio (Willoughby et al., 2000), tendo sido clonada e
caracterizada como uma variante da COX-1 (Simmons, 2003). Entretanto, a real existéncia da
COX-3 tem sido discutida e sua existéncia em humanos necessita de maior comprovacao
(Berenbaum, 2004).

A desvantagem do uso dos AINES é que eles apresentam importantes efeitos colaterais,
por exemplo, a formacdo de Ulceras na mucosa gastrica devido ao bloqueio da sintese de
diversas prostaglandinas. Com isso, a producdo de AINES seletivos para COX-2 tornou-se a
solucgéo para a obtencdo de uma droga ideal, que apresente atividade antitérmica, analgésica e

anti-inflamatoria, sem efeitos sobre a mucosa gastrica (Vonkeman e Van de Laar, 2010).
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1.6 Modelo in vivo de inflamacéo aguda — Edema de pata

O edema de pata induzido por carragenina € um modelo de inflamacdo aguda bem
conhecido que é amplamente usado para avaliacao de atividade anti-inflamatoria de diferentes
compostos. O modelo é dividido em duas fases: a fase inicial observada em torno de 1 h é
relacionada a liberacdo de histamina, serotonina, bradicinina, e em menor extensdo
prostaglandinas; em contrapartida, a fase tardia (apdés 1 h) é atribuida a infiltracdo de
leucdcitos polimorfonucleares (PMN), e a continua geracdo de prostaglandinas (Gilligan et
al., 1994)

1.7 Modelo de inflamacéo subaguda — Bolha de ar

O modelo de bolha de ar, ou air pouch, consiste na formacdo de uma cavidade, através
da injecdo de ar estéril no dorso do animal, de modo a formar uma bolha (Sedgwick et al.,
1985). A cavidade ndo inflamada é limitada por uma fina camada de fibroblastos e células do
tipo macrofagos, similar a membrana sinovial normal (Edwards et al., 1981; Sedgwick et al.,
1983). A introducdo de um irritante nesta cavidade induz uma resposta inflamatéria com
caracteristicas semelhantes a inflamacdo crénica observada na articulacdo reumatoide (Ellis et
al., 2000). Em curto prazo, o modelo de air pouch também mimetiza a resposta aguda da
inflamacdo, caracterizada pela infiltracdo celular (principalmente neutréfilos) com deposicéao
de fibrina, proliferacdo de tecido de granulacdo e de vasos sanguineos (De Brito et al., 1988).

O modelo tem vantagens consideraveis em relacdo a outros modelos de inflamacdo
como promover rapidamente um exsudato inflamatdrio o qual permite a investigacdo dos
efeitos da droga sobre vérios aspectos do processo inflamatério. E possivel mensurar
alteracdes nos niveis do influxo de células, volume, proteina e diferentes mediadores em
presenca ou auséncia de drogas anti-inflamatdrias (Martin et al., 1994).

Como existem poucos relatos quanto a espécie Pterodon polygalaeflorus, este trabalho
procura elucidar um pouco mais sobre os aspectos fitoquimicos e farmacoldgicos desta

espécie.
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2 OBJETIVOS

O objetivo principal deste estudo foi avaliar o potencial anti-inflamatério dos frutos da
espéecie Pterodon polygalaeflorus e desenvolver estudos fitoquimicos visando identificar os

componentes responsaveis por este efeito bioldgico.

Os objetivos especificos do estudo foram:

1. Tendo em vista resultados anteriores mostraram atividade farmacoldgica preponderante no
ExHPp, é nosso objetivo realizar o fracionamento biomonitorado deste extrato de

Pterodon polygalaeoflorus

2. Avaliar o efeito do tratamento com o extrato e/ou fracdo(0es) e/ou sub-fragcdo(des) ativas
na:
» inflamacdo aguda induzida por carragenina no modelo de edema de patas em
camundongos.
» inflamacdo induzida por carragenina no modelo de bolha de ar, avaliando alteragdes
bioquimicas e morfoldgicas.

» migracdo celular de neutrofilos através de ensaios in vivo e in vitro.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Material
3.1.1 Animais

Foram utilizados camundongos da linhagem Swiss Webster (SW), machos, pesando de
25 a 35 g, criados no Biotério do Departamento de Bioquimica da Universidade do Estado do
Rio de Janeiro ou doados pelo Instituto Vital Brazil. Todos os procedimentos experimentais
foram aprovados pela Comissdo de Etica para uso de Animais (CEA) do IBRAG, segundo

protocolo 05/2009.

3.1.2 Material vegetal

Foram utilizados frutos de Pterodon polygalaeflorus (sucupira branca), da familia das
leguminosas (Leguminosae/Fabaceae), subfamilia Papilionacea (Papilionoideae/Faboideae). A
identificacdo botanica da espécie foi confirmada por Haroldo Cavalcanti Lima, do
Departamento de Botéanica Sistematica do Jardim Boténico do Rio de Janeiro, onde uma
amostra encontra-se depositada (RB350278).

3.1.3 Equipamentos

v Agitador Magnético, modelo 257, FANEM, Brasil;

v Balanca Analitica modelo AB204-5, Micronal, Brasil;
v' Balanca Analitica, modelo B200, Micronal, Brasil;
v" Balanca analitica, modelo PB 3002, Mettler Toledo, Suica;

v" Banho Histologico modelo BHO5 e Dispensador de Parafina modelo Dp-01, Lupe
IndUstria e Comércio, Brasil;

v Banho Maria, modelo 100, FANEM Ltda., SP, Brasil;

v" Banho-maria, modelo 796, De Leo & Cia Ltda., Brasil;

v' Camaras de fluxo laminar, modelo FLV, série 301, Trox do Brasil, Ltda., modelo
VLFS, série FL4761, Veco, Brasil;

v" Capela de exaustdo, modelo 134263, Ecoldgica, Brasil;
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v' Centrifuga clinica, modelo Universal Il, Hettich, Brasil;

v" Centrifuga citoldgica microprocessada modelo 2000D, Revan Cientec, Brasil;

v" Citdmetros de fluxo Becton, modelo Facscalibur Dickinson & Company, e Beckman
Counter, modelo Gallios, E.U.A;

v Cromatografo a gas, modelo Shimadzu 17A acoplado ao espectrdbmetro de massas,
modelo Shimadzu QP 2010plus com uma energia de ionizacdo de 70 eV, Shimadzu,
Japéo;

v" Espectrofotdmetro de Microplacas, modelo uQuant, dotado de software KC4 versao
3.0 com Power Reports, Bio-Tek Instruments Inc., EUA;

v" Espectrofotdmetro UV-visivel, modelo 160A, Shimadzu, Japéo;

v' Estufa com controle de temperatura digital, modelo 294, de Leo & Cia. Ltda., Brasil;

v' Estufa de CO2, COM-17AC, Sanyo Eletric Co. LTDA, Brasil;

v Evaporador rotatério modelo 802D, Fisatom, Brasil;

v" Gabinete para visualizagdo de fluorescéncia (U.V. 365 nm e 254 nm) modelo BOIT-
GABO01, Boitton, Pré Analise, Brasil;

v Maquina fotografica digital, modelo DSC-H50, Sony, Brasil;

v Microcentrifuga modelo 5415C, Eppendorf, Alemanha;

v" Microcentrifuga modelo Centrifuge 5418, Eppendorf, Brasil;

v Microscdpio 6tico com contraste de fase modelo 582.009, Leitz Wetzlar, Alemanha;
v" Microscopio de campo claro, modelo CBA, Olympus, Japdo;

v Microscopio invertido com contraste de fase, modelo CK2, Olympus, Japao;

v Micrétomo rotativo modelo RM2125RT, Leica Microsystems, Alemanha;

v" Pletismdmetro modelo 7140, Ugo-Basile, Italia;

v Potenciémetro Analyser, serie 1106/93, Brasil;
v" Ultrapurificador de agua, modelo Milli-Q plus, Millipore Corporation, EUA;
v Ultrassom, modelo T7, Thornton Inpec Eletronica Ltda., Brasil;

3.1.4 Reagentes e material utilizado

v" Camara de Neubauer, Boeco, Alemanha;

v' Cassetes 210 X 297 mm (Kajocopy);
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v Insertos (transwell) para placas de cultura de 24 pocos, de 3 microbmetros, placas de
cultura de 24 pocos e de 96 pocos, estéreis, Falcon, Becton Dickinson Labware,
EUA,;

v" Kit Pandtico rapido LB, Laborclin Ltda., Brasil;

v DMEM (meio de Eagle modificado por Dulbecco), Soro fetal bovino, Gibco.

v laca de cromatografia de silica gel 60 20x20 cm, Macherey-Nagel, Alemanha;

v Seringas de insulina BD Ultra Fine U-100 de 0,5 mL, seringas de plastico de 1 mL e
agulhas estéreis 0,3 x 30 mm, B-D Plastipak, Becton Dickinson & Company, EUA;

" N-hexano 95%, Acetato de etila, Etanol 100%, Diclorometano, grau HPLC, Tedia,
Brasil;

v Parafina purificada (P.F. 56°C — 58°C), Progquimios, Brasil;

v" Sonda orogastrica de aco inoxidavel, para camundongos 1C800, Insight, Brasil;

v Silica gel 60 para cromatografia em coluna (0,2 a 0,5 mm e 0,063 a 0,200 mm),
Hexano, qualidade Omnisolv, Placa para TLC (20x20 cm) de silica Art 7733
Kiesegel 60 Korngré Be 0,2-0,5 mm (35-70 mesh ASTM), Merck S.A., Brasil;

v Tween 20 (monolaurato de polioxietileno 20 sorbitano), Indometacina, Carragenina

lambda tipo IV, Soro albumina bovina, Sigma Chemical Company, EUA;

v" Outros reagentes foram utilizados, sendo a qualidade também de grau analitico.
3.2 Metodologia

3.2.1 Anélise Fitoquimica

3.2.1.1 Obtencéo do extrato hexanico de Pterodon polygalaeflorus

Os frutos de Pterodon polygalaeflorus foram lavados em &gua destilada corrente e
secos a temperatura ambiente. Em seguida, 900 g dos frutos foram pulverizados em nitrogénio
liqguido em um graal de metal, sendo o produto transferido, com auxilio de uma espatula, para
um cartucho de papel de filtro previamente pesado, determinando assim a massa do material
pulverizado. O material vegetal foi submetido a maceracdo em hexano 100% (10 vol/g
semente) por 15 dias, a temperatura ambiente, em vidro de cor ambar protegido da luz.

Ap0s este periodo, o cartucho foi retirado do vidro, deixando-se a solugéo resultante

da maceragédo escoar completamente através de papel filtro. O cartucho foi descartado e a
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solucdo extraida foi transferida para um baldo de fundo redondo, previamente pesado (P1), e
o solvente foi evaporado em evaporador rotativo. Ap6s a completa evaporacao do solvente,
0 baldo foi novamente pesado (P2). O peso do material extraido dos frutos pelo hexano
correspondeu a diferenca entre P2 e P1. Este extrato bruto foi denominado de extrato
hexé&nico de Pterodon polygalaeflorus (ExHPpg). Obteve-se um rendimento de 35,15% ou
316,35 g.

3.2.1.2 Fracionamento preparativo do ExHPpg

O ExHPpg foi fracionado por cromatografia de adsorcao em silica gel 60 (0,2-0,5 mm)
equilibrada em hexano 95% em uma coluna de vidro com 2,5 cm de didmetro, até uma altura
de 42 cm (206 mL de silica). A coluna permaneceu em n-hexano por pelo menos 24 h antes do
inicio do fracionamento. Foram aplicados 60 g de ExHPpg no topo da coluna de silica. O
processo de eluicdo foi isocratico, utilizando sequencialmente: 2 L hexano (95%); 1 L
hexano/acetato de etila (8:2 v/v); 1,5 L hexano/acetato de etila (7:3 v/v); 1 L etanol 100%,
obtendo-se assim quatro fracGes. Cada fracdo foi transferida para um baldo de fundo redondo,
previamente pesado e o solvente foi evaporado utilizando o evaporador rotativo. Apos a
completa evaporacédo do solvente, o baldo foi pesado novamente para o célculo do rendimento.
As fracOes assim obtidas foram denominadas FrlPpg, Fr2Ppg, Fr3Ppg e Fr4Ppg. O
procedimento foi repetido quatro vezes a fim de se obter massa suficiente para as etapas

posteriores.

3.2.1.3 Sub-fracionamento preparativo da fracdo mais ativa do ExHPpg

A fracdo mais ativa (Fr2Ppg) foi sub-fracionada por cromatografia de adsorcao,
utilizando-se uma coluna de vidro de 51 cm de altura por 3,5 cm de didmetro. Foram
aplicados 10 g da fracdo na proporcdo de 1:20 (v/v) de silica gel 60 (0,063 — 0,200 mm). As
proporgoes (v/v) de solventes e volumes utilizados no sistema sequencial de elui¢cdo foram:
1,5 L hexano 100%; 1 L acetato de etila /hexano 1:99; 1 L acetato de etila /hexano 2:98; 1 L
acetato de etila /hexano 5:95; 1 L acetato de etila /hexano 10:90; 1 L acetato de etila /hexano
20:80; 1 L acetato de etila /hexano 30:70; 1 L etanol 100%. O material eluido foi coletado
separadamente a cada 500 mL. Cada eluato foi transferido para um bal&o de fundo redondo,
previamente pesado e o solvente foi evaporado utilizando o evaporador rotativo. As amostras

eluidas foram reunidas em funcdo da semelhanca do perfil das bandas visualizadas na
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cromatografia de camada delgada, fornecendo um total de cinco sub-fragdes. Ap6s a completa
evaporacdo do solvente, o baldo foi pesado novamente para o calculo do rendimento. As
fracbes assim obtidas foram denominadas SF2.1, SF2.2, SF2.3, SF2.3 e SF25. O
procedimento foi repetido duas vezes a fim de se obter massa suficiente para as etapas

posteriores.

3.2.1.4 Cromatografia em camada delgada (TLC)

A TLC foi utilizada para analise dos perfis das amostras coletadas durante o
fracionamento e sub-fracionamento, para posterior reunido e formacéo das respectivas fraces
e sub-fracdes. As amostras (10 mg/mL, em etanol 100%) foram aplicadas a 1 cm da origem,
com auxilio de um aplicador, em placa de silica gel 60. Apos a aplicacdo, as amostras foram
colocadas em uma cuba vertical, contendo 10 mL da fase movel: diclorometano (DCM) e
acetato de etila (AcOEt) na proporcdo de 9:1 (v/v), para o desenvolvimento da corrida
cromatografica. Posteriormente, a placa foi retirada da cuba e deixada a temperatura ambiente
para secar. A revelacdo para terpenoides foi realizada como descrito por Wagner e Bladt,
(1995). O acido sulfarico (1% em etanol) foi borrifado na placa por inteiro, e apds secagem a
temperatura ambiente, a placa foi aspergida com vanilina (1% em etanol). Ap6s secar a placa
foi levada a estufa a 100°C, onde permaneceu por no maximo 3 minutos para revelacdao do

teste. Os resultados foram mostrados através de fotografias das respectivas placas.

3.2.1.5 Cromatografia por fase gasosa acoplada a espectrometro de massas (GC-MS)

As amostras foram solubilizadas em metanol. Foi injetado 1 pul/g de amostra em um
cromatografo a gas acoplado a um espectrémetro de massas (GC-MS) utilizando uma coluna
RTX-SMS (30 m x 0,25 mm) e nitrogénio como gas carreador. As temperaturas do injetor e
detector foram 200 e 290°C, respectivamente. A programacdo gradiente de temperatura

utilizada foi de 100°C até 300°C com incremento de 7°C/min.
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3.2.2 Estudos in vivo

3.2.2.1 Modelo de edema de pata e tratamento dos animais

Este modelo foi desenvolvido baseado no método descrito por Winter e colaboradores
(1962). Camundongos SW, com peso entre 30-35 g (n=5/grupo), foram tratados i.p. com as
doses das quatro fracOes isoladas do extrato hexanico de Pterodon polygalaeflorus (EHXPpg),
indometacina (10 mg/kg). O grupo controle (grupo Carragenina) recebeu por via
intraperitoneal (i.p.) o veiculo de diluicdo das fragdes (etanol 15% contendo 1,25% Tween
20). Os volumes das patas foram medidos no pletismémetro e uma hora ap6s o tratamento, 0s
animais receberam na pata traseira direita injecdo subplantar de 50 pL de carragenina (6
mg/mL). Os volumes das patas foram também determinados em 1 h, 2 h, 3 h e até 4 h horas
apos a inducdo do edema. Apos este procedimento os animais foram eutanasiados em camara
de COz. Para célculo do indice de edema foi utilizada férmula a seguir, onde to = volume de

pata antes da injecdo de carragenina e tx = volume da pata nos diferentes tempos avaliados.

indice de edema (%) = (valor edema tx x 100/ valor edema to) - 100

3.2.2.2 Modelo de bolha de ar (air pouch) e tratamento dos animais

Este modelo de inflamacdo aguda foi desenvolvido segundo o método descrito por
Selye (1953). Este consistiu na inducdo da formacgéo de uma cavidade (bolha de ar) na regido
dorsal do camundongo no dia zero do experimento, através da injecdo subcutanea de 5 mL de
ar estéril nesta regido. No terceiro dia do experimento, a cavidade formada recebeu mais 3 mL
de ar estéril para manutencdo da bolha. No sexto dia do experimento, diferentes grupos de
animais (n = 5/grupo) foram tratados por via oral (v.0.), com o veiculo de preparagdo das
amostras (etanol 15% com 1,25%, Tween-20), considerado o controle positivo de inflamacdo;
ou com indometacina 10 mg/kg (droga anti-inflamatdria controle, v.0..); ou com as diferentes
doses dos extratos/fragdes (0,02 mg/kg e 0,2 mg/kg, v.0.). Apés 1 h deste tratamento, a
resposta inflamatdria foi induzida por injecdo de 1 mL de carragenina (1%) na cavidade
formada (bolha de ar), e em um grupo controle (grupo salina) foi injetado apenas 1 mL salina
fisiolégica (NaCl 0,9%). Decorridas quatro horas para o desenvolvimento do processo
inflamatdrio (correspondentes a cinco horas apds os tratamentos), os animais foram

eutanasiados em camara de CO», a cavidade da bolha foi lavada com NaCl 0,9% (1 mL)
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contendo EDTA 2 mM, o exsudato inflamatdrio foi coletado para anélise de pardmetros como
volume, contagens total e diferencial de células e teor proteico.Uma regido do tecido do dorso
com tamanho padronizado foi removida para analise macroscépica e histologica, quanto a

vasodilatacdo e infiltrado inflamatdrio

3.2.2.3 Andlise estatistica

Os resultados (n = 5/grupo) representaram a média + DP de dois e trés experimentos
independentes (Modelos edema de pata e bolha de ar, respectivamente) e foram expressos
através do indice de edema. Os dados foram analisados pelo teste ANOVA seguido do pés-
teste de Dunnett’s (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001), em relagdo ao grupo controle com

carragenina.

3.2.2.4 Andlises realizadas no exsudato

O volume do exsudato foi mensurado para determinacdo daconcentracdo de proteinas
e contagem total e diferencial de leucdécitos. O volume foi mensurado usando-se um tubo
graduado. Aliquotas de exsudato foram diluidas (1:20 ou 1:40 v/v) com solugdo de violeta
genciana 0,01% em NaCl 0,9% e colocadas em camara de Neubauer para contagem dos
leucdcitos totais em microscopia de luz, levando-se em conta o volume de exsudato colhido.
Uma aliquota de cada exsudato (200 pL) contendo 1 x 10° células diluida em PBS (NaCl 140
mM, KCI 2,7 mM, NazHPO4 8 mM, KH2PO4 1,5 mM, pH 7,4), foi citocentrifugada (28 x g)
por 5 min em laminas de microscopio e a contagem diferencial dos leucécitos foi realizada
com Panético rapido, conforme descrito pelo fabricante.

A dosagem do conteldo total de proteinas do exsudato foi realizada pelo método do
Biureto (Gornall et al., 1949), onde 50 uL de cada amostra de exsudato foram adicionadas a
700 pL de biureto, sendo entao homogeneizadas em agitador do tipo Vortex. Apos 30 minutos
a temperatura ambiente, as amostras foram entdo plaqueadas (350 pL/pogo, placa de 96
pogos, em duplicatas) e levadas ao leitor de microplacas para leitura da absorvancia a 570 nm.
A curva padrdo foi construida utilizando-se albumina bovina (BSA) em concentragdes
compreendidas entre 0,5 e 16 mg/mL. Para obtencdo do conteudo total de proteinas no
exsudato, os valores de concentragdo obtidos nas dosagens foram corrigidos para o volume

total de exsudato coletado.
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3.2.2.5 Processamento histologico

Ap0s a eutanasia, as regides da bolha de ar foram colocadas e seccionadas na regido
central (cerca de 1 x 1 cm), colocadas em cassete histoldgico e fixados em 15 mL de formol
tamponado 10% (tamp&o fosfato de Na 10 mM pH 7,4) por sete dias. Apds esse tempo, as
pecas foram lavadas em &gua corrente por pelo menos 30 min. Iniciou-se, entdo, o processo de
desidratacdo sequencial em banhos contento 70%, 90% e 100% de etanol, durante uma hora
cada, sendo finalmente repetido o banho em 100% de etanol durante 1 h.

A seguir, foi realizado o processo de diafanizacdo, que consiste na clarificagdo das
pecas em xilol. O material foi mergulhado sequencialmente em dois banhos contendo xilol (10
mL), permanecendo neles em torno de 40 min cada. Para a inclusdo as pecas foram deixadas
em banho de parafina durante 1 h a 56°C e depois transferidas para outro banho de parafina
por mais 1 h a 56°C. O material foi entdo emblocado e resfriado para manter os blocos firmes.
Posteriormente, os blocos foram cortados em micrétomo rotativo, com 5 pum de espessura. As
laminas contendo o material foram coradas por Hematoxilina-Eosina (HE) e analisadas em
microscopia de luz, sendo fotografadas posteriormente. Os procedimentos para analise

histoldgica foram realizados segundo Gartner e Hiatt (1999).

3.2.3 Estudo in vitro de migracao celular

3.2.3.1 Ensaio de migracédo de neutréfilos em transwell

Os neutrofilos utilizados neste ensaio foram obtidos a partir de exsudato de bolha
induzida com 1 mL de carragenina 1% em camundongos nao tratados, conforme descrito no
item 3.2.5. Para estimular a migracdo in vitro dos neutréfilos utilizou-se o exsudato obtido a
partir do modelo da bolha de ar, descrito anteriormente (item 3.2.2.2), proveniente de animais
submetidos apenas a injecdo de carragenina 1% na cavidade dorsal. Os exsudatos foram
coletados no dia do ensaio em tubos do tipo Falcon, centrifugados (1000 x g) e os
sobrenadantes foram recolhidos e reunidos para a utilizagdo no experimento como
quimioatraente. As células sedimentadas foram suspensas em meio completo, contadas em
camera de Neubauer e diluidas a 2,5 x 108 células/mL. O ensaio de migracdo in vitro foi
realizado em placa de 24 pogos montada da seguinte forma: na parte inferior da placa foram
colocados 600 pL de meio completo (DMEM com 10% soro fetal bovino (SFB)) com ou sem

qguimioatraente (sobrenadante de exsudato coletado 4 h apds injecdo de carragenina estéril na
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cavidade da bolha) diluido 10 vezes (diluicdo final) com meio completo. A condicdo de
cultura que nédo usou o exsudato como quimioatraente foi considerada como controle negativo
de migracdo. Todas as outras condi¢Oes de cultura estudadas receberam exsudato com
quimioatraente. O inserto de transwell foi colocado na placa ao qual foram adicionados 200
UL de meio completo contendo 5x10° células e meio, ou etanol ou a fragdo de interesse (30,
80, 100 ou 120 pg/mL) ou a droga padrdo (indometacina 3 mg/mL). Todas as doses da
Fr2Ppg foram solubilizadas em etanol 15% e diluidas em meio completo (concentracao final
de 0,9% de etanol). Desta forma, foi feito um controle do efeito do etanol, contendo meio
completo com esta concentragdo final de etanol (0,9%), com ou sem quimioatraente, para
avaliar sua influéncia no ensaio. Depois de montada a placa, esta foi levada a estufa (37°C e
5% de CO2) e submetida a incubacdo por 1 h. Transcorrido o tempo de incubacdo, as
suspensdes celulares da parte superior e inferior do transwell foram respectivamente
recolhidas, lavadas com 200 pL de PBS contendo 5% SFB, centrifugadas e suspensas em 400
uL de PBS. A avaliacdo da migracéo foi feita por analise em citdmetro de fluxo. A seguir

esta representado o ensaio utilizando o sistema de transwell.

Esquema representativo do ensaio em placa com insertos de transwell

Ctr | Ctr | Ctr | Ctrpos | Indo | Fr2
neg | EtOH | pos | ¢c/EtOH Ppg
. neutrofilos + + + + + +
inserto
EtOH - + - + + +
! . SN [ Amostras - - - - + +
Sobrenadante | - - + + + +
exsudato
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3.2.3.2 Anélise da migracgdo de neutréfilos por Citometria de Fluxo

O citdmetro de fluxo apresenta como indicadores os desvios frontal (Forward scatter
ou FSC) e lateral (Side scatter ou SSC), além de sinais de fluorescéncia. Os resultados foram
obtidos a partir da determinacdo do numero de eventos detectados pelo citbmetro na passagem
das suspensdes celulares durante um periodo de 60 segundos. O numero de eventos foi
determinado nas suspensOes celulares coletadas tanto da parte inferior quanto superior do
transwell de cada condi¢do de cultura. Os dados foram analisados usando o software “Summit

versao 4.3”. O calculo de percentual de migragao foi obtido a partir da formula:

% Migracéo = n® de eventos na parte inferior do transwell x 100

¥ dos eventos das partes inferior e superior do transwell
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4. RESULTADOS

4.1 Preparo do Extrato Hexanico de Pterodon polygalaeflorus (ExHPpQ)

A extragdo com hexano 100% a partir de 900 g dos frutos de Pterodon
polygalaeflorus (ExHPPg) apresentou rendimento de 316,35 g de 6leo ou 35,15% (p/p).

4.2 Fracionamento do ExHPpg

O fracionamento de 60 g de ExHPpg em coluna aberta de silica gel com eluicdo por
gradiente descontinuo (hexano 95% - 2 L; hexano/acetato de etila (8:2 v/v) -1 L; hexano/
acetato de etila (7:3 v/v) -1,5 L; etanol 100% (1 L) forneceu uma recuperacdo total de 48,88 g
ou 83,5%. Foram obtidas quatro fragdes, cujos rendimentos estdo apresentados na Tabela 1.
As fragdes Fr2Ppg e Fr4Ppg foram as que apresentaram maior rendimento.

Tabela 1 — Massa e rendimento do fracionamento do ExHPpg em coluna de silica gel.

ragao FriPpg Fr2Ppg Fr3Ppg Fr4Ppg
Dados
Massa 3,129 14159 9,18 ¢ 22,43 g
Rendimento 5,2% 25,6% 15,3% 37,4%

4.2.1 Perfil cromatografico do ExHPpqg e suas fracdes Fr1Ppg a Fr4Ppg por TLC

O perfil cromatografico do extrato hexanico de Pterodon polygalaeflorus e suas
fracOes, obtido pela revelacdo da placa de cromatografia em camada delgada (TLC) para
terpenoides, esta representado na Figura 10. O ExHPpg apresentou distribuicdo das bandas em
toda a extensdo da corrida cromatogréafica, assim como a fracdo Fr3Ppg, que foi a de maior
diversidade . As fragdes FriPpg e Fr2Ppg exibiram pouca quantidade de compostos revelados
para terpenoides e com caracteristicas mais apolares. Em contrapartida, pode-se observar uma
maior quantidade de bandas reveladas na fracdo Fr4Ppg em relacdo as fracbes FriPpg e
Fr2Ppg, com predominancia de bandas majoritarias na regido mais polar (mais préximas ao

ponto de aplicacdo da amostra).
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ExHPpg Fr1 Fr2
4

Figura 10 — Perfil cromatografico do ExHPpg e suas fracdes por TLC. Foi utilizada placa de
TLC de Silica gel 60 de 10 x 20 cm. A cromatografia foi desenvolvida em DCM:AcOEt (9:1
v/V) e revelada para terpenoides com acido sulfurico 1% e vanilina 1%.

4.2.2 Perfil cromatogréafico das fracées FR1 a FR4 do ExHPpqg por CG-MS

Os cromatogramas das fracdes do ExHPpg, obtidos por cromatografia de fase gasosa
acoplado a espectrometro de massas, estdo representados na Figura 11. A FrlPpg apresentou
predominancia de picos em uma regido inicial do cromatograma, com tempos de retencéo
entre 6,5 e 11 min, indicando maior apolaridade das substancias ali presentes. Esta fracéo
apresentou dois picos majoritarios (maior intensidade) com tempos de retencdo de 7,113 e
10,365 minutos. A Fr2Ppg apresentou picos de menor intensidade em relacdo a FrlPpg na
regido com TR entre 7,5 a 11,0 minutos, com um pico majoritario com tempo de retencédo de
10,355 minutos, apresentando os demais picos, distribuidos ao longo do cromatogramas,
média intensidade. Em contrapartida as fraces Fr3Ppg e Fr4Ppg exibiram predominancia de
picos numa regido mais polar do cromatograma, com tempos de retengéo (TR) entre 20 e 28
min. A Fr3Ppg apresentou trés picos majoritarios com TrR = 20,613, TR = 27,35 e TR =
27,707, enquanto a Fr4Ppg, cinco picos principais de TR = 21,305, TR = 26,505, TR = 26,819,
TR =27,331e TR=27,677.
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Figura 11 - Perfis cromatogréaficos obtidas por CG-MS das fra¢fes originadas do ExHPpg. As
temperaturas do injetor e detector foram 220 e 290C°, respectivamente. A programacéao de
temperatura utilizada foi de 100°C até 300°C com gradiente de 7C°minuto. Foi aplicado 1 puL
de cada amostra solubilizada em metanol.
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4.3 Efeito anti-inflamatoério do ExPpg e suas fracdes

4.3.1 Efeito anti-inflamato6rio agudo no modelo de edema de patas induzido por carragenina

Estudos anteriores demonstraram (Vigliano, 2010) que o tratamento de camundongos
com ExHPpg nas doses 0,02 e 0,2 mg/kg foi capaz de inibir em 81,3% e 64,1%,
respectivamente, o edema de patas induzido pela carragenina no pico de trés horas (Figura
12). Desta forma, as quatro fracfes obtidas no fracionamento do ExHPpg foram inicialmente
testadas neste modelo, utilizando estas mesmas doses, para fins de comparagéo (Figura 13). A
FriPpg produziu uma reducéo significativa (p<0,001) do edema a partir de 2 h da inducdo,
com inibicdo de 81% no pico de edema em 3 h na dose 0,02 mg/kg e de 91% na dose 0,2
mg/kg quando comparado ao controle com carragenina tratado apenas com o veiculo. O
tratamento com a Fr2Ppg reduziu o indice de edema em 83,5% e 74,4%, para as doses 0,02 e
0,2 mg/kg (3 h), sendo a menor dose ja ativa a partir da primeira hora de medigdo do edema.
A fracdo Fr3Ppg ndo exibiu efeito anti-inflamatorio significativo no pico de edema do
experimento em 2 h, apresentando, entretanto, reducdo de 81,3% (0,02 mg/kg) e 64,1% (0,2
mg/kg) no tempo de 3 h ap6s inducdo do edema. A fracdo Fr4Ppg ndo exibiu efeito anti-

inflamatorio significativo.
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Figura 12 - Efeito do tratamento com diferentes doses do extrato hexanico de Pterodon
polygalaeflorus no edema de patas induzido por carragenina. Todos 0s grupos receberam 50
uL carragenina (6 mg/mL) na pata. O grupo carragenina foi tratado i.p. com o veiculo de
diluicdo das amostras. Os resultados (n = 5 camundongos SW/grupo) representam a média +
DP de trés experimentos independentes e estdo expressos através do indice de edema. Os
dados foram analisados pelo teste ANOVA seguido do pos-teste de Dunnett’s ( **p<0,01;
***p<0,001) em relagéo ao grupo controle com carragenina (Vigliano, 2010).
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Figura 13 - Efeito do tratamento com diferentes doses das fragdes Fr1Ppg, Fr2Ppg, Fr3Ppg e
FrdPpg no edema de patas induzido por carragenina. Todos os grupos receberam 50 pL
carragenina (6 mg/mL) na pata. O grupo carragenina foi tratado i.p. com o veiculo de dilui¢do
das amostras. Os resultados (n = 5/grupo) representam a média = DP de dois experimentos
independentes e estdo expressos através do indice de edema. Os dados foram analisados pelo
teste ANOVA seguido do pos-teste de Dunnett’s (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001), em
relacdo ao grupo controle com carragenina
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4.3.2. Efeito anti-inflamat6rio agudo no modelo de bolha de ar

A partir do screening bioldgico apresentado no item 4.3.1, e dando seguimento aos
objetivos desse trabalho, priorizou-se prosseguir o estudo com a fragédo Fr2Ppg, que teve bom
rendimento no fracionamento e foi ativa no modelo de edema de pata induzido pela

carragenina, comparando-a com a atividade do extrato bruto ExHPpg.

4.3.2.1 Efeito anti-inflamatorio agudo do ExHPpg

4.3.2.1.1 Contagens total e diferencial de leucécitos no exsudato do ExHPpg

A injecdo de carragenina 1% na cavidade dorsal formada previamente (bolha), leva ao
acumulo de células inflamatérias. O processo inflamatdrio foi desencadeado satisfatoriamente,
visto que a contagem total de células do grupo que foi injetado apenas com carragenina 1%
(carrag) e tratado (v.0.) com o veiculo de diluicdo do extrato (etanol 15% 1,25% Tween-20)
apresentou um total de células de 30 milhdes no exsudato (Figura 14A). Em contrapartida, o
grupo que recebeu apenas injecdo de NaCl 0,9% estéril na cavidade da bolha (salina)
apresentou baixo nimero de células no exsudato, com média de 0,64 milhdes. Como esperado,
o0 tratamento oral com a indometacina, droga padrdo utilizada, inibiu a inflamacéo em 76,7%,
em relacdo ao grupo carragenina, apresentando um numero total de 7,5 milhdes de células no
exsudato. O tratamento com as doses de ExHPpg 0,02 e 0,2 mg/kg foi capaz de inibir
significativamente o numero total de leucocitos, apresentando 8,82 e 11,12 milhdes de células
no exsudato, com inibigdo de 70,6% e 62,94%, respectivamente (Figura 14A). A contagem
diferencial de células foi realizada para identificar possiveis alteracfes do nivel dos diferentes
tipos celulares presentes no exsudato inflamatorio. Ao analisar os resultados dos grupos
tratados com indometacina ou com ExHPpg, observou-se que o numero de macrofagos,
linfdcitos e eosinofilos ndo se alteraram em relacdo ao grupo controle com carragenina (dados
ndo mostrados). Desta forma, optamos por apresentar apenas os resultados das contagem de
neutréfilos (Figura 14B). O numero absoluto de neutrofilos do exsudato do grupo controle,
gue recebeu carragenina na cavidade e tratamento com o veiculo, foi de 20,37 milhdes, o que
correspondeu a um aumento de 96,52% em relacdo ao grupo que recebeu injecdo de salina na
cavidade (0,71 milhdes de células). O tratamento com indometacina também foi eficiente
reduzindo a inflamacéo em 58,7% (8,4 milhdes de células), em relagdo ao grupo que recebeu o
veiculo. O tratamento com o ExHPpg resultou em inibicdo de 76,8% (4,7 milhGes de células)

e 49,8% (10,2 milhdes de células), para 0,02 e 0,2 mg/kg, respectivamente (Figura 14B).
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Figura 14 - Avaliagdo da atividade do ExHPpg sobre o nimero de leucdcitos totais (A) e
numero absoluto de neutrdfilos (B) do exsudato no modelo air pouch. A inflamacéo foi
induzida por injecdo de carragenina 1% na bolha. Camundongos SW (n = 5/grupo). Os
animais foram tratados (v.0.) com o veiculo (Carrag), Indometacina (Indo) ou com as doses
do extrato 1 h antes da injec@o de carragenina. Um grupo controle recebeu apenas salina na
cavidade da bolha (salina). Os resultados expressam media + DP de trés experimentos.
*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,0001 em relagcéo ao grupo controle com carragenina tratado com
0 veiculo (teste ANOVA seguido de Dunnett).
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4.3.2.1.2 Dosagem do conteldo total de proteina no exsudato da bolha do ExHPpg

A injecdo de carragenina neste modelo é capaz de induzir inflamacdo local com
extravasamento de liquido do plasma, rico em proteinas. Realizou-se assim a dosagem de
proteinas através do método do biureto, a fim de observar possiveis alteracBes dos niveis
proteicos, no exsudato de animais tratados com o ExHPpg (Figura 15).

Pode-se observar que houve aumento significativo do nivel de proteinas do exsudato
nos animais inoculados com carragenina e tratados com o veiculo (6,91 mg de proteina/mL) se
comparado com animais normais inoculados apenas com salina (0,6 mg de proteina/mL). Em
animais tratados com indometacina ou com a dose 0,02 mg/kg de ExHPpg (0,02 e 0,2
mg/kg), observou-se inibicdes de 76,9% e 61,5%, respectivamente. O nivel de proteina
observado no grupo tratado com a maior dose de ExHPpg (0,2 mg/kg) foi 31,3% maior

(p<0,01) do que a encontrada no grupo tratado com o veiculo (Figura 15).

15+

**

Proteina exsudato mg/mL

ExHPpg mg/kg

Figura 15 - Avaliacdo da atividade do ExHPpg sobre o nivel de proteina total no exsudato da
bolha. A inflamacdo foi induzida por injecdo de carragenina 1% na bolha. Camundongos SW
(n = 5/grupo). Os animais foram tratados (v.0.) com o veiculo (Carrag), Indometacina (Indo)
ou com as doses do extrato. Um grupo controle recebeu apenas salina na cavidade da bolha
(salina). Os resultados expressam média = DP de dois experimentos. **p<0,01; ***p<0,0001
em relagdo ao grupo controle com carragenina tratado com o veiculo (teste ANOVA seguido
de Dunnett).



60

4.3.2.1.3 Analise macroscopica das alteracdes morfoldgicas no tecido da bolha do ExHPpg

Os tecidos das bolhas foram removidos e possiveis alteragdes vasculares e teciduais
induzidas pelos tratamentos foram avaliadas através da andlise das imagens fotograficas
(Figura 16). E possivel visualizar sinais como vermelhiddo, vasodilatacdo e possivelmente
formacdo de novos vasos nos tecidos das bolhas de animais inoculados com carragenina e
tratados v.0. com o veiculo (Figura 16A), o que ndo foi visualizado em animais do grupo
salina (Figura 16C) ou naqueles inoculados com carragenina e tratados com a droga padréo
indometacina (Figura 16B). Os animais tratados com as doses do ExHPpg (0,02 e 0,2 mg/kg)
(Figuras 16D e 16E) mostram reducéo visivel da vasodilatacdo e a menor dose também reduz

a vermelhidao.

Figura 16 - Avaliacdo do efeito do tratamento com o ExHPpg sobre alteracfes visualizadas
macroscopicamente no tecido da bolha. Animais do grupo controle com carragenina (A);
grupo inoculado com salina (B); grupo tratado com indometacina (C); e grupos tratados com
doses 0,02 mg/kg (D) e 0,2 mg/kg (E). Imagens fotograficas representativas de cada grupo
(trés experimentos).
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4.3.2.1.4 Alteracdes histoldgicas do tecido da bolha do ExHPpg

O processamento histoldgico da pele do dorso dos animais foi realizado para avaliar
alteracdes histologicas como espessamento e infiltracdo de polimorfonucleares na pele. As
Figuras 17A e 17B mostram as fotomicrografias de um animal que recebeu apenas injecéo de
salina estéril e fotomicrografias do tecido de um animal inoculado com carragenina e tratado
com o veiculo (etanol 15%; 1,25% Tween-20) que estdo representadas nas Figuras 17C e
17D. Pode-se observar neste grupo um acumulo de leucécitos na camada mais interna da
bolha em relacdo ao grupo salina (Figura 17A e 17B). A droga padréo, indometacina foi capaz
de reduzir o infiltrado de leucécitos na camada mais interna do tecido e o espessamento
tecidual (Figuras 17E e 17F).

Em relacdo ao tecido de animais que receberam tratamento com as doses de ExHPpg
0,02 mg/kg (Figura 18A e 18B) e 0,2 mg/kg (Figura 18C e 18D), houve reducéo de infiltrado
inflamatorio na derme para ambas as doses, quando comparado com o tecido de animais do
grupo tratado com veiculo e inoculado com carragenina (Figuras 17C e 17D). E possivel
verificar também diminuicdo do espessamento da pele na dose de 0,2 mg/kg em relacdo ao
tecido de animais do grupo carragenina. A abundancia de tecido adiposo no animal tratado
com a dose de 0,02 mg/kg (Figuras 18A e 18B) ndo permitiu ver redugéo no espessamento da
pele, em relacdo ao grupo controle com carragenina (Figuras 17C e 17D).

4.3.2.2 Efeito anti-inflamatorio da Fracdo Fr2Ppg

A atividade anti-inflamatéria da Fr2Ppg no modelo de bolha de ar esta representada na
Figura 19. O processo inflamatério foi desencadeado satisfatoriamente, visto que a contagem
total de células (Figural9A) no exsudato do grupo controle com carragenina (tratado v.o. com
etanol 15% 1,25% Tween-20) foi de 18,8 milhGes. Em contrapartida, o grupo que recebeu
apenas injecao de salina estéril 0,9% no interior da bolha apresentou baixo numero de células,
com média de 0,92 milhdes. A indometacina, droga padrdo utilizada, inibiu em 68,7% a
inflamacdo em relacdo ao grupo tratado com o veiculo, com nimero total de 5,9 milhdes de
células. A dose 0,02 mg/kg, foi capaz de inibir significativamente em 62,8% o numero de
leucocitos (7 milhGes de células). Entretanto, o tratamento com a maior dose do ExPpg (0,2
mg/kg) ndo se mostrou efetivo na inibicdo da inflamac&o, encontrando-se um ndmero total de
células no exsudato semelhante ao encontrado no grupo controle com carragenina tratado com

o0 veiculo (18,4 milhdes de células).
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Figura 17 - Fotomicrografias de cortes histologicos dos tecidos da bolha de ar dos grupos
controle nos aumentos de 100x e 200x. A) Grupo controle salina, aumento de 100x; ; B)
Grupo controle salina, aumento de 200x; C)Grupo controle carragenina, aumento de 100x ;
D)Grupo controle carragenina, aumento de 200x ; E) Grupo indometacina, aumento de 100x;
F) Grupo indometacina, aumento de 200x; Os grupos C/D e E/F receberam injecdo de
carragenina 1% na cavidade da bolha no sexto dia do experimento. Coloracéo por HE. Figura
representativa de trés experimentos independentes.
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Figura 18 - Fotomicrografias de cortes histol6gicos dos tecidos da bolha de ar dos grupos
tratados com ExHPPg, nos aumentos de 100x e 200x. A) Grupo ExHPpg 0,02 mg/kg,
aumento de 100x; B) Grupo ExHPpg 0,02 mg/kg, aumento de 200x; C) Grupo ExHPpg 0,2
mg/kg, aumento de 100x; D) Grupo ExHPpg 0,2 mg/kg, aumento de 200x. Os grupos A/B e
C/D receberam injecéo de carragenina 1% na cavidade da bolha no sexto dia do experimento e
tratamento v.0. com ExHPpg nas doses de 0,02 e 0,2 mg/kg. Coloragdo por HE. Figura
representativa de trés experimentos independentes.

A contagem diferencial de células foi realizada a fim de identificar possiveis alteracdes
nos niveis dos diferentes tipos celulares presentes no exsudato inflamatério. Ao analisar os
resultados, observou-se que apenas 0s niveis de neutrdfilos alteravam-se significativamente
em grupos tratados (Indometacina; doses 0,02 e 0,2 mg/kg) com relacdo a grupo controle com
carragenina.

Optou-se assim por apresentar apenas os resultados relativos ao neutrofilos (Figura
19B). O numero absoluto de neutréfilos presentes no exsudato do grupo veiculo foi de 26,2
milhdes e o do grupo salina 0,7 milhGes de células. A indometacina foi eficiente reduzindo a
inflamacdo em 78,7% em relacdo ao veiculo (5,6 milhdes de células). O tratamento com a
Fr2Ppg nas doses 0,02 e 0,2 mg/kg produziram inibicdo de 78,3% (5,7 milhdes de células) e

64,5% (9,3 milhdes de células), respectivamente.
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Figura 19 - Avaliacdo da atividade da Fr2Ppg sobre o nimero de leucdcitos totais (A) e
namero absoluto de neutr6filos (B) presentes no exsudato no modelo de air pouch. Foram
administradas as doses de 0,02 e 0,2 mg/kg em camundongos SW (n = 5/grupo). Os
resultados expressam média + DP de trés experimentos. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,0001, em
relacdo ao grupo controle com carragenina tratado com o veiculo (teste ANOVA seguido de
Dunnett).
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4.3.2.2.1 Dosagem do conteldo total de proteina no exsudato da bolha da Fr2Ppg

A injecdo de carragenina neste modelo é capaz de induzir inflamagdo local com
extravasamento de liquido do plasma, rico em proteinas. Realizou-se assim, a dosagem de
proteinas através do método do biureto a fim de observar possiveis alteracbes dos niveis
proteicos no exsudato de animais tratados com a Fr2Ppg.

Os resultados mostrados na Figura 20 revelam que houve aumento significativo do nivel
de proteinas no exsudato de animais do grupo controle inoculados com carragenina e tratados
com o veiculo, o qual continha 6,9 mg/mL de proteina se comparado ao teor de proteina de
0,6 mg/mL, presente no exsudato de animais normais inoculados apenas com salina. Nos
animais tratados com indometacina ou com a Fr2Ppg na dose de 0,02 mg/kg, observou-se
inibicBes de 76,9% e 50,8%, respectivamente. O tratamento com a dose de 0,2 mg/kg néo foi
eficiente em reduzir o nivel de proteina no exsudato em relagdo ao grupo carragenina,

apresentando niveis semelhantes ao este controle tratado com o veiculo.

Proteina exsudato mg/mL

Y Fr2Ppg (mg/kg)

Figura 20 - Avaliacdo da atividade da Fr2Ppg sobre o nivel de proteina total no exsudato da
bolha. A inflamag&o foi induzida por injecdo de carragenina 1% na bolha. Os animais foram
tratados (v.0.) com o veiculo (Carrag), Indometacina (Indo) ou com as doses da Fr2Ppg. Um
grupo controle recebeu apenas salina na cavidade da bolha (n = 5/grupo). Os resultados
expressam média £ DP de dois experimentos. ***p<0,0001 em relagdo ao grupo controle com
carragenina tratado com o veiculo (teste ANOVA seguido de Dunnett).
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4.3.2.2.2 Analise macroscopica das alteracdes morfoldgicas no tecido da bolha da Fr2Ppg

Os tecidos das bolhas foram removidos para avaliagdo das possiveis alteraces
vasculares e teciduais através de uma analise macroscopica do material. E possivel visualizar
sinais como vermelhid&o, vasodilatacdo e possivelmente formacéo de novos vasos nos tecidos
das bolhas de animais que receberam carragenina na cavidade e tratamento com o veiculo
(Figura 21A), os quais se mostram significativamente reduzidos nos animais tratados com
droga padrdo Indometacina (Figura 21B) e a dose 0,02 mg/kg da Fr2Ppg (Figura 21D). E
possivel observar grande vasodilatagdo dos vasos e vermelhidao no tecido de animais tratados
com a dose de 0,2 mg/kg da Fr2Ppg (Figura 21E), quando comparada com a menor dose

(Figura 21D. Animais do grupo que recebeu apenas salina na cavidade (Figura 21C) também

ndo apresentam sinais inflamatérios como mostrado na Figura 21A.

Figura 21 - Avaliacdo do efeito do tratamento com a Fr2Ppg sobre alteracfes morfoldgicas do
tecido da bolha. Animais do grupo controle com carragenina tratado com o veiculo (A); grupo
inoculado com salina (B); grupo tratado com indometacina (C); e grupos tratados com doses
0,02 e 0,2 mg Fr2Ppg/kg (D e E). Imagens fotogréaficas representativas de cada grupo (trés
experimentos).
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4.3.2.2.3 Alteracdes histoldgicas do tecido da bolha da Fr2Ppg

O processamento histoldgico da pele do dorso dos animais foi realizado para avaliar
alteracdes histologicas como espessamento da pele e infiltrado de polimorfonucleares (Figura
22). Em A e B, observa-se o tecido da bolha de um animal do grupo salina, mostrando a pele
delgada e sem infiltrado inflamatorio. As Figuras 22C e 22D mostram o tecido de um animal
controle com carragenina tratado com etanol 15% 1,25% Tween-20. Pode-se observar o
espessamento da pele e acumulo de leucécitos em relacdo a tecido de um animal do grupo
salina, que recebeu apenas injecdo de salina estéril (Figuras C e D). A droga padréo,
indometacina foi capaz de reduzir o infiltrado de leucdcitos no tecido (Figuras E e F) os
efeitos observados na Figura 22 também foram observados e descritos anteriormente na
Figura 17.

Em relacdo a dose 0,02 mg/kg da Fr2Ppg (Figura 23 A e B), o tecido da regido da
mais interna da bolha de ar dos animais se apresenta com reducgdo no espessamento da pele e
no infiltrado inflamatorio na regido mais interna da bolha em relacdo ao tecido de animais do
grupo controle com carragenina (Figura 22 A e B). Entretanto, o tratamento com a maior dose,
0,2 mg/kg Fr2Ppg, ndo foi capaz de reduzir com a mesma eficiéncia os sinais inflamatorios,
corroborando o resultado j& obtido no (item 4.3.4.1).

4.3.3 Influéncia da Fr2Ppg na migracdo in vitro de neutroéfilos

Considerando a predominancia de neutrofilos no exsudato inflamatério através da
inducdo de inflamacdo no modelo de bolha de ar (dados ndo mostrados), foi investigado o
efeito da Fr2Ppg na migracdo de neutrofilos utilizando o sistema de transwell (Figura 24),
conforme descrito em métodos. Visto que a injecdo da carragenina 1% induz o processo
inflamatorio, com intensa migracdo celular para o local inflamado, utilizou-se como fonte de
quimioatraente o sobrenadante do exsudato recolhido do grupo controle, o qual apenas
recebeu carragenina 1% na bolha. Utilizou-se entdo um controle negativo, sem sobrenadante
de exsudato como fonte de quimioatraente (Ctr neg) na parte inferior, e um controle com
EtOH na mesma concentracdo final de EtOH das amostras de Fr2Ppg, na parte superior , junto

com a suspensdo celular (Ctr EtOH).
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Figura 22 - Fotomicrografias de cortes histologicos dos tecidos da bolha de ar dos grupos
controle nos aumentos de 100x e 200x. A) Grupo controle carragenina, aumento de 200x; B)
Grupo controle carragenina, aumento de 200x; C) Grupo controle salina, aumento de 100x; D)
grupo controle salina, aumento de 200x; E) Grupo indometacina, aumento de 100x; F) Grupo
indometacina, aumento de 200x. Coloracdo por HE. Figura representativa de trés
experimentos independentes.
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Figura 23 - Fotomicrografias de cortes histologicos dos tecidos da bolha de ar dos grupos
tratados com Fr2Ppg, nos aumentos de 100x e 200x. A) Grupo Fr2Ppg 0,02 mg/kg, aumento
de 100x; B) Grupo Fr2Ppg 0,02 mg/kg, aumento de 200x; C) Grupo Fr2Ppg 0,2 mg/kg,
aumento de 100x; D) Grupo Fr2Ppg 0,2 mg/kg, aumento de 200x. Os grupos A/B e C/D
receberam injecdo de carragenina 1% na cavidade da bolha no sexto dia do experimento e
tratamento v.0. com Fr2Ppg nas doses de 0,02 e 0,2 mg/kg. Coloracdo por HE. Figura
representativa de trés experimentos independentes.
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Figura 24 — Avaliacdo da atividade da Fr2Ppg sobre a migracdo de neutrofilos através do
ensaio de transwell. Percentual de migracdo de neutréfilos. Os resultados expressam a média
+ DP de dois experimentos feitos em triplicata, sendo as diferencas estatisticamente

significativas avaliadas pelo teste ANOVA seguido de Dunnett em relacdo ao controle
positivo com etanol (Ctr pos ¢/EtOH). *p<0,05; ***p<0,0001.

Houve um estimulo (3,9x) da migracdo de neutréfilos no controle com quimioatraentes
(Ctr pos ¢/ EtOH) em relacéo ao controle negativo (Ctr neg) sem quimioatraente (p<0,001), o
que validou a utilizagdo do sobrenadante do exsudato do grupo controle com carragenina neste
ensaio de migracdo. Para a quantificacdo do nimero de neutréfilos do controle positivo, as
amostras foram analisadas por citometria de fluxo e a regido de predominancia destas células
(considerando tamanho e granulosidade) foi delimitada por dotplot, consistindo em 90% do
numero total de células presentes no sedimento do exsudato. N&o houve interferéncia do
diluente das amostras (Crt EtOH) no ensaio de migragéo. Houve reducdo de 31,4% e 21,5% na
migracdo de neutrdéfilos com a Fr2Ppg a 80 pg /mL e a indometacina (3 pg /mL),

respectivamente (Figura 24 ).
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4.4 Sub-fracionamento da fragdo Fr2Ppg isolado do ExHPpg

Foram aplicados 10 g da fracdo Fr2Ppg em coluna de silica gel 60 coletando-se apds o

fracionamento 54 eluatos, recuperando-se uma massa total de 8 g (80%).

4.4.1 Perfil cromatogréafico das sub-fraces obtidas da Fr2Ppg (TLC)

Visando reunir em sub-fragdes os eluatos obtidos durante o fracionamento da fracdo
Fr2Ppg em coluna de silica, foi realizado uma screening inicial do perfil cromatografico em
placas de TLC (Figura 25). O grupo de eluatos de 1 a 17 mostrou menor complexidade de
bandas, com evidéncia de banda Unica em 3, 4 e 5, ao final da corrida, indicando substancias
mais apolares (placa A). Os eluatos 18 a 23 apresentaram semelhancas nas caracteristicas das
bandas, com bandas majoritarias na parte superior da corrida, portanto, mais apolares (placa
B). Entre os do eluato 24 a 26 observou-se maior complexidade de bandas, com diferentes
coloracdes, distribuidas por toda a placa (diferentes polaridades), havendo mudanca de perfil
a partir do eluato 27, com predominancia de substancias mais polares.

Desta forma, foi modificada a composicao da fase moével para melhorar a resolucao
(placas C e D). Em funcéo da semelhanca dos perfis cromatogréficos e baseando-se em
caracteristicas como polaridade, coloracdo, complexidade e localizacdo das bandas, os eluatos
foram reunidos nas sub-fracdes, SF2.1, SF2.2, SF2.3, SF2.4 e SF2.5, como detalhado na
Figura 25.

4.4.2 Perfil cromatografico das sub-fracdes SF 2.1 a SF 2.5 da Fr2Ppq por CG-MS

As sub-fracdes da Fr2Ppg obtidas foram analisadas por cromatografia de fase gasosa
acoplada a espectrometro de massas e seus cromatogramas estdo representados na Figura 26.
A SF 2.1 apresentou predominéncia de picos entre 10 e 17,5 minutos de corrida, com
intensidade de até 8 UA, em uma regido indicadora de maior apolaridade dos compostos
presentes. Nessa regido pode-se observar quatro picos majoritarios com tempos de retencao de
10,162; 10,315; 13,357 e 16,311 minutos. A SF 2.2 apresentou picos de menor intensidade
(até 3 UA), com maior incidéncia de picos em uma regido mediana do cromatograma, entre 10

e 21 minutos de corrida com um pico majoritario com tempo de retengédo de 10,755 minutos.
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Figura 25 — Cromatografia em camada delgada dos eluatos do fracionamento da FR2Ppg. As
placas de Silica gel 60 de 10 x 20 cm A e B, foram desenvolvidas com a fase movel
AcOEt:Hex (15:85 v/v) e as placas C e D, com a fase movel AcOEt:Hex (30:70 v/v) e
reveladas para terpenoides com &cido sulfarico 1% e vanilina 1%. 1) Eluatos 1-6, SF2.1; 1)
Eluatos 7-26, SF2.2; 1ll) Eluatos 27-36, SF2.3; IV) Eluatos 37-44, SF2.4; V) Eluatos 45-54,
SF2.5.
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Figura 26 - Perfis cromatograficos obtidos por cromatografia gasosa enw&m das sub-
fragOes originadas da fracdo Fr2Ppg. As temperaturas do injetor e detector foram 220 e
290C°, respectivamente. A programacao de temperatura utilizada foi de 100°C até 300°C com
gradiente de 7C°minuto. Foi aplicado 1 pL de cada amostra solubilizada em metanol.
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A SF 2.3 apresentou maior complexidade com picos distribuidos entre 10 e 27,5
minutos, caracterizando maior variacdo da polaridade dos compostos presentes. A SF 2.4 e a
SF 2.5 exibiram predominancia de picos na mesma regido com TR entre 14 e 28 minutos. A
SF 2.4 exibiu maior nimero de picos majoritarios e de maior intensidade do que a SF 2.5, que
apresentou dois picos majoritarios com TR de 14.217 e 28.601 minutos em uma faixa de
intensidade de até 1,25 UA.

4.4.3 Potencial anti-inflamatdrio agudo das sub-fracdes da Fr2Ppg

Foram testadas as cinco sub-fragdes originadas do fracionamento da fragdo Fr2Ppg no
modelo de bolha de ar (Figura 27). A SF 2.1 exibiu potencial anti-inflamatoério reduzindo em
54,7% e 48,6% (8,3 e 8,9 milhGes de células) o nimero total de células do exsudato no
tratamento com as doses 0,02 e 0,2 mg/kg, respectivamente, se comparado com 0 grupo
controle com carragenina tratado apenas com o ao veiculo (18,3 milhdes de células) (Figura
27A). Para a SF 2.2 (Figura 27B), observou-se eficacia no tratamento com a menor dose, com
inibicdo de 79% (12,19 milhdes de células), em relacdo ao grupo carragenina (57,8 milhdes de
células), o que ndo observado com a maior dose (p>0,05). A sub-fracdo SF 2.3, produziu
51,9% de inibicdo (21,63 milhdes de células) em relacdo ao grupo carragenina (44,92 milhGes
de células), ndo se observando inibicdo significativa no tratamento com a maior dose (Figura
27C). De maneira semelhante o tratamento com a SF 2.4 (Figura 27D) reduziu o numero total
de leucocitos no exsudato em 54% apenas na menor dose (20,6 milhdes de células) em relacédo
ao veiculo (44,92 milhGes de células). Finalmente, a SF 2.5 (Figura 27E) apresentou uma
quantidade total de leucécitos semelhante ao grupo carragenina (42 milhGes de células) nas
doses 0,02 (42,3 milhdes de células) e 0,2 mg/kg (49,9 milhdes de células).

Visto que a SF 2.1 exibiu efeito anti-inflamatdrio em ambas as doses testadas e que SF
2.2 apresentou percentual anti-inflamatorio de quase 80% na menor dose testada, decidiu-se

realizar as demais analises apenas para estas duas sub-fracdes.
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4.4.3.1 Dosagem do contetdo total de proteina no exsudato da bolha das sub-fragcdes da
fracdo Fr2Ppg

Foi avaliado o efeito das subtracdes SF 2.1 e SF 2.2 no teor proteico do exsudato da
bolha. Podemos observar um aumento do conteddo de proteinas no grupo controle tratado
com carragenina (Figura 28 A e B) em relacdo ao grupo que recebeu apenas salina fisiologica.
Para o grupo indometacina houve inibicdo de 74% (Figura 28A) ou 73,3% (Figura 28B) do
extravasamento proteico. No tratamento com a sub-fragdo SF 2.1 observou-se uma reducéo da
concentracdo de proteina de 71,1% e 68,2%, para as doses 0,02 e 0,2 mg/kg, respectivamente,
com valores de 2 e 2,2 mg/mL, em relagdo ao grupo carragenina (7 mg proteina/mL) (Figura
28A). Com a SF 2.2 houve uma reducdo do teor de proteina total em relacdo ao grupo
carragenina (Figura 28B) de 73,3% e 30,4% para as doses 0,02 mg/kg e 0,2 mg/kg,
respectivamente (1,5 e 3,9 mg/mL).

4.4.3.2 Analise macroscoépica das alteracbes morfologicas no tecido da bolha das sub-fracbes

da fracdo Fr2Ppg

Os tecidos das bolhas foram removidos para avaliacdo das possiveis alteracdes
vasculares e teciduais através de uma analise macroscopica do material. E possivel visualizar
sinais como vermelhiddo, vasodilatacdo e possivelmente formacdo de novos vasos em bolhas
de animais que receberam carragenina na cavidade e tratamento oral com o veiculo (Figura 29
A e F) se comparados a animais tratados com droga padrédo Indometacina (Figura 28 B e G)
ou com as doses 0,02 (Figura 29D) ou 0,2 mg/kg (Figura 29E) da SF 2.1 e 0,02 ((Figura 291)
ou 0,2 mg/kg (Figura 29J) da SF 2.2. Além disso, animais que receberam apenas salina

fisiolégica no interior da bolha de ar ndo apresentam sinais inflamatérios (Figura 29C e H).
4.4.3.3 Alterages histoldgicas do tecido da bolha das sub-fragdes da fracido Fr2Ppg
O processamento histoldgico da pele do dorso dos animais foi realizado para

avaliar alteragdes histoldgicas como espessamento e infiltrado de polimorfonucleares (Figura
30).
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Figura 28 - Avaliacdo da atividade das sub-fragdes obtidas da Fr2Ppg sobre a concentragéo de
proteina total do exsudato no modelo air pouch. A) SF2.1 e B) SF2.2. Foram administradas as
doses de 0,02 e 0,2 mg/kg em camundongos SW (n = 5/grupo). Os resultados expressam
média + DP de dois experimentos, *p<0,05; ***p<0,0001 em relacdo ao grupo controle com
carragenina tratado com o veiculo (teste ANOVA seguido de Dunnett.
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Figura 29 - Avaliacdo do efeito do tratamento com as sub-fragbes SF 2.1 e SF 2.2 sobre
alteracbes morfoldgicas do tecido da bolha. Animais do grupo carragenina (A e F), grupo
tratado com indometacina (B e G), grupos inoculados com salina (C e H) e grupos tratados
com as sub-fragGes SF 2.1 ou SF 2.2 nas doses de 0,02 mg/kg (D e 1), respectivamente e 0,2
mg/kg (E e J), respectivamente. Imagens fotograficas representativas de cada grupo (trés
experimentos).



Figura 30 - Fotomicrografias de cortes histologicos dos tecidos da bolha de ar dos grupos
controle nos aumentos de 100x e 200x. A) Grupo controle carragenina, aumento de 100x; B)
Grupo controle carragenina, aumento de 200x; C) Grupo controle salina, aumento de 100x; D)
grupo controle salina, aumento de 200x; E) Grupo indometacina, aumento de 100x; F) Grupo
indometacina, aumento de 200x. Coloragdo por HE. Figura representativa de trés
experimentos independentes.
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Nas Figuras 30A e 30B observa-se o tecido da bolha de um animal do grupo salina
com a pele delgada e sem infiltrado inflamatério. As Figuras 30C e 30D apresentam as
alteracdes de um animal do grupo controle com carragenina, tratado com etanol 15% 1,25%
Tween-20, em diferentes aumentos, 100x e 200x, respectivamente. Pode-se observar um
espessamento da pele e acimulo de leucdcitos na camada mais interna da bolha, em relagdo ao
tecido de um animal do grupo salina. A droga padrdo, indometacina foi capaz de reduzir o
infiltrado de leucdcitos na camada mais interna da bolha ( Figuras 30E e 30F).

Em relacdo ao efeito das sub-fragdes SF 2.1 (Figura 31) e SF 2.2 (Figura 32),
observamos reducdo do infiltrado inflamatério na camada mais interna da bolha em ambas as
doses destas sub-fragdes, embora com intensidades diferentes. A SF 2.2 na dose 0,2 mg/kg
mostrou reducéo da infiltracdo leucocitaria no tecido da bolha (Figura 32C e 32D) associada a
uma celularidade alta no exsudato (Figura 27B) diferentemente de todas as outras amostras

analisadas.

4.4.4 Andlise da SF 2.1 a SF 2.2 da Fr2Ppg por CG-MS

Como descrito anteriormente, os eluatos provenientes do fracionamento da Fr2Ppg
foram evaporados separadamente e posteriormente reunidos em cinco sub-fracdes para analise
do potencial anti-inflamatério. Tendo em vista a predominancia dos efeitos biolégicos nas
sub-fracbes SF2.1 e SF2.2, os eluatos destas regifes do fracionamento foram reunidos em
novos subgrupos visando a analise de sua composi¢do por GC-MS (Figura 32 e 33). A SF2.1
foi subdividida em SF2.1.1 (eluatos 1 e 2) e SF2.1.2 (eluatos 3 a 6), enquanto a SF2.2 foi
subdividida em SF2.2.1 (eluatos 7 a 10), SF2.2.2 (eluatos 11 a 17), SF2.2.3 (18 e19), SF 2.2.4
(eluato 20) e SF2.2.5, (eluatos 21 a 26).

Para a SF 2.1.1 pode-se observar trés picos majoritarios com tempos de retencéo entre
10 e 17,5 minutos ( tempos de retencdo de 10,163; 13,357 e 16,317 minutos), apresentando
intensidade de até 4 UA. A SF 2.1.2 exibiu um conjunto de picos na regido mais inicial do
cromatogramas (tempos de retencdo entre 9 e 15 minutos), indicando maior apolaridade das
substancias ali presentes. O perfil de SF 2.2.1 exibiu um conjunto de picos entre 10 e 17,5
minutos, apresentando cinco picos majoritarios com tempos de retencdo de 10,174; 10,338;
11,780; 13,364 e 16.323, presentes em regido mediana do cromatograma. A SF 2.2.2

apresentou trés picos majoritarios distribuidos pelo cromatograma com tempos de retencao de



81

14,616; 22,756 e 23,439 minutos. A SF 2.2.3 exibiu dois picos majoritarios com tempos de
retencdo de 14,167 e 14,616 minutos e a SF 2.2.4 quatro picos majoritarios com tempos de
retencdo de 9,784; 10,311; 14,171 e 21,057 minutos. Para a SF 2.2.5, o perfil cromatografico
exibiu um pico majoritario com tempo de retencdo de 10,351 minutos com intensidade de 10
UA. A partir da anélise dos fragmentogramas de picos presentes nos cromatogramas das
Figuras 33 e 34 foram identificados por comparagdo com o banco de dados NIST do GC-MS,
0s compostos mostrados na Tabela 2 correlacionando-os com seus respectivos tempos de

retencdo e indices de similaridade (%).
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Figura 31 - Fotomicrografias de cortes histolégicos dos tecidos da bolha de ar dos grupos
tratados com a SF2.1, nos aumentos de 100x e 200x. A) Grupo SF2.1 0,02 mg/kg, aumento de
100x; B) Grupo SF2.1 0,02 mg/kg, aumento de 200x; C) Grupo SF2.1 0,2 mg/kg, aumento de
100x; D) Grupo SF2.1 0,2 mg/kg, aumento de 200x. Coloracgdo por HE. Figura representativa
de trés experimentos independentes.
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Figura 32 - Fotomicrografias de cortes histologicos dos tecidos da bolha de ar dos grupos
tratados com a SF2.2, nos aumentos de 100x e 200x. A) Grupo SF2.2 0,02 mg/kg, aumento de
100x; B) Grupo SF2.2 0,02 mg/kg, aumento de 200x; C) Grupo SF2.2 0,2 mg/kg, aumento de
100x; D) Grupo SF2.2 0,2 mg/kg, aumento de 200x. Coloracao por HE. Figura representativa
de trés experimentos independentes.
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Figura 33 - Perfis cromatograficos obtidas por cromatografia gasosa em CG-MS das
sub-fragOes originadas do Fr2Ppg. As temperaturas do injetor e detector foram 220 e
290C°, respectivamente. A programacdo de temperatura utilizada foi de 100°C até
300°C com gradiente de 7C°minuto. Foi aplicado 1 pL de cada amostra solubilizada
em metanol.
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Figura 34 - Perfis cromatograficos obtidos por cromatografia gasosa em CG-MS das
sub-fracdes originadas da Fr2Ppg. As temperaturas do injetor e detector foram 220°C
e 290°C, respectivamente. A programacédo de temperatura utilizada foi de 100°C até
300°C com gradiente de 7C%minuto. Foi aplicado 1 uL de cada amostra solubilizada
em metanol.
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Tabela 2 — Identificacdo de componentes das sub-fracdes SF 2.1 e SF 2.2 através da biblioteca
NIST do GC-MS, com seus respectivos indices de similaridade.

Tr indice de similaridade
Compostos (min) %)
1- Heptadeceno 13,357 97%
1- Nonadeceno 16,317 93%
Oxido de cariofileno 10,163 9%
Oxido de cariofileno 10,267 95%
Trans-farnesil acetato 13,051 0%
Trans-farnesil acetato 14,167 95%
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5 DISCUSSAO

Uma revisdao na literatura mostra claramente que nos ultimos 25 anos, pouco, se
nenhum campo na ciéncia da América Latina tem progredido tdo rapidamente como a
pesquisa em produtos naturais. Também sdo relevantes os esforcos para estabelecer
colaboracdo entre universidades e industrias farmacéuticas, com o objetivo de produzir novos
medicamentos aprovados por seguranca, qualidade e eficacia (Calixto, 2005).

A natureza se desenvolveu ao longo do tempo para produzir uma grande diversidade de
metabdlitos secundarios. Os extratos de produtos naturais representaram durantes anos 0s
unicos medicamentos disponiveis para 0 homem, que se baseavam em observacdes e folclore
popular. Entretanto, extratos brutos ainda sdo considerados como principal ferramenta no
combate as enfermidades no mundo ocidental (Ganesan, 2008).

Como a espécie Pterodon polygalaeflorus é conhecida popularmente pelo seu potencial
anti-inflamatorio e é largamente utilizada no tratamento de diversas enfermidades. Este
trabalho teve como objetivo analisar e confirmar esse efeito, através de modelos in vivo de
inflamacdo e biomonitorar o fracionamento do ExHPpg, como forma de contribuir para o
conhecimento etnofarmacoldgico desta espécie.

A inflamacdo é uma resposta adaptativa acionada por estimulo néxico e condicdes
como infeccdo e dano tecidual (Uddin e Levi, 2011). A resposta inflamatéria aguda é uma
sequéncia de eventos coordenados que envolvem diversas alteracGes moleculares, celulares e
fisioldgicas. O processo inicia-se com a producdo de mediadores pelas células residentes
(macrofagos, células dendriticas, linfocitos, células endoteliais, fibroblastos e mastdcitos) que
promovem a exsudacdo de proteinas e influxo de leucdcitos do sangue. Os leucdcitos,
tipicamente neutrofilos, inicialmente, fagocitam e eliminam microrganismos invasores através
de mecanismos intracelulares, acompanhados de processos anti-inflamatérios e pro-
resolutivos que blogueiam o excessivo recrutamento continuo de neutrofilos e formacdo de
edema (Stables e Gilroy, 2011).

As plantas podem produzir diferentes tipos de metabolitos secundarios, 0s quais vém
sendo usados pelo homem por suas diversas caracteristicas e aplicagdes (Zwenger e Basu,
2008).

O fracionamento biomonitorado de extratos de plantas medicinais, realizado por
técnicas cromatograficas de separacdo, leva ao isolamento dessas moléculas e outras
biologicamente ativas, cuja estrutura quimica pode ser determinada por métodos

espectroscopicos modernos, como por exemplo, Espectrometria de Massa, Ressonancia
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Magnética Nuclear, Ultra Violeta e Infra Vermelho, (Philipson, 2003). Terpenoides sdo
definidos como metabdlitos secundarios com estruturas moleculares contendo esqueletos de
unidades de isopreno (2-butametil- 1,3 dieno). Mais de 36.000 terpenoides ja foram
identificados, fazendo deste grupo o maior de metabdlitos secundarios (Yamunadevi, 2011).
Brinker e colaboradores (2007) descreveram a reducdo da resposta inflamatoria e autoimune,
utilizando o diterpeno do género tripterygium em experimentacao bioldgica.

Depois de demonstrada a acdo anti-inflamatéria do ExHPpg, o mesmo foi submetido ao
fracionamento em coluna de silica gel 60. Obtiveram-se quatro fracdes (FrlPpg, Fr2Ppg,
Fr3Ppg e Fr4Ppg). As fracbes Fr2Ppg e Fr4Ppg foram as de maior rendimento com 26,6 e
37,4%, respectivamente (Tabela 1) e destas a fracdo Fr2Ppg foi a que apresentou maior acéo
anti-inflamatoria, sendo por esta razdo sub-fracionada. Realizou-se cromatografia de camada
delgada (TLC) com revelacdo para terpenoides para analise do conteudo do conteudo do
ExHPpg, fragdes e sub-fracbes obtidas de Pterodon polygalaeflorus. A cromatografia por
TLC é um método simples de andlise usado na separa¢do dos constituintes de uma mistura. Na
fina camada de adsorvente (silica, alumina, etc.) depositada sobre uma superficie plana os
constituintes migram de forma diferenciada envolvendo interagcdes intermoleculares entre o0s
constituintes, o eluente e o adsorvente utilizado (Moura et al., 1997).

Neste trabalho, a analise cromatografica por TLC realizada para ExHPpg, fracdes e sub-
fracdes foi realizada com fase mével de elevada apolaridade permitindo a melhor distribuicdo
de compostos mais apolares através da silica. Apds revelacdo para terpenoides uma grande
guantidade de bandas foi observada para o ExHPpg (Figura 15) demonstrando grande
complexidade de substancias. Esse perfil mostrou-se semelhante ao exibido para a Fr3Ppg,
com uma faixa extensa de substéncias polares (mais préximas da origem). Para as fracdes
FriPpg e Fr2Ppg, houve concentracdo de bandas (uma a duas) em uma regido mais apolar,
visto que se encontraram ao final da corrida na placa. A fracdo Fr4Ppg apresentou maior
predominancia de bandas no inicio da corrida, mostrando o carater mais polar dos compostos
dessa fracdo, com quatro bandas mais evidentes. As caracteristicas de polaridade apresentadas
pelas substancias presentes nas fragdes, nas condi¢des realizadas da TLC, estdo de acordo com
as condicdes de fracionamento (Silica gel- 60) e eluicdo (misturas solventes utilizadas) no
fracionamento do ExHPpg. Além disso, foi realizada cromatografia por fase gasosa acoplada a
espectrometro de massas para avaliacdo do perfil das fragdes (Figura 16).

A anédlise de metabdlitos de plantas € frequentemente realizada utilizando ensaios
enzimaticos especificos ou técnicas cromatograficas como HPLC ou GC, os quais registram o

tempo de retencdo das substancias e o utiliza como pardmetro para a identificagdo de
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compostos comparados a substancias padrdes (Roessner et al., 2000). De outra forma, tais
metodologias podem ser associadas & espectrometria de massas, RMN, etc., também para
identificar as substancias presentes na amostra.

Neste trabalho, o perfil cromatografico por GC-MS da FrlPpg apresentou
predominancia de picos em regido indicativa de maior apolaridade de substancias,
caracteristica j& observada para essa fracdo no perfil cromatogréfico por TLC. A Fr2Ppg
apresentou picos distribuidos por toda a placa, com menor intensidade que a FriPpg, porém
exibiu pico majoritario com tempo de retencdo de 10,355 minutos. As fracbes Fr3Ppg e
FrdPpg exibiram cromatogramas com picos em regides mais polares. Desta forma, o
fracionamento permitiu separar, a partir do ExHPpg fragdes com diferentes substancias.

A fim de estudar o perfil de substancias presentes na fracdo Fr2Ppg, por esta ter
apresentado acao anti-inflamatoria significativa, realizou-se o sub-fracionamento da mesma.
Este também foi monitorado por TLC (Figura 24) e também analisado por cromatografia em
fase gasosa (Figura 25). As bandas, no geral, apresentaram boa separacdo em fungdo dos
eluatos coletados da coluna de silica. A sequéncia de eluatos (1 a 26) apresentou bandas de
diversas coloracdes indicando diversidade de compostos. As diferentes polaridades das
substancias eludias da coluna também estéo de acordo com as misturas de solventes usados na
eluicédo da coluna.

Visando determinar possiveis substancias presentes nas sub-fracbes SF 2.1 e SF 2.2,
buscou-se uma menor complexidade dessas amostras, reduzindo o nimero de eluatos reunidos
em cada subgrupo (Figuras 33 e 34). Os cromatogramas referentes a tais subdivisdes exibiram
grande distribuicdo dos picos indicando extensa diferenca de apolaridade das substancias
presentes nas sub-fragdes. A identificacdo e alguns desses componentes foram sugeridos

(Tabela 2) de acordo com seus tempos de retencdo e indices de similaridade de acordo com a

biblioteca NIST do GC-MS. A SF 2.1.2 apresentou dois picos, dentre os majoritarios, com
indices de similaridade de 95% com a estrutura do Oxido de cariofileno. Estudos fitoquimicos
realizados por Teixeira (2003) no extrato hexanico de Pterodon emarginatus mostraram a
presenca de acidos graxos, sesquiterpenos, (a-cariofileno, B-cariofileno, mirceno, a-pineno,
farneseno) e diterpenos triciclicos furanicos com o isolamento do 6a,7p-diacetoxivouacapano-
17B-oato de metila. O oxido de cariofileno foi isolado da espécie de planta Annona squamosa
por Chavan e colaboradores (2010), e foi atribuida a essa substancia as atividades analgésica e
anti-inflamatoria em modelos animais de nocicepcéo induzida por &cido acético e edema de
pata induzido por carragenina. Além disso, a sub-fracdo 2.2.3 exibiu dois picos majoritarios,

com 90 e 95% de indice de similaridade com compostos derivados do Trans-farnesil acetato.
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Dutra e colaboradores (2009) exibiram o perfil quimico do 6éleo essencial de sementes de
Pterodon emarginatus o qual apresentou percentuais de 0xido de cariofileno e farnesil acetato
em sua composicao. Foram avaliadas as atividades anti-ulcerogénica e anti-inflamatoria em
modelos animais.

O biomonitoramento inicial das fragbes Frl a Fr4, obtidas do ExHPpg, foi realizado
empregando o modelo de edema de pata induzido por carragenina (Figura 17), visando sua
comparacdo com o efeito ja observado para o ExHPpg (Vigliano, 2010). Este modelo
experimental, originalmente descrito para ratos por Winter e colaboradores (1962), é muito
utilizado para avaliar o potencial anti-inflamatério de farmacos. A carragenina é um
polissacarideo proveniente de alga marinha, sendo considerada um agente edematogénico ndo
especifico, que promove a liberagcdo de varios mediadores quando injetada na pata do animal
(Winter et al., 1962). A resposta inflamatoria é frequentemente avaliada pelo aumento no
tamanho da pata (edema), e € modulada por diversas moléculas (Morris, 2003). O edema de
pata induzido por carragenina em camundongos é similar ao que foi mostrado por Winter e
colaboradores (1962) em ratos. O modelo é bifasico, a primeira fase ocorrendo até 24 h e a
segunda entre 24 e 72 h apds a injecdo de carragenina (Henriques et al., 1987). Durante a
primeira fase sdo descritos trés estagios da resposta inflamatéria. O primeiro estagio (1 h)
envolve a liberacdo de histamina e serotonina, e € seguido de um segundo estagio (2 h),
mediado por cininas, principalmente bradicinina. e finalmente o Gltimo estagio (3-4 horas
apos o estimulo) é atribuido a producdo local de prostaglandinas, especialmente aquelas das
séries E (Morris, 2003).

As fracbes FrlPpg e Fr2Ppg (Figura 13) foram as que apresentaram melhores
resultados no modelo de edema de patas induzido por carragenina, inibindo
significativamente o edema (P<0,05) em diferentes estagios do modelo. Embora ambas as
fracdes tenham apresentado potencial anti-inflamatério, neste trabalho foi priorizada a Fr2Ppg
para prosseguimento dos estudos em funcdo de seu maior rendimento no fracionamento.
Neste trabalho foi utilizada a droga padrdo indometacina, um anti-inflamatérios néo
esteroidais (AINES). Os AINES representam as mais antigas e satisfatdrias drogas conhecidas
na medicina moderna e sdo efetivos para alivio da dor, febre e inflamagéo pela inibi¢do da
sintese de prostaglandinas (Vonkeman e Van de Laar, 2010-). Como esperado, a indometacina
foi eficaz nos tratamentos dos animais nos modelos testados inibindo a inflamag&o em torno
de 70%. Se comparado ao tratamento exercido pela indometacina, o tratamento com as doses

de ExHPpg, fragdes e sub-fracbes foi capaz de inibir os indices inflamatérios.
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Visto que, a primeira linha de defesa imunoldgica do organismo é a resposta inata
imune, na qual participam ativamente os neutrofilos e visando avaliar se o tratamento poderia
estar interferindo na migracdo desses neutrofilos na inflamagdo aguda buscou-se avaliar a
presenca destas células no exsudato da cavidade dos animais no modelo air pouch. Este
modelo foi primeiramente descrito por Selye (1953) e tem sido utilizado como uma
importante ferramenta para se avaliar mecanismos da resposta inflamatoria a uma série de
agentes quimicos, incluindo zimosan e carragenina (Kon et al., 1999). Embora existam outros
modelos experimentais para estudar a resposta inflamatéria aguda, como a pleurisia e a
peritonite, a bolha de ar subcutanea apresenta a vantagem de ser de facil desenvolvimento e
manutencdo e de permitir diversas analises nos fluidos nela formados (Sedgewick et al.,
1985). A injecdo de um irritante no interior da cavidade induz uma resposta inflamatéria que
se assemelha a observada na articulacdo reumatoide (Ellis et al., 2000). Estudos realizados
por Garcia-Ramallo e colaboradores (2002) mostraram o papel das células residentes no
desenvolvimento da inflamagdo. Tais células quando estimuladas, liberam TNF-a,
responsavel pela inducdo da sintese de quimiocinas e, como consequéncia a migracdo de
leucdcitos. Outras citocinas como IL-1 e IL-6 também participam deste processo.

Neste trabalho o estimulo da inflamacdo foi feito por injecdo de carragenina 1%, no
interior da cavidade dorsal formada em camundongos. A inducdo da inflamacdo foi eficiente
com média de 36,7 £+ 14,7 milhdes de células nos grupo carragenina se comparada a média de
células de animais que receberam injecdo de 1 mL de salina estéril 0,9% (1,2 + 0,8 milhdes de
células) (Figuras 14A, 19A e 27 A, B, C, D e E), o0 que representa um aumento médio de
96,8% de células no exsudato. Estes resultados estdo de acordo com Romano e colaboradores
(1997), que verificaram que o estimulo com carragenina 1% na cavidade da bolha de
camundongos machos CD1, levou a uma média de migracdo de 28,95 + 8,4 milhGes de
celulas.

O tratamento com a droga padrdo mostrou-se efetivo na reducdo do nimero de células,
se comparada ao grupo carragenina, apresentando média de 9,1 + 5,4 milhdes de celulas, o
que representa uma reducdo media de 75,2% no numero total de leucocitos (Figuras 14A,
19A e 27 A, B, C, D e E). Ambas as doses do Extrato hexanico de Pterodon polygalaeflorus
(ExHPpQ) testadas, exibiram reducdo do namero de células em relagdo ao grupo carragenina,
com percentual de inibicdo de 70,6% e 62,94%, respectivamente. Estudos anteriores em nosso
laboratério também demonstraram uma atividade analgésica do ExHPpg no modelo de

nocicepg¢éo induzida por formalina em camundongos (Pinto, 2006).
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Para avaliacdo dos efeitos do ExHPpg nos tipos celulares envolvidos na resposta
inflamatoria desenvolvida na bolha, realizou-se a contagem diferencial de leucdcitos nos
exsudatos coletados da mesma em cada grupo de animais. Foi observada a predominancia de
neutrofilos no exsudato da bolha dos grupos controle positivo de carragenina, o que ja é
descrito na literatura para este modelo (Morikawa et al., 2003). Nao se observou também
diferengas significativas dos tratamentos com as amostras de Ppg ou indometacina no nimero
de mondcitos, linfocitos e eosinofilos (dados ndo mostrados). Desta forma, os efeitos dos
tratamentos na migracgéo celular para a bolha foram mostrados apenas sobre a contagem total
de células e nimero de neutrdfilos presentes nestes exsudatos (Figuras 14 e 19).

Também foi realizada a dosagem de conteldo total de proteina no exsudato dos

diferentes grupos, a fim de verificar alteracbes da concentracdo proteica, visto que durante o
processo inflamatorio agudo ha extravasamento de proteinas plasmaticas (Francischetti et al.,
2010). Os exsudatos de animais que receberam a menor dose de ExHPpg, Fr2Ppg, SF 2.1 e
SF 2.2 (0,02 mg/kg), os quais apresentaram menor ndmero de neutrofilos na bolha, também
apresentaram maior reducao na concentracdo de proteina em relacdo ao grupo carragenina e a
dose de 0,2 mg/k. Em contrapartida, o tratamento com a maior dose (0,2 mg/kg) funcionou
apenas para ExHPpg e Fr2Ppg (Figuras 15, 20 e 28 A e B).
A reacdo inflamatdria é um fendmeno estereotipado cujos sinais cardinais foram primeiro
descritos por Celsus (40 a.C.) como sendo rubor, tumor, calor e dor. A estes, Galeno
adicionou a perda de funcdo. No século XVII, John Hunter sugeriu que os sinais observados
na inflamacdo poderiam ocorrer devidos a liberacdo de substancias quimicas no local da
reacao.

Os tecidos seccionados do dorso dos animais no ensaio da bolha de ar, foram
analisados macroscopicamente para avaliacdo das alteracdes vasculares e teciduais apds 0s
tratamentos ou ndo com as amostras de Ppg. E possivel visualizar aumento do calibre dos
vasos e vermelhidao nos tecidos dos animais do grupo carragenina (Figuras 16A, 21A, 29A e
F), 0 que ndo é observado nos tecidos dos animais que recebem apenas injecdo de salina
estéril, como esperado (Figuras 12C, 21C e 29 (C e H)).

O tratamento com indometacina reduziu principalmente a vasodilatagéo (Figuras 16B, 21B e
29 (B e G)), assim como o tratamento com o ExHPpg (Figura 16D e 16E) Fr2Ppg (Figura
21D e 21E), SF 2.1 (Figuras 29D e 29E) e SF 2.2 (Figuras 291 e 29J), embora a eficiéncia do

efeito com as doses varie entre as amostras.
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Em seguida, esses tecidos foram submetidos a processamento histolégico para
avaliacdo de reducdo ou ndo de infiltrado inflamatério e espessamento da derme no
tecido.Apos processamento dos tecidos da bolha para analise histoldgica observou-se que o
tecido de animais do grupo carragenina (Figuras 16, 22 e 30 (C e D)), apresentaram grande
infiltrado inflamatorio, principalmente nas camadas mais internas e espessamento da pele,
caracteristicas ndo apresentadas em tecidos de animais dos grupos salina (Figuras 17, 22 e 30
(A e B)). Com excecdo da maior dose da Fr2Ppg (Figuras 23C e 23D), ambas as doses do
ExHPpg (Figura 18) e das doses de SF 2.1 (Figuras 31D e 32E) e SF 2.2 (Figuras 321 e 32)),
além da dose 0,02 mg/kg da Fr2Ppg (Figuras 23A e 23B) reduziram o infiltrado inflamatério
assim como o tratamento com a indometacina (Figuras 17, 22 e 30 (E e F)).

A analise conjunta dos resultados com a maior dose da Fr2Ppg no modelo da bolha nédo
mostra acdo anti-inflamatéria importante, ndo reduzindo significativamente a vasodilatacéo
ou a migracdo de neutrofilos para o exsudato ou extravasamento de proteinas ou o infiltrado
inflamat6rio na camada mais interna do tecido removido da bolha. J& o tratamento com a
dose 0,02 mg/kg foi efetivo em todos esses parametros.

O tratamento com a indometacina reduziu o infiltrado inflamatorio (17, 22 2 30 (E e F)) assim
como o tratamento, com excecdo da maior dose da Fr2Ppg as doses 0,02 e 0,2 mg/kg (Figuras
18, 23,e 31 (A, B, C e D)).

A transmigracdo de leucdcitos do sangue através das células endoteliais (CE) que
revestem 0s vasos sanguineos, geralmente vénulas pos-capilares para o local da injdria é um
estagio inicial da resposta inflamatoria (Lally et al., 2005 ). Essa migracdo celular é um
processo critico, ndo s para a resposta inflamatéria, mas também para os varios estagios do
desenvolvimento embrionario, e essencial para reparo tecidual e funcdo imune (Valster et al.,
2005).

Ja foi constatado por contagem diferencial que os leucécitos apresentam em torno de
95% de neutrdfilos no exsudato de animais do grupo induzido com carragenina no modelo de
bolha de ar. Dada a importancia do fendmeno de migracdo celular para o processo
inflamatorio objetivou-se avaliar também o efeito da Fr2Ppg sob a migracdo in vitro de
neutrofilos através do ensaio de transwell (Figura 20). O quimioatraente utilizado
(sobrenadante recolhido do exsudato da bolha) estimulou a migracdo de cerca de 45% das
celulas mostrando-se um quimioatraente eficiente para esse modelo.

Dentre as concentracOes testadas, a de 80 pg Fr2Ppg/mL exibiu um indice de inibicéo
significativo da migracdo de neutréfilos de 31,4% em relacdo ao indice de migracdo exercido

pelo quimioatraente, assim como a indometacina.



94

O presente estudo mostrou evidéncias significativas do potencial anti-inflamatdrio da espécie
Pterodon polygalaeflorus, inibindo consideravelmente o processo inflamatorio a nivel celular e
tecidual e permitiu um fracionamento satisfatorio em relacdo a separacdo de compostos e acdo
farmacoldgica. Tais resultados estimulam que sejam realizados estudos mais aprofundados,
relacionados ao isolamento de substancias e mecanismos de acdo sobre o sistema imune e

processo inflamatério.
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6 CONCLUSAO

De posse dos dados obtidos neste trabalho, conclui-se que:

O tratamento com ExHPpg e Fr2Ppg foi capaz de reduzir o indice de edema em
modelo de inflamac¢édo aguda (Edema de pata);

O modelo de Bolha de ar mostrou-se satisfatorio para avaliacdo da reducdo do nimero
de células e do teor de proteina, presentes no exsudato inflamatério de animais
tratados com ExHPpg, Fr2Ppg, SF 2.1 e SF 2.2.

As analises macroscépica e histologica dos tecidos das bolhas de animais tratados com
extrato, fragcdo e sub-fragdes também mostraram efeitos anti-inflamatdrios importantes
como reducdo da vasodilatacdo e infiltrado de neutréfilos, respectivamente;

O sobrenadante de exsudato inflamatério da bolha de ar mostrou-se eficiente como
agente quimiotatico in vitro para neutréfilos no ensaio de migracdo de células por
transwell. A fracdo Fr2Ppg 80 pg/mL foi capaz de reduzir significativamente o indice
dessa migracao in vitro de neutréfilos;

O fracionamento do ExHPpg, assim como o sub-fracionamento da Fr2Ppg foram
eficientes em obter algumas fracGes/sub-fracbes com perfis cromatograficos
diferenciados e rendimentos e acdo farmacoldgica relevantes;

Os resultados deste trabalho servirdo de base para estudos posteriores em relagéo aos
mecanismos envolvidos na ac¢do anti-inflamatéria do produto natural estudado.
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