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RESUMO

A planta Polygala sabulosa A.W. Bennett, popularmente conhecida como
“timutu-pinheirinho”, é uma planta caracteristica da zona de campos do
planalto catarinense e ¢ tradicionalmente utilizada para tratar afec¢des dos
rins, intestino e pulmdes. O objetivo do presente trabalho foi investigar o
efeito anti-inflamatério desta espécie e analisar o provavel mecanismo de
acdo de seu composto majoritario, no modelo de pleurisia induzida pela
carragenina em camundongos. Com este objetivo, o material vegetal foi
submetido a extracdo por maceragdo com etanol 96% a temperatura
ambiente por 7 dias para obtencdo do extrato bruto hidroalcodlico (EBH).
O EBH foi entdo submetido a extragdo sélido-liquido com solventes de
diferentes polaridades para obtencdo de trés diferentes fracdes, sendo
elas: fragdo hexanica (Hex), fracdo acetonica (Ac) e fracdo metandlica
(MeOH). O composto 7-preniloxi-6-metoxicumarina (PC) foi isolado da
fragdo Ac, identificado comparando-se dados de RMN H! ¢ C!3 com
literatura ja publicada e quantificado através de cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE-DAD). Para avaliacdo do efeito anti-inflamatorio
desta espécie foi realizada a quantificagdo de leucécitos totais e
neutréfilos, além da quantificagdo de exsudato na cavidade pleural. Além
disso, técnicas padronizadas descritas na literatura foram empregadas
com intuito de verificar o efeito da P. sabulosa sobre a atividade das
enzimas mieloperoxidase (MPO) e adenosina-deaminase (ADA) e sobre
as concentragdes de metabolitos do 6xido nitrico (NOy), e das citocinas
pro-inflamatodrias: fator necrose tumoral alpha (TNF-a) e interleucina 1
beta (IL-1pB). Com intuito de propor o mecanismo de acdo do composto
majoritario desta espécie, a atividade da PC foi avaliada sobre a expresséo
de mRNA das citocinas TNF-a, IL-1p e da enzima oxido nitrico sintase
induzida (iNOS), além de sua capacidade inibitoria sobre a fosforilacao
da subunidade p65 do fator nuclear kappa B (NF-xB) e da proteina
quinase induzida por mitdégeno p38 (p38 MAPK). Todos os paramétros
inflamatodrios foram avaliados 4 horas ap6s a indugdo da pleurisia. Em
todos os experimentos realizados a dexametasona (Dex 0,5 mg/kg, i.p.)
foi utilizada como farmaco de referéncia anti-inflamatoria. Para andlise
estatistica dos resultados utilizou-se o teste de analise varidncia ANOVA,
complementados pelo pos teste Newman-Keuls. Valores de p < 0,05
foram considerados significativos. O EBH, as fragdes Hex, Ac ¢ MeOH
e o composto isolado PC foram capazes de reduzir a migragédo leucocitaria
para a cavidade pleural as custas da inibi¢do de netréfilos, além da
exsudacdo (p < 0,05). Com excecdo do EBH que néo foi capaz de inibir a



exsudacdo em nenhuma das doses testadas (p > 0.05). Ainda, o EBH,
fracdes e a PC inibiram de forma significativa as atividades da MPO (p <
0,01) e ADA (p <0,01), e as concentragdes de NOx (p < 0,01), além das
citocinas TNF-a (p < 0,01) e IL-1B (p < 0,01). J& o composto isolado PC
foi capaz de reduzir a expressdo de mRNA do TNF-a (p <0,01), IL-1B (p
<0,01) e iNOS (p < 0,01) quando comparado ao grupo Cg. Finalmente,
o composto PC ainda inibiu significativamente a fosforilacdo da
subunidade p65 do NF-«xB (p <0,01) e a fosforilagdo da p38 MAPK (p <
0,05). Os resultados do presente estudo demonstraram que a P. sabulosa
possui atividade anti-inflamatoria importante e este efeito pode ser, ao
menos em parte, atribuido a seu composto majoritario que demonstrou
atividade inibitoria sobre duas importantes cascatas de sinalizagdo do
processo inflamatério deflagrado pela carragenina, o NF-xB e a p38
MAPK.

Palavras-chave: Pleurisia, camundongos, carragenina, Polygala
sabulosa, 7-preniloxi-6-metoxicumarina.



ABSTRACT

Study of the anti-inflammatory effect of Polygala sabulosa A.W.
Bennett in the model of pleurisy induced by carrageenan in mice.

Polygala sabulosa A.W. Bennett, popularly known as "timutu-
pinheirinho", is a characteristic species of the field area of Santa Catarina
plateau and is traditionally used to treat diseases of the kidneys, intestines
and lungs. The objective of this study was to investigate the anti-
inflammatory effect of this species and analyze the likely mechanism of
action of its major compound in the pleurisy model induced by
carrageenan in mice. To this end, the plant material was subjected to
extraction by maceration with 96% ethanol at room temperature for 7
days to obtain the crude hydroalcoholic extract (CE). The CE was then
subjected to solid-liquid extraction with solvents of different polarities to
obtain three different fractions, namely: hexane fraction (Hex) acetonic
fraction (Ac) and methanol fraction (MeOH). The compound 7-
prenyloxi-6-methoxycoumarin (PC) was isolated from the Ac fraction,
identified by comparing data from NMR H'! and C' with published
literature and quantified by high performance liquid chromatography
(HPLC-DAD). To evaluate the anti-inflammatory effect of this species
the quantification of total leukocytes and neutrophils, in addition to the
quantification of exudate in the pleural cavity were performed. In
addition, standard techniques described in the literature were used in
order to verify the effect of P. sabulosa upon the activity of the enzymes
myeloperoxidase (MPO) and adenosine-deaminase (ADA), upon the
nitric oxide metabolites concentrations (NOx), and pro-inflammatory
cytokines: tumor necrosis factor alpha (TNF-0) and interleukin 1 beta
(IL-1B). With intention to propose the mechanism of action of the major
compound of this species, the PC activity was evaluated upon the mRNA
expression of TNF-a, IL-1f and inducible nitric oxide synthase (iNOS),
and its inhibitory ability upon the phosphorylation of the p65 subunit of
nuclear factor kappa B (NF-kB) and the protein kinase-induced p38
mitogen (p38 MAPK). All inflammatory parameters were assessed 4
hours after pleurisy induction. In all of these work procedures,
dexamethasone (Dex 0.5 mg / kg, ip) was used as anti-inflammatory
reference drug. For statistical analysis, we used the analysis of variance
(ANOVA) followed by Newman-Keuls post-hoc test. p values <0.05
were considered significant. The CE, Hex, Ac and MeOH fractions and
the isolated compound, PC, were capable of reducing leukocyte migration



into the pleural cavity due the inhibition of neutrophils, besides the
exudation (p <0.05). With the exception of CE that was not able to inhibit
exudation in any of the tested doses (p> 0.05). Further, the CE, fractions
and PC significantly inhibited MPO (p <0.01) and ADA (p <0.01)
activities and NOy concentrations (p <0.01), also the cytokines TNF-a (p
<0.01) and IL-1B (p <0.01). The isolated compound PC was able to inhibit
mRNA expression of TNF-a (p <0.01), IL-1B (p <0.01) and iNOS (p
<0.01). Finally, the PC compound significantly inhibited the
phosphorylation of the p65 subunit of NF-kB (p <0.01) and p38 MAPK
(p <0.05). The results of this study showed that P. sabulosa has important
anti-inflammatory activity and this effect may be, at least in part,
attributed to its major compound that shown inhibitory activity against
two important signaling cascades in the inflammatory process produced
by carrageenan, the NF-kB and p38 MAPK.

Keywords: Pleurisy, mice, carrageenan, Polygala sabulosa, 7-prenyloxi-
6-methoxycoumarin.
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1. Introducio

A utilizagdo de produtos naturais e seus derivados por diferentes
culturas em todo mundo como agentes terapéuticos para o tratamento das
mais diversas doencas € tdo antigo quanto a humanidade. Existem relatos
de sua utilizagdo, por povos residentes onde hoje localiza-se o territorio
chinés, ha mais de 2500 A.C. (PETROVSKA, 2012). Mas ¢é nos dias
atuais, com o envelhecimento da popula¢éo, o alto custo apresentado por
farmacos sintéticos e seus efeitos adversos, que os produtos naturais vém
se tornando uma grande fonte de pesquisas de novas substancias com
potencial atividade terapéutica (KOEHN; CARTER, 2005;
PETRONILHO et al., 2012). Um exemplo ¢ a pesquisa de farmacos com
atividade anticancer, que de 1940 até 2010, das 175 moléculas
desenvolvidas pela induastria farmacéutica, 74,8% ndo sdo sintéticas e
destas, aproximadamente 50%, sdo diretamente produtos naturais ou
derivadas deles. Além disso, somente em 2010 metade das 20 novas
moléculas aprovadas para uso humano eram derivadas de produtos
naturais NEWMAN; CRAGG, 2012). Somente entre os anos de 2001 a
2010, 16 novas substancias oriundas de produtos naturais foram
aprovadas para uso clinico pelo 6rgdo Food and Drug Administration
(FDA) dos Estados Unidos da América (EUA) (KINGHORN et al.,
2011).

Neste cendrio o Brasil € mundialmente conhecido por abrigar em
suas terras uma biodiversidade extremamente rica. E estimado que o
territorio nacional conte com aproximadamente 20% de todas as espécies
vivas conhecidas no mundo, sendo estas espécies distribuidas em
diferentes biomas espalhados pelo pais, tais como a regido da mata
amazOnica, a mata atlantica, entre outras (BOLZANI; CASTRO-
GAMBOA; SILVA, 2010). Existem no pais atualmente diversos grupos
de pesquisa com foco na pesquisa de produtos naturais e suas atividades
terapéuticas, porém, com a incrivel quantidade de fontes a serem
pesquisadas oferecidas pelo ecossistema nacional ainda existem
incontaveis espécies de seres vivos a serem estudados em busca das mais
diversas atividades biologicas. Desta forma, o investimento na pesquisa
de produtos naturais no Brasil ¢ de extrema importancia para que um dos
principais patrimonios do pais, a biodiversidade, seja utilizado de forma
racional a favor da populacdo. Seja na pesquisa de novos compostos com
atividade terap€utica ou através da pesquisa etnofarmacoldgica no sentido
de validar efeitos descritos por comunidades regionais, a pesquisa de
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produtos naturais € parte importante da ciéncia brasileira e deve ser
explorada com mais afinco e seriedade.

Nos tultimos dez anos as espécies do género Polygala vem
despertando interesse em pesquisadores do mundo todo. Diversas
espécies deste género ja possuem efeitos bioldgicos comprovados, €, em
nossa regido, a Polygala sabulosa A.W. Bennet vem sendo alvo de
pesquisas por suas possiveis agoes terapéuticas. Embora BORGES et al.
(2014) j& tenha descrito sua acdo anti-inflamatoria em modelo de
peritonite induzida pelo lipopolissacarideo (LPS) em camundongos, esta
espécie nunca foi testada em modelo inflamatorio pulmonar e tampouco
seu composto majoritario, 7-preniloxi-6-metoxicumarina (PC) (BORGES
et al., 2014).

Assim, neste estudo optou-se por utilizar o modelo de pleurisia
induzida pela carragenina em camundongos para avaliar o efeito anti-
inflamatdrio do extrato hidroalcodlico e fra¢des da P. sabulosa, assim
como seu composto majoritario. Além disso, o presente estudo ainda
visou propor o possivel mecanismo de agdo do composto majoritario
desta espécie, através da avaliacdo da sua capacidade em inibir cascatas
de sinalizacdo intracelulares responsaveis pelo desenvolvimento do
processo inflamatorio deflagrado pela carragenina.



25

2. Revisao Bibliografica
2.1. Plantas medicinais

O uso de plantas com propdsito medicinal é tdo antigo quanto a
humanidade em si. Diversos relatos histéricos podem ser citados no que
diz respeito ao uso de plantas para cura: o livro chinés Pen T’Sao de raizes
e plantas escrito pelo imperador Shen Nung por volta de 2500 A.C., os
Vedas sagrados indianos que datam por volta de 2000 A.C. citam varias
plantas para tratamento de enfermidades, no Egito o papiro Ebers que é
um tratado de medicina de 1500 A.C. onde 700 plantas s3o citadas com
propriedades curativas, entre diversos outros (PETROVSKA, 2012).

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) as plantas
medicinais, ou ervas medicinais como o proprio orgio prefere citar, sdo
um subgrupo de terapias baseadas no conhecimento, pratica e experiéncia
popular conhecido como medicina tradicional e complementar. A OMS
ainda diz que o uso da medicina tradicional e complementar expandiu
globalmente tornando-se popular ndo somente em paises que dependem
de terapias menos custosas mas também em paises onde a medicina
convencional ¢ predominante em seu sistema nacional de saude (OMS,
2000).

E estimado que em paises em desenvolvimento 65 a 80% da
populagdo dependa de plantas medicinais para cuidados primarios de
saude, devido a falta de acesso aos tratamentos geralmente mais custosos
da medicina convencional (CALIXTO, 2005). Além disso, a pesquisa de
potencial terapéutico em produtos naturais tem sido fonte de lucros para
alguns paises, como na China, cujos produtos relacionados a medicina
tradicional e complementar arrecadou um total de 14 bilhdes de dolares
em 2005. Em 2007, o Brasil investiu aproximadamente 160 milhdes de
dolares na producdo de produtos obtidos a partir de plantas medicinais, o
que ¢ muito aquém dos investimentos de paises que destacam-se neste
ramo (ROBINSON; ZHANG, 2011).

Dentre os efeitos bioldgicos presentes nos produtos naturais, o
efeito anti-inflamatdrio ganha destaque, uma vez que ainda hoje existem
muitas doengas inflamatorias refratarias aos medicamentos tradicionais e
disponiveis no mercado. Diversos compostos com atividade anti-
inflamatéria ja foram isolados de plantas de diferentes espécies, por
exemplo: os monoterpenos B-bisabolol e azuleno isolados da Matricaria
recutita, os triterpenos taraxesterol e lupeol isolados da Calendula
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officinalis, a lactona sesquiterpénica helenalina isolada da Arnica
montana, o triterpeno glicirrizina isolado da Glycyrrhiza glabra, os
triterpenos acido ursolico, acido oleandlico e acido micromérico isolados
da Rosmarinus officinalis, a cumarina escopoletina isolada da Santolina
oblongifolia e o sesquiterpeno a-humuleno isolado da Cordia
verbenaceae (BLUMENTHAL, 2003; FYLAKTAKIDOU et al., 2004;
ALTINIER et al., 2007; FERNANDES et al., 2007). As cumarinas, uma
grande classe de metabdlitos secundarios isolados de plantas medicinais,
sdo compostos derivados fendlicos encontrados em diversas espécies do
reino vegetal e consistem de anéis fundidos de benzeno e a-pirona.
Diversas atividades biologicas ja foram atribuidas a essa classe de
compostos que possui mais de 1300 estruturas identificadas (HOULT;
PAYA, 1996; FYLAKTAKIDOU et al., 2004). O efeito anti-inflamatorio
das cumarinas ¢ descrito por inimeros autores e esta classe de compostos
vem se mostrando promissora no que diz respeito a pesquisa de novos
farmacos com este proposito (TIMONEN et al., 2011; BANSAL; SETHI;
BANSAL, 2013).

Assim, o interesse em medicamentos a base de produtos naturais,
somado a preocupagdo com os efeitos adversos e alto valor agregado a
medicamentos sintéticos tem impulsionado pesquisas de produtos
naturais com potencial atividade terapéutica baseado no seu uso popular
(KOEHN; CARTER, 2005; PETRONILHO et al., 2012).

2.2. Género Polygala

O género Polygala compreende cerca de 725 espécies no mundo,
sendo 110 destas no Brasil. Este género ¢ caracteristico de regides
tropicais e temperadas e no Brasil as suas espécies sdo facilmente
encontradas nos estados de Sdo Paulo, Parana ¢ Rio Grande do Sul
(PAIVA, 1998; MARQUES; PEIXOTO, 2007).

Estudos pré-clinicos, tanto in vivo quanto in vitro, comprovaram
atividades bioldgicas deste género. Dentre estas atividades vale citar:
atividade antiulcerogénicas (KLEIN et al., 2010), antidepressiva
(CAPRA et al., 2010), anticonvulsivante, ansiolitica (DUARTE et al.,
2008) e até anticancer (PAUL et al., 2011). Estudos vem demonstrando o
potencial efeito anti-inflamatdrio do género, como o desenvolvido por
KIM et al. (1998) que demonstrou que o extrato aquoso de Polygala
tenuifolia inibe a secrec¢do do fator de necrose tumoral alpha (TNF-a) em
astrocitos murinos (KIM et al., 1998). Recentemente, foi demonstrada a
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capacidade do extrato de Polygala japonica em reduzir edema de orelha
induzido por diversos agentes flogisticos em camundongos (KOU et al.,
2006). Além disso, nosso grupo de pesquisa também demonstrou
atividade anti-inflamatoria deste género quando estudou e comprovou a
capacidade da Polygala molluginifolia de inibir o processo inflamatério
no modelo de pleurisia induzida pela carragenina em camundongos,
mesmo modelo deste trabalho (ARRUDA-SILVA et al., 2014).

Varios estudos vém caracterizando fitoquimicamente o género,
sendo os principais metabolitos secundarios ja descritos os seguintes:
xantonas (CHANG et al.,, 2007), saponinas (WANG et al., 2008),
antraquinonas, flavonoides (KIM et al., 2009), cumarinas (MEOTTI et
al., 20006) e fenilpropandides (CHO et al., 2012). A presenca de xantonas
com importante efeito anti-inflamatdrio foi evidenciada em modelo in
vitro de ativagdo de neutrofilos (ALI et al., 2011). As saponinas, também
presente no género Polygala, possuem efeito anti-inflamatorio como
relatado no estudo feito por WANG et al. (2008), onde foi demonstrada a
significativa reducdo do edema de pata induzida pela carragenina, tanto
em camundongos como em ratos (WANG et al., 2008). Estudos sobre os
principais constituintes do género demonstraram atividade anti-
inflamatdria de antraquinonas, sendo estas responsaveis pela inibi¢ao da
atividade enzimatica de ciclooxigenase 1 (COX-1) e ciclooxigenase 2
(COX-2) em modelos in vivo e in vitro (GAUTAM et al., 2010). Os
flavonoides possuem comprovada atividade anti-inflamatéria inibindo a
expressdo e¢ a liberagdo de diversos mediadores pré-inflamatorios
(GONZALEZ-GALLEGO; SANCHEZ-CAMPOS; TUNON, 2007),
inclusive quando utilizados no modelo de pleurisia induzida pela
carragenina (SOUZA; RAO; SILVEIRA, 1992; ARRUDA-SILVA et al.,
2014). Além disso, as cumarinas naturais ¢ seus derivados sintéticos
também possuem conhecida atividade anti-inflamatoria
(FYLAKTAKIDOU et al., 2004).

A espécie Polygala sabulosa A.W. Bennet, popularmente
conhecida como timutu-pinheirinho, ¢ usada tradicionalmente para o
tratamento de afeccdes dos rins, intestino e pulmdes (MARQUES, 1996).
Esta espécie ¢é caracteristica da “zona de campos” do planalto catarinense,
onde apresenta vasta e expressiva dispersdo, sendo mais encontrada nos
campos umidos e beiras de banhados (WURDACK; SMITH, 1971). As
atividades biologicas relatadas para esta espécie sdo: antinociceptiva
(RIBAS et al., 2008), anticonvulsivante e ansiolitica (DUARTE et al.,
2007), tripanocida (PIZZOLATTI et al., 2008) e, recentemente, BORGES
et al. (2014) relataram atividade anti-inflamatéria do extrato bruto
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hidroalcodlico, fragdo diclorometano e de um composto isolado desta
espécie (o-spinasterol) em modelo de peritonite induzida por
lipopolissacarideo (LPS) em camundongos (BORGES et al., 2014).
Embora o efeito anti-inflamatério da planta ja seja relatado ndo foi
comprovada a atividade do composto majoritario desta espécie (7-
preniloxi-6-metoxicumarina), além de nunca ter sido comprovado que
esta espécie apresenta o mesmo perfil de atividade biologica em um
modelo in vivo de inflamagdo pulmonar, fato que poderia validar um de
seus usos tradicionais.

2.3. Processo Inflamatorio

A inflamagdo ¢ tipicamente vista como uma resposta protetiva
localizada em um tecido danificado e/ou frente a uma infec¢do
microbiana, ou ainda outros estimulos, e serve para isolar e destruir
agentes lesivos e preparar o tecido danificado para eventual reparacdo. A
importancia da inflamacdo para a homeostase tanto em tecidos lesados
como no organismo como um todo é evidenciada pelo fato de que
deficiéncias na resposta inflamatéria comprometem o individuo,
sugerindo que a inflamacdo ¢ um importante processo fisioldgico
(GRANGER; SENCHENKOVA, 2010).

O processo inflamatorio pode ser caracterizado por alguns pontos
chaves, como: vasodilatagdo, aumento do fluxo e permeabilidade
vascular, formagdo de exsudato, migracdo de leucdcitos para o local
lesionado, formagao de espécies reativas de oxigénio, liberacdo de fatores
de crescimento e a geragdo de um novo tecido funcional (SCHMID-
SCHONBEIN, 2006). Diversas células e mediadores estdo envolvidos na
resposta inflamatoria, e o recrutamento destes para o local da inflamagao
tem como objetivo reconhecer e eliminar microrganismos e restos
celulares.

2.4. Resposta Imune Inata

A resposta imune pode ser definida como a forma que o corpo
reconhece e se defende de bactérias, virus e substancias lesivas ou que
parecem ndo fazer parte do organismo. Didaticamente podemos dividir a
imunidade em imunidade inata e adaptativa. Dentre as diferengas entre as
duas podemos citar o fato de a imunidade inata ser ndo especifica a um
antigeno, ser uma resposta imediata e sem resultar em memoria
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imunologica, ao contrario da resposta adaptativa. Desta forma, durante as
primeiras horas e dias de exposi¢do a um novo patdogeno dependemos da
resposta imune inata para proteger o organismo de uma infec¢do. Vale
lembrar que enquanto a imunidade adaptativa surgiu no processo
evolutivo a menos de 500 milhdes de anos atras e estd confinada apenas
aos vertebrados, a resposta imune inata ¢ encontrada em vertebrados,
invertebrados e até mesmo em plantas, € 0os mecanismos bdasicos que
regulam esta resposta sdo conservados. Além disso, a resposta imune
adaptativa é dependente da ativacdo prévia da resposta imune inata
(PARKIN; COHEN, 2001; ALBERTS et al., 2007).

As células da resposta imune inata reconhecem constituintes
moleculares associados a patogenos (Pathogen-Associated Molecular
Pattern — PAMPs), que geram e perpetuam uma resposta inflamatdria
diante de uma infecgdo, e constituintes moleculares associados a dano
(Damage-Associated Molecular Pattern — DAMPs) que geram e
perpetuam respostas inflamatorias ndo relacionadas a processos
infecciosos. Para que este reconhecimento de agentes lesivos ocorra a
ligacdo entre estes PAMPs e DAMPs com receptores reconhecedores de
padrdes (Pattern Recognition Receptors — PRRs) deve acontecer
(FOELL; WITTKOWSKI; ROTH, 2007; TRIANTAFILOU;
TRIANTAFILOU, 2012). Dentre os PRRs mais conhecidos atualmente
podemos citar: Toll Like-Receptors (TLRs), RIG-I-Like Receptors
(RLRs), NOD-Like Receptors (NLRs) e os AIM2-Like Receptors (ALRS).
Estes sdo receptores que podem ser encontrados tanto na membrana
quanto no citosol da célula e sdo capazes de ativar vias de sinalizagdo
responsaveis por expressar mediadores inflamatorios (HAYASHI;
NAKAMURA; TAKAOKA, 2011).

Os PRRs, em especial os TLRs, vém recebendo grande atengao
nos ultimos anos por serem alvos terapéuticos em potencial para
modulagdo do processo inflamatorio. Os TLR-4, por exemplo, sdo
responsaveis por ativar fatores de transcrigdo importantes como o fator
nuclear kappa B (NF-kB) e fator regulador de interferon (IRF3), além das
proteinas quinases ativadas por mitogeno (MAPK) p38, ERK e JNK
(DONG et al., 2006; HANCOCK; NIJNIK; PHILPOTT, 2012). Estes
receptores sdo comumente ativados na presenga de lipopolissacarideo
(LPS) mas sua ativagdo por carragenina também ja foi relatada
(BHATTACHARYYA; DUDEJA; TOBACMAN, 2008).

Dentre as células envolvidas na imunidade inata podemos citar

as células mononucleares: monocitos/macrofagos, mastocitos, células
natural killer, células dendriticas e as células polimorfonucleares, com
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destaque para os neutréfilos. Os neutrdfilos sdo gerados na medula 6ssea
de forma incessante a partir de células percursoras mieldides. Sua
produgdo pode alcangar contagens acima de 2x10'! na corrente sanguinea
e, durante a inflamacdo, o nimero de neutrofilos é consideravelmente
aumentado nos tecidos lesionados, 0 que comprova sua migragdo a partir
dos vasos em direcdo ao estimulo lesivo. Em condi¢des fisiologicas estas
células entram em apoptose ap6és a manutencao do tecido e sdo removidas
por macrofagos e células dendriticas. Estas células sdo a linha de frente
no que diz respeito a defesa do organismo, sdo consideradas células
potentes do sistema imune e frequentemente sdo associadas a danos
teciduais causados por respostas exageradas (KOLACZKOWSKA;
KUBES, 2013). Porém, os neutrofilos ndo sdo as tUnicas células
envolvidas no processo inflamatério. De fato estas sdo as primeiras
células a chegarem no sitio da lesdo para contengdo e remocdo de
particulas infecciosas, mas além disso também sdo responsaveis por
prover sinais para outras células do sistema imune inato sobre uma
ameaca. Além do ataque direto de patdogenos através da fagocitose,
liberagdo de enzimas e formacdo de espécies reativas de oxigénio, estas
células ainda sdo capazes de formar armadilhas extracelulares compostas
de DNA nuclear, proteinas e enzimas que imobilizam o patdégeno
facilitam sua fagocitose (MANTOVANI et al., 2011). Desta forma seria
mais correto associar estas células a franco atiradores do sistema imune
contra patégenos. Ao invés disto, estas células sdo vistas como soldados
rudes e ndo refinados cuja missdo bem-sucedida ¢ frequentemente
associada com dano tecidual colateral NATHAN, 2006).

A chegada de neutrofilos ao local da inflamagdo e o
reconhecimento do estimulo lesivo acaba por promover o recrutamento
de mondcitos. Estas células se diferenciam em macréfagos no tecido e sdo
as principais células do sistema fagocitico mononuclear. No processo
inflamatdrio os macrofagos tém trés principais fungdes: apresentagdo de
antigeno, fagocitose e imunomodulagdo através da produgdo de citocinas
e fatores de crescimento, geragdo de espécies reativas de oxigénio (EROs)
além de sua atividade catabdlica e proteolitica. Estes mononucleares sdo
ativados e desativados na inflamagdo. Sinais de ativa¢do incluem
citocinas pro-inflamatorias, LPS, proteinas da matriz extracelular de
bactérias e outros mediadores quimicos. Apos remoc¢do do agente
causador da inflamagdo, estas mesmas células podem ser desativadas
através de citocinas anti-inflamatorias e citocinas antagonistas que sao
normalmente produzidas pelo proprio macroéfago ou por células também
envolvidos no processo (FUITWARA; KOBAYASHI, 2005; POLLARD,
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2009; GALLI; BORREGAARD; WYNN, 2011). Além da imunidade
inata, os macrofagos ainda desempenham importante atividade na
imunidade adaptativa, em ambas as imunidades essas atividades sdo
mediadas pela expressio de uma grande variedade de receptores,
incluindo nestes o0 TLRs € NLRs além de modularem a formac¢do do
inflamassoma um complexo multiproteico intracelular que atua na
ativacdo de enzimas da familia cisteina-aspartato proteases (CASPASES)
como uma estrutura essencial para a regulacdo da imunidade em
condi¢des fisiologicas e no reconhecimento de sinais de perigo a
diferentes componentes (MOSSER; EDWARDS, 2008).

2.5. Mediadores inflamatorios
2.5.1. Mieloperoxidase (MPO)

A enzima mieloperoxidase é uma das proteinas mais abundantes
em neutréfilos, representando cerca de 5% de seu peso seco. Esta enzima
catalisa a oxidag@o de cloreto na presenga de peroxido de hidrogénio para
gerar acido hipocloroso e outros produtos altamente reativos que mediam
acdo antimicrobiana. Além disso, sabe-se que esta enzima esta envolvida
no processo de formagdo das armadilhas extracelulares dos neutrdfilos
(Neutrophil Extracelular Traps — NETs) (METZLER et al., 2011). O
processo para produgdo de EROs ocorre durante a fagocitose com a
ativagdo do sistema nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato
oxigenase (NADPH). A NADPH oxidase ¢ responsavel por reduzir o
oxigénio molecular (O,) ao radical anion superéxido (O2") que, por sua
vez, ¢ convertido em perdxido de hidrogénio (H20O») pela superéxido
dismutase (SOD). O H»O; é responsavel por destruir as bactérias
diretamente, ou através de sua conversdo em ions hidroxila ou acido
hipocloroso (HOCI) (Figura 1) (KLEBANOFF, 2005).
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Figura 1. Formacdo de agentes oxidantes pela enzima
mieloperoxidase

Estimulo

[H,0 + HOCI|

Atividade microbicida
Formacao de NETs
Lesao Tecidual

A NADPH oxidase e a SOD sdo responsaveis pela formacao de peroxido de
hidrogénio, o qual é convertido em 4cido hipocloroso pela enzima MPO e tem
importante agdo microbicida e na resposta imune inata. Cl': cloreto; H™: hidron;
H,0: agua; H,O,: peroxido de hidrogénio; HOCI: acido hipocloroso; MPO:
mieloperoxidase; NADPH: nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato
oxigenasse; O anion superoxido; O: oxigénio molecular; SOD: superdxido
dismutase. Fonte: Elaborada pelo autor, adaptado de KLEBANOFF (2005).

Embora a formagdo de agentes oxidantes pela MPO seja benéfica
em termos de resposta imune quando uma infecgdo ocorre, existem
evidéncias consideraveis de que o estimulo inapropriado desta enzima
pode resultar em dano tecidual. Desta forma o dano a células e tecidos no
local onde o processo inflamatorio se desenvolve é acentuado. Este dano
vem sendo relacionado com diversas patologias pulmonares (asma e
fibrose cisticas), neurodegenerativas (mal de Alzheimer, mal de
Parkinson e esclerose multipla), reumaticas (artrite reumatoide) entre
outras, e, pelo menos em alguns casos, evidéncias experimentais e
epidemiolégicas estdo disponiveis para sugerir que a geracao de agentes
oxidantes pela MPO ¢ parte da causa (DAVIES, 2011).
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2.5.2.  Adenosina Deaminase (ADA)

A enzima adenosina deaminase é a principal responsavel pelo
processo de desaminacdo da adenosina em inosina. Em condigdes basais,
niveis em escala nanomolar de adenosina podem ser detectados no espago
extracelular (30-200 nM). As concentragdes de adenosina podem
aumentar, dependendo da demanda do tecido sofrendo o estresse
metabolico (inflamag@o, isquemia, etc) através de dois mecanismos:
formagdo intracelular deste autacoide e sua exportagdo para o espago
extracelular via transportador de nucleosideos ou degradacdo extracelular
de nucleotideos adenina (ATP e/ou ADP) liberados por diversas células.
A geracdo de adenosina intracelular também ¢é regulada pela enzima
citoplasmatica S-adenosil-homocisteina hidrolase, que converte S-
adenosil-homonocisteina em adenosina. Uma vez no exterior da célula a
enzima ADA pode converter a adenosina em inosina. No interior da célula
a adenosina também pode ser convertida em inosina pela ADA ou ser
metabolizada novamente em AMP através da adenosina quinase (Figura
2) (ANTONIOLI et al., 2014).
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Figura 2. Vias metabélicas da formacéio de adenosina
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A adenosina pode ser sintetizada de forma intracelular e ser exportada para o
espago extracelular via transportador de nucleosideos ou degradagao extracelular
de nucleotideos adenina (ATP e/ou ADP) liberados por diversas células. A
enzima ADA ¢ responsavel por metabolizar a adenosina tanto extracelular quanto
intracelular em inosina. AC: adenosina quinase; ADA: adenosina deaminase;
ADP: adenosina difosfato, AMP: adenosina monofosfato; ATP: adenosina
trifosfato; Cd39: nucleosideo trifosfato difosfohidrolase; Cd73: 5’-nucleotidase.
Fonte: Elaborado pelo autor, adaptado de ANTONIOLI et al. (2014).

A adenosina extracelular age como uma moduladora da protecéo
celular tanto em condi¢des fisioldgicas quanto em patofisiologicas. Essa
resposta protetiva pode se dar em forma de aumento do fluxo sanguineo
(vasodilatacdo ou angiogénese), pré-condicionamento isquémico (no
coragdo, cérebro ou musculatura esquelética) e/ou supressio da
inflamagao (JACOBSON, 2009). Para que isto ocorra a adenosina se liga
a receptores especificos que se diferenciam de acordo com sua afinidade,
pela expressao nos tecidos e pelas vias de sinalizagdo que sdo ativadas por
este autacdide, os receptores sdo Al, A2a, A2b e A3 e estdo presentes em
diferentes células, incluindo do sistema imune inato e vias aéreas
(FREDHOLM et al., 2011).
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A agdo da adenosina nos seus receptores parece diferir quanto a
atividade anti-inflamatoria e pro-inflamatéria dependendo da célula em
que age, sua concentragdo, densidade de receptores na membrana celular
e funcionalidade das vias de sinalizacdo acopladas aos receptores. Em
neutrofilos, por exemplo, quando a adenosina se liga em receptores A2a,
A2b e A3 ha uma diminui¢do da adesdo destes leucdcitos a células do
endotélio assim como a diminui¢ao da producdo de anions superoxidos,
tendo entdo atividade anti-inflamatoria. Ja ao se ligar a receptores do tipo
A1 nesta célula um aumento na expressao de moléculas de adesdo ocorre,
sendo esta uma resposta pro-inflamatéria. Curiosamente, ao se ligar em
receptores do tipo A2b e A3 em mastocitos ocorre o aumento de liberagdo
de histamina por parte desta célula, além do aumento da expressao de IL-
1B e IL-8, configurando também uma resposta pro-inflamatoria
(KUMAR; SHARMA, 2009).

O aumento no interesse no papel da ADA surgiu de evidéncias
apontando que o defeito congénito nesta enzima representa a causa
principal na funcdo prejudicada de células T e B. Desde a observagdo
destes fatos, diversas pesquisas ja apontaram o importante papel desta
enzima em células do sistema imune incluindo macrofagos e neutrofilos.
Em macrofagos, por exemplo, a ADA ¢é apontada como pivd na
maturacdo e diferenciagdo de mondcitos para macrofagos (HASKO et al.,
1996), além de um aumento na atividade desta enzima ser relatada em
macrofagos estimulados (FISCHER et al., 1976) e existir uma correlagdo
entre a producdo de superoxido e atividade de ADA intracelular durante
a fagocitose (TRITSCH; NISWANDER, 1981). J4 em neutrofilos ¢é
relatado que o aumento da atividade ou expressdo da ADA tende a
facilitar a resposta destas células a estimulos quimiotaticos além de
otimizar da liberagdo EROs (CRONSTEIN et al., 1985; KALVEGREN;
FRIDFELDT; BENGTSSON, 2010).

Neste contexto, a indugdo da ADA representa um ponto chave
para regular as concentragdes de adenosina extracelular e,
consequentemente, modular o estimulo de receptores de adenosina. Desta
forma, a ADA tem um papel de suma importancia em controlar a
magnitude da resposta purinérgica tanto em condig¢des fisiologicas quanto
na presenca de eventos patologicos. Levando estes fatos em consideragéo,
atualmente diversas pesquisas t€m sido direcionadas para o
desenvolvimento de farmacos anti-inflamatorios tendo como mecanismo
a agdo inibitoria sobre esta enzima catabdlica (ANTONIOLI et al., 2012).

Vale lembrar que a atividade desta enzima ja € utilizada na clinica
como marcador soroloégico para auxilio diagnostico na tuberculose
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humana além de também estar aumentada em pacientes com asma (SUN
et al., 2005; HASKO et al., 2008; VERMA et al., 2008; AFRASIABIAN
etal., 2013).

2.5.3.  Oxido nitrico (NO)

O o6xido nitrico, um gas soluvel, ¢ um importante mediador da
resposta inflamatoria. Esta molécula é liberada principalmente por células
endoteliais e por macrofagos e participa de inimeros processos
fisiologicos de extrema importincia para a homeostase do organismo
como a regulagdo do ténus muscular, do processo inflamatério, da
neurotransmissdo e da apoptose (NAGY et al., 2007; TRIPATHI et al.,
2007). Para que este gas seja formado, o aminoacido essencial L-arginina
¢ oxidado formando L-citrulina e 6xido nitrico. Esta reagdo quimica ¢é
catalisada por um grupo de enzimas chamadas de 6xido nitrico sintase
(NOS) e ajuda de alguns cofatores. Existem trés isoformas destas
enzimas, sendo elas a 6xido nitrico sintase endotelial (eNOS ou NOS1),
a 6xido nitrico sintase neuronal (nNOS ou NOS3) e a 6xido nitrico sintase
induzida (iNOS ou NOS2), sendo que as trés podem ser encontradas no
tecido pulmonar (Figura 3) (GHOSH; ERZURUM, 2011).

Figura 3. Formacao e efeitos do éxido nitrico na inflamacao

(L-arginina + O, |

Formacgao de ERNs

NO. Aumento da
permeabilidade vascular

O aminoacido essencial L-arginina é oxidado pela enzima iNOS durante o
processo inflamatdrio para formar L-citrulina e ¢xido nitrico. O NO favorece o
influxo de leucdcitos para local da inflamagao, formacdo de edema e gera ERNS.
ERNs: espécies reativas de nitrogénio; iNOS: 6xido nitrico sintase induzida; NO:
6xido nitrico; O,: oxigénio molecular. Fonte: Elaborado pelo autor, adaptado de
GHOSH e ERZURUM (2011).



37

A iNOS, diferente das outras duas isoformas da enzima que sdo
constitutivas, pode ser produzida através de estimulo inflamatério como
a presenca de TNF-a ou interleucina 1 beta (IL-1P) no sitio da lesdo. A
inducdo desta enzima acarreta em aumento da permeabilidade vascular
devido ao aumento de NO, a formagao de edema e a infiltragdo de células
inflamatdrias também sdo resultado desta indugdo (POBER; SESSA,
2007). Além disso, a iNOS ¢ indiretamente responsavel por catalisar a
formag@o de espécies reativas de nitrogénio (ERNs) através do aumento
de NO no local do processo inflamatério. Estes metabolitos sdo capazes
de causar lesdo ao DNA, lipideos microbianos e células saudaveis, sendo
este mecanismo presente na inflamagdo em doengas autoimunes
(RICCIARDOLO et al,, 2004; MENEGAZZI et al., 2006). O
envolvimento desta enzima no processo inflamatorio ja ¢ bem descrito e
hoje a sua inibigdo estd sendo também alvo para o desenvolvimento de
novos farmacos com objetivo de reduzir a producdo de 6xido nitrico
durante o processo inflamatorio (BOTTA et al., 2008).

2.5.4. Citocinas pro-inflamatdrias

As citocinas afetam praticamente todos os processos biologicos
no organismo, como por exemplo: desenvolvimento embriondrio,
patogénese de uma doenca, respostas nao especificas a uma determinada
infeccdo, respostas especificas a antigenos, mudangas nas fungdes
cognitivas e a progressdo do processo degenerativo no envelhecimento.
Podem ser divididas em classes funcionais, algumas sdo fatores de
crescimento de linfécitos, outras funcionam como pré-inflamatorias e
outras ainda como anti-inflamatérias (DINARELLO, 2007). Além disso,
as citocinas podem ser secretadas por todas as células da resposta imune
e entre as principais secretadas por células fagociticas ativadas estdo o
TNF-a e a IL-1B (MANDERSCHEID et al., 2004).

O TNF-a ¢é liberado por células do sistema imune porém,
macrofagos ativados e linfocitos T tendem a ser as células com maior
liberacdo desta citocina. Em condiges normais o TNF ndo ¢é detectavel
no organismo, mas encontra-se elevado em individuos com algum
processo inflamatério e/ou infeccioso instalado. Esta citocina tem a
capacidade de induzir a expressao de moléculas de adesdo em neutrofilos
(E-selectina, molécula 1 de adesdo intercelular (ICAM-1) e molécula 1 de
adesdo da célula vascular (VCAM-1)). Em combinagdo com a liberagdo
de quimiocinas (interleucina 8 (IL-8), proteina quimiotatica de monécitos
(MCP-1) e proteina 10 induzida pelo interferon (IP-10)) essas respostas
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levam ao recrutamento de diferentes populagdes leucocitarias
(BRADLEY, 2008). Além do disso, o TNF-o ¢ capaz de induzir a
ativacdo da via de sinalizagdo do NF-xB (BRADLEY, 2008). Ainda, a
ativacdo da via das MAPKs, do NF-«B e da fosfatidil-inositol quinase 3
(PI3K) por esta citocina apresenta atividade antiapoptotica em
neutréfilos. Como consequéncia deste processo ha um aumento do tempo
de vida util destes leucécitos podendo agravar a lesdo tecidual causada
pela inflamagdo (COWBURN et al., 2004; KILPATRICK et al., 2006).
Estudos ja demonstraram o envolvimento desta citocina em diversas
doengas de carater inflamatorio, dentre elas o diabetes (UNO et al., 2007),
a aterosclerose (ZHANG et al., 2007), a artrite reumatoide (TOUSSIROT;
WENDLING, 2007) e a psoriase (TOBIN; KIRBY, 2005).

A IL-1B ¢é outra citocina com importante efeito tanto na
inflamac@o aguda quanto cronica, além de doengas autoimunes. Esta
citocina possui importante fung@o para o homeostase do organismo como
na regulacdo da alimentagdo, do sono e temperatura corporal. Entretanto,
a producdo exacerbada de IL-1B esta relacionada a mudangas
fisiopatologicas que ocorrem em diferentes doengas, como a artrite
reumatoide, dor neuropatica, osteoartrite, esclerose miltipla e doenga de
Alzheimer. A IL-1B pode ser liberada por queratinécitos, fibroblastos,
células endoteliais, neuronais e inclusive células do sistema imune como
mastocitos e macrofagos (REN; TORRES, 2009). Além de promover o
recrutamento de células inflamatdrias para o local da inflamagdo pela
indugdo da expressdo de moléculas de adesdo, esta citocina ainda induz a
produgdo de diversas enzimas como a fosfolipase A2 (PLA2),
ciclooxigenase 2 (COX-2) e iNOS. Como consequéncia da producdo
destes mediadores temos a produgdo de prostaglandina E2 (PGE2) e NO,
que por sua vez, contribuem para respostas locais e sistémicas (GABAY
LAMACCHIA; PALMER, 2010).

Assim como o TNF-a, a IL-1P tem a capacidade de induzir a
atividade do NF-xB. Porém, ao contrario do TNF-o a ativagdo deste fator
de transcricdo pela IL-1B ¢ independente da presenca de Proteina
inibitoria kappa B quinase beta (IKKf). Desta forma, firmacos que tem
como alvo principal a inibi¢do da IKKp nio seriam eficazes em doengas
inflamatérias onde a IL-1B tem papel central (SOLT et al., 2007).
Ademais, a indugdo da expressdo da molécula de adesdo ICAM-1 pela
IL-1B é, pelo menos em parte, dependente da cascata de sinalizagdo das
MAPKSs e NF-kB em células do trato respiratério (LIN et al., 2005). Além
disso, tanto o TNF-a como a IL-1PB sdo estimuladores da producdo e
liberagdo de IL-8, uma quimiocina de suma importincia para quimiotaxia
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neutrofilica (SPEYER et al., 2004; HIETBRINK et al., 2006). Desta
forma, farmacos que produzam uma reducdo na sintese ou na liberagdo
da IL-1p podem apresentar resultados promissores no tratamento de
doengas inflamatdrias onde esta citocina apresenta papel de destaque.

2.6.Rotas de sinalizacdo intracelular envolvidas no processo
inflamatdrio

2.6.1. Fator de transcrigdo nuclear k B (NF-xB)

Os fatores de transcricdo NF-kB sdo reguladores da resposta
imune, resposta a estresse, apoptose e diferenciacdo celular. Uma grande
variedade de ativagdes depende do estimulo destes fatores de transcrigao,
que por sua vez ¢ capaz de mediar uma grande variedade de programas
transcripcionais. Em mamiferos existem cinco membros da familia do
NF-kB: RelA (p65), RelB e c-Rel, e as proteinas percursoras NF-xB1
(p105) e NF-xB2 (p100), que sdo processadas em p50 e p52,
respectivamente (OECKINGHAUS; HAYDEN; GHOSH, 2011).

Nos ultimos anos ficou claro que existe pelo menos duas
rotas de sinalizag¢ao para o NF-kB: a via canonica (Figura 4), ativada por
produtos microbianos e citocinas pré-inflamatorias levando a ativagio de
complexos contendo RelA (p65), e a via ndo candnica, ativada por
citocinas da familia do TNF (mas ndo o TNF-a) como a linfotoxina 3
(TNFSF3), o ligante CD40 (CD40L), o fator ativador de células B
(BAFF) e ligante de receptor ativador de NF-kB (RANKL), que resultam
na ativa¢ao de complexos contendo RelB (LAWRENCE, 2009).
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Figura 4. Via de ativacao candnica do NF-xB

TLR4 IL-1R TNFR

Membrana celular
COmM

IKK

Complexo

\ QIKK

ﬁ ﬂ;& P Gor;:géexe
50

Deg faﬂ acao

Mediadores

q ‘ pro-inflamatérios
Ty, ™ WP

No processo inflamatdrio, a via de sinalizagdo do NF-«B ¢ ativada por diferentes
receptores, entre estes estdo receptores de IL-1, TNF-a e o TLR4. Durante o
processo de ativagdo o complexo proteico IKK ¢ ativado e fosforila a proteina
inibitoria [kBa, que por sua vez sera degradada deixando de exercer suas fung¢des
sobre as subunidades p65 ¢ pS0 do NF-kB. Uma vez ativado e fosforilado o
dimero p65/p50 se transloca para o niicleo celular realizando a transcrigao nuclear
de genes responsaveis por produzir citocinas pré-inflamatorias entre outros
mediadores. IKK: proteina inibitéria kappa B quinase; IxBa: subunidade
inibitéria do fator de transcri¢io nuclear NF-kB; IL-1f: interleucina 1 ; IL-1R:
receptor de interleucina 1; LPS: lipopolissacarideo; TLR4: receptor do tipo Toll-
like 4; TNF-a: fator necrose tumoral alpha; TNFR: receptor de fator necrose
tumoral. Fonte: Elaborado pela autor, adaptado de VIATOUR et al. (2005).

Os complexos ativados por esta via de sinalizagdo se apresentam
na forma de hetero ou homodimeros, sendo o heterodimero p65/p50 o
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mais abundante na grande maioria das células. Quando associado a
proteina inibidora subunidade inibitéria do fator de transcri¢do nuclear
NF-«B (IkBa) o heterodimero p65/p50 matem-se inativo no citoplasma.
E através da degradagdo da IxBo mediado pelo complexo IKK e a
fosforilagdo da subunidade p65 que o NF-kB passa a causar suas
atividades regulatdrias na inflamag¢ao como expressdo de citocinas pro-
inflamatorias (VIATOUR et al., 2005; JANSSENS; TSCHOPP, 2006).

Atualmente a disfungdo na via de sinalizacdo do NF-kB esta
associada a diversos processos patologicos, entre estes podemos citar o
desenvolvimento de tumores, colite ulcerativa, doenga de Crohn, artrite
reumatoide, lupus eritematoso, entre outros (SUN; ZHANG, 2007).
Devido a essa importante participacdo no desenvolvimento de doengas
cujo processo inflamatodrio estd presente, o NF-kB vem sendo o cerne de
diversas pesquisas para o desenvolvimento de farmacos com potencial
atividade anti-inflamatoria (CALZADO; BACHER; SCHMITZ, 2007;
LAWRENCE, 2009; VON BISMARCK et al., 2009).

2.6.2. Proteina quinase ativada por mitdégeno p38 (p38 MAPK)

As cascatas de sinalizagdes dependentes de proteinas quinase
ativadas por mitégeno (MAPK) estdo presentes praticamente em todas as
células eucaridticas como reguladoras de processos tanto fisiologicos
quanto patologicos. As diferentes MAPKs presentes nas células
respondem a diferentes estimulos. Estes estimulos incluem hormdnios,
fatores de crescimento, citocinas, PAMPs, DAMPs e estresse metabolico.
Desta forma as MAPKSs sdo responsaveis por processos de recrutamento
de fatores de transcri¢do, biossintese de proteinas, controle de ciclo
celular, apoptose e diferenciagdo (KYRIAKIS; AVRUCH, 2012).

A MAPK p38 tem um papel central em respostas inflamatorias
regulando multiplas cascatas de sinalizacdo e esta amplamente expressa
em diferentes células, incluindo células do sistema imunologico.
Diferentes estimulos sdo capazes de ativar a p38, dentre estes o estresse,
endotoxinas, citocinas e até mesmo fumaca de cigarro. Uma vez ativada,
esta MAPK fosforila substratos para iniciar a sintese de uma grande
variedade de mediadores pro-inflamatorios dentre estes o TNF-o, a IL-3
e a iNOS (JEON et al., 2000; SCHIEVEN, 2005). A p38 ¢ capaz de
regular a expressdo génica através de quatro diferentes mecanismos:
fosforilagdo direta de fatores de transcricdo (SAKLATVALA, 2004),
regulacdo da estabilidade no mRNA (KUMAR; BOEHM; LEE, 2003),
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regulacdo de proteinas responsaveis pela tradugdo do mRNA
(SAKLATVALA, 2004), regulacdo da ligacdo do NF-kB com genes a
serem transcritos (SACCANI; PANTANO; NATOLI, 2002; SOLOAGA
etal., 2003).

Assim como todas as MAPKs, a p38 pode ser ativada
intracelularmente, apds estimulo de receptores, por duas diferentes MAP
quinase quinase (MAPKK). As duas MAPKKSs geralmente responsaveis
pela ativacdo da p38 sio MAPKK3 e a MAPKK6, embora outras quinases
possam ativar a p38. Apds sua fosforilagdo a p38 é capaz de induzir
fatores de transcri¢do e proteinas intracelulares como ATF-1/2/6, SRF,
MEF-2, DDIT3, LSP1, TTP e MNK1 sendo estes envolvidos no processo
inflamatdrio através regulagdo da liberagdo de TNF-a, IL-1B, IL-6
(Interleucina 6), induc¢do de enzimas pro-inflamatérias como a COX-2 e
iNOS, aumento na expressao de moléculas de adesdo em neutrofilos além
de manterem a estabilidade do mRNA de citocinas pro-inflamatorias e
regularem a sua traducdo (Figura 5) (ZARUBIN; HAN, 2005).
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Figura 5. Via de ativacido da p38§ MAPK
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No processo inflamatério, a via de sinalizagdo da p38 MAPK ¢ ativada por
diferentes receptores, entre estes estdo receptores de IL-1, TNF-a ¢ TLR4. As
MAPKK3 e a MAPKK6 fosforilam a p38, embora outras quinases possam
também ativar a p38. Apos sua fosforilacdo a p38 induz diferentes fatores de
transcri¢do como ATF-1/2/6, SRF, DDIT3 e MEF-2, fatores responsaveis pela
liberagdo de TNF-a, IL-1p, IL-6, indugdo de enzimas pro-inflamatdrias como a
COX-2 ¢ iNOS, e aumento na expressao de moléculas de adesdo em neutrdfilos.
ATF-1/2/6: fatores de transcricdo dependentes de AMP 1/2/6; DDIT3: fator de
transcri¢do induzido por dano ao DNA 3; IL-1f: interleucina 1 beta; IL-1R:
receptor de interleucina 1; LPS: lipopolissacarideo; LSP1: proteina especifica de
linfécitos 1; MAPKK3: proteina quinase dupla ativada por mitéogeno 3;
MAPKKG6: proteina quinase dupla ativada por mitégeno 6; MEF2: fator
otimizador de midcitos 2; MNK1: quinase interativa com MAPKs 1; SRF: fator
de resposta sérica; TLR4: receptor do tipo Toll-like 4; TNF-a: fator necrose
tumoral alpha; TNFR: receptor de fator necrose tumoral; TTP: tristetraprolina.
Fonte: Elaborado pelo autor, adaptado de ZARUBIN e HAN (2005).

Assim como o NF-kB, a p38 também vem sendo alvo de pesquisa
para desenvolvimento de novos fArmacos com a¢ao anti-inflamatéria uma
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vez que estda MAPK tem papel central no desenvolvimento do processo
inflamatério (LEE; DOMINGUEZ, 2005; MILLAN, 2011; MACNEE et
al., 2013). Atualmente, oito moléculas com ag¢@o inibitdria sobre a p38
estio em fase Il de testes clinicos para o tratamento de doengas
inflamatérias (ARTHUR; LEY, 2013).

2.7. Modelos de inflamacdo das vias aéreas

Com a finalidade de mimetizar doengas inflamatérias humanas,
diversos modelos in vivo foram desenvolvidos nos ultimos 80 anos. No
decorrer deste tempo ficou claro que, embora alguns modelos muitas
vezes apresentem perfis bioldgicos semelhantes com aspectos de certas
doengas, eles ndo representam as doengas em si e sim reagdes causadas
por estas. Ainda assim, modelos animais de artrite reumatoide, doengas
inflamatorias intestinais e esclerose multipla, por exemplo, t€m sido de
extrema utilidade para o desenvolvimento de novas terapias para estas
doengas, além de ajudar no entendimento do préprio sistema imunolégico
humano (WEBB, 2014).

Atualmente diferentes modelos podem ser empregados para
mimetizar condi¢des patologicas estabelecidas na asma, uma doenca de
cunho inflamatério que ainda oferece grandes desafios para a medicina
moderna. Estes modelos oferecem informagdes importantes em aspectos
chaves da asma como sua patogénese e tratamento. O uso de
camundongos para modelos inflamatérios das vias aéreas é comum
devido a esta espécie oferecer facilidades no que diz respeito ao emprego
de ferramentas imunologicas, como por exemplo a delecdo de genes, além
da facilidade de seu manuseio. Apesar disso, assim como em outros
modelos animais, camundongos também oferecem limitagdes. Nenhum
camundongo desenvolve asma espontaneamente, ¢ nenhum modelo ¢
capaz de mimetizar todo o fendtipo da asma. Estes modelos sdo entdo
focados nas mudancgas das fun¢des pulmonares caracteristicas da asma
(KIPS et al., 2003).

O modelo experimental de asma murina mais utilizado é o
eosinofilico. Neste modelo, camundongos da linhagem BALB/c sdo
sensibilizados com ovalbumina (OVA). Desta forma torna-se possivel
avaliar mecanismos celulares presentes na asma alérgica, uma vez que a
OVA inalada ¢é capaz de induzir uma resposta alérgica imediata e uma
tardia. Neste modelo a migracdo leucocitaria é caracterizada por
eosinofilia no lavado broncoalveolar, além de hiperresponsividade nas
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vias aéreas, inflamagdo e, tardiamente, remodelamento do tecido
lesionado. Este ¢ um modelo classico de 21 dias para asma alérgica,
embora ja existam ajustes para reduzir os experimentos para 8 dias, além
de um modelo crénico de 51 dias para linhagens C57BL/6 (DAUBEUF;
FROSSARD, 2014).

Particulas virais também sdo frequentemente utilizadas em
modelos de inflamagdo das vias aéreas, uma vez que infecgdes além de
serem comuns podem se tornar mais graves em pacientes com asma
bronquica e/ou doengas pulmonar obstrutiva cronica (DPOC). Nestes
modelos sdo inoculadas particulas de virus em camundongos por via
respiratoria, podem ser utilizadas particulas do virus Sendai ou
pneumovirus. Neste modelo é possivel avaliar o remodelamento das vias
aéreas, a liberagdo de mediadores inflamatdrios e a migracdo celular.
Apesar de sua utilidade, este modelo oferece limitagdes ja que exige infra-
estrutura adequada e rigorosas condi¢des de biosseguranca, considerando
o cultivo de virus e a metodologia empregada (GRAHAM et al., 1988;
TOURDOT et al., 2008).

Para indug@o de parametros inflamatérios que mimetizam a asma
neutrofilica tem-se utilizado o modelo de pleurisia. Para indugdo da
inflamagdo neste tipo de modelo diferentes agentes flogisticos e
concentracdes destes tem sido empregado, os agentes flogisticos mais
comumente utilizados sdo a carragenina e o LPS.

A resposta inflamatoéria desencadeada pela administragdo
intrapleural da carragenina € bifasica, semelhante a asma. Em um
primeiro momento (4 horas ap6s administragdo da carragenina a 1%) uma
resposta aguda é desenvolvida caracterizada pela massiva migragdo
neutrofilica para cavidade pleural, além de formacdo de exsudato.
Seguindo esta fase inicial, na fase tardia (48 horas apo6s administragdo da
carragenina a 1%), ocorre o inicio do remodelamento tecidual com a
inversdio no perfil leucocitiario, ou seja, aumento de células
mononucleares, porém ainda com presenca de exsudato (SALEH;
CALIXTO; MEDEIROS, 1996) (Figura 6).
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Figura 6. Perfil temporal do modelo da pleurisia induzida pela
carragenina em camundongos
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A resposta inflamatéria do modelo da pleurisia induzida pela carragenina é
bifasica. Em sua primeira fase (4 horas) uma resposta aguda ¢ desenvolvida
caracterizada pela massiva migracdo neutrofilica para cavidade pleural, além de
formacdo de exsudato. Em sua segunda fase (48 horas) ocorre o inicio do
remodelamento tecidual com a inversao no perfil leucocitario, ou seja, aumento
de células mononucleares, porém ainda com presenca de exsudato. Fonte:
adaptado de SALEH; CALIXTO e MEDEIROS (1996).

A carragenina, um polissacarideo altamente sulfatado obtido de
algas vermelhas (Rodophyceae), tem a capacidade de ativar a resposta
imune inata se ligando a TLR4 ou através da geragdo de EROs. Apos se
ligar ao TLR4, a carragenina ativa uma cascata de sinalizagdo mediada
por diversas proteinas adaptadoras e quinases. A via candnica do NF-xB
¢ ativada por estas proteinas, além da via das MAPKs. A carragenina
também ¢ capaz de reduzir as concentragdes de proteina de choque
térmico 27 (Hsp27) através da formac¢do de EROs. A diminui¢do na
concentracdo da Hsp27 estd envolvida na ativa¢do de quinases que por
sua vez também tem relacdo com a ativacdo do NF-kB e via das MAPKs
(DONG et al., 2006; BHATTACHARYYA; DUDEJA; TOBACMAN,
2008).

Na pleurisia induzida pela carragenina em camundongos ha um
aumento massivo da migragdo leucocitaria para a cavidade pleural e
formagdo de exsudato. Além disso, no lavado pleural é possivel
quantificar enzimas relacionadas ao processo inflamatdrio, metabdlitos
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do 6xido nitrico e citocinas. No tecido pulmonar extraido neste modelo
ainda existe a possibilidade da avaliacdo da ativacdo de fatores de
transcricdo e quinases ativadas por mitdgeno importantes para a
inflamagdo, como o NF-kB e a p38 MAPK, além da extragdo de material
genético para quantificacio de mRNA de diversos mediadores
inflamatorios.



48



49

3. Objetivos

3.1. Objetivo Geral

Avaliar o efeito anti-inflamatorio da Polygala sabulosa A.W.

Bennett e analisar o provavel mecanismo de agdo de seu composto
majoritario, 7-preniloxi-6-metoxicumarina, no modelo de pleurisia
induzida pela carragenina em camundongos.

IL

IIL

IV.

VI

3.2. Objetivos especificos

Caracterizar e quantificar o composto majoritario, 7-preniloxi-6-
metoxicumarina, por cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplada a detector de arranjo de diodos (CLAE-DAD) no
extrato bruto hidroalcodlico;

Avaliar o efeito do extrato bruto, fracdes e do composto isolado,
sobre a migragdo dos leucocitos e a exsudagdo no lavado da
cavidade pleural;

Avaliar o efeito do extrato bruto, fracdes e do composto isolado
sobre a atividade das enzimas mieloperoxidase (MPO) e
adenosina-deaminase (ADA), e sob as concentragdes dos
metabolitos do 6xido nitrico (NOy) no lavado da cavidade
pleural;

Avaliar o efeito do extrato bruto, fracdes e composto isolado
sobre as concentragdes do fator de necrose tumoral alpha (TNF-
a) e da interleucina-1 beta (IL-1B) no lavado da cavidade pleural;

Avaliar o efeito do composto isolado sobre a expressdo do RNA
mensageiro (MRNA) do TNF-a, IL-1B e da 6xido nitrico sintase
induzida (iNOS) nos pulmdes;

Avaliar o efeito do composto isolado sobre a fosforilagdo da
subunidade p65 (RelA) do fator nuclear kappa B (NF-kB) nos
pulmdes;
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VIL

Avaliar o efeito do composto isolado sobre a fosforilagdo da
proteina quinase ativada por mitégeno p38 (p38-MAPK) nos
pulmdes.
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4. Materiais e Métodos
4.1. Coleta do material vegetal

O material vegetal da Polygala sabulosa A.W. Bennett (toda a
planta) foi coletado em outubro de 2006 no municipio de Rancho
Queimado (27°40°21” S e 49°01°18” W), Santa Catarina — Brasil. A
espécie foi identificada pelo Dr. Olavo de Araujo Guimaries
(Universidade Federal do Parana - UFPR) e sua exsicata depositada no
Herbario do Departamento de Botanica da Universidade Federal do
Parana com a numeracdo de 19640.

4.2. Obtengao do extrato, fragdes e composto isolado

Apos secagem em estufa com circulagdo de ar a 50 °C, o material
vegetal seco (410,0 g) foi macerado ¢ submetido a extragdo com etanol
96% a temperatura ambiente. Apds 7 dias de extrag@o o extrato obtido foi
filtrado e o etanol evaporado, utilizando um rota-evaporador sob pressdo
reduzida a 50 °C. Este procedimento resultou no extrato bruto
hidroalcodlico (EBH: 111,0 g) que foi submetido a um fracionamento
solido-liquido com n-hexano, acetona e metanol em ordem crescente de
polaridade. Os solventes foram removidos sob pressdo reduzida e desta
forma obteve-se a fragdes: hexanica (Hex: 10,8 g), acetonica (Ac: 33,6 g)
e metandlica (MeOH: 55,4 g).

Uma parte da fracdo acetonica (30,0 g) foi submetida a uma
coluna de silica gel e eluida com gradientes crescentes de acetato de etila
(EtOAc) em n-hexano (0,5:5; 1:9; 2:8; 3:7; 4:6; 5:5; 6:4; 7:3; 8:2; 9:1;
10:0). As subfragdes obtidas foram monitoradas através de cromatografia
em camada delgada (CCD) e subfracdes com perfis similares foram
reunidas. As subfracdes 13-21 foram novamente fracionadas por
cromatografia em coluna onde obteve-se o composto 7-preniloxi-6-
metoxicumarina (PC) (5:5 de EtOAc:n-hexano) (3,3 g), que apresentou-
se como pequenos cristais brancos com ponto de fusdo de 79-80 °C. A
estrutura da PC (Figura 7) foi confirmada por comparagédo dos resultados
obtidos com dados previamente publicados, comparando-se dados de
RMN H' e C"3 (PIZZOLATTI; LUCIANO; DELLE MONACHE, 2000;
PIZZOLATTI et al., 2004).
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Figura 7. Estrutura quimica da 7-preniloxi-6-metoxicumarina (PC)

o

X

Estrutura quimica da 7-preniloxi-6-metoxicumarina (PC), composto isolado da
Polygala sabulosa A.W. Bennett. Fonte: adaptado de PIZZOLATTI; LUCIANO
e DELLE MONACHE (2000).

4.3. Perfil cromatografico e quantificagdo do composto majoritario
por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE-DAD)

O perfil cromatografico do EBH foi obtido utilizando um
cromatografo Shimadzu® Prominence LC20AT (Kyoto, Japao),
equipado com injetor automatico SIL-20A, bombas alternadas LC-20AT
conectadas a um degasser DGU-20A5R, controlador CBM-20A, detector
de arranjo de diodos (DAD) SPD-M20A ¢ software LC solution® versdao
1.25. A analise cromatografica foi realizada com uma coluna CLC-C;g
(ODS, 4,6 mm x 250 mm, 5 pm) (Shimadzu, Kyoto, Jap@o), protegida por
uma coluna de guarda (Shimadzu, Kyoto, Japdo), ¢ a absorbancia foi
medida num alcance de 200-400 nm. Os seguintes solventes foram
utilizados na fase movel: (A) solugdo aquosa com 0,1% acido acético
(vv), e (B) solugdo metanolica com 0,1% acido acético (v/v), com fluxo
de 1,0 mL/min. O forno foi ajustado para manter a temperatura da coluna
a40 °C e o volume de inje¢do das amostras foi de 20 puL. O seguinte perfil
de eluigdo foi utilizado: 0-25 min, de 30% para 55% (B) (gradiente); 25-
43 min, de 55% para 85% (B) (gradiente); 43-45 min, de 85% para 100%
(B) (gradiente); 45-48 min, 100% (B) (isocratico); 48-49 min, de 100%
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para 30% (B) (gradiente) e 49-50 min, 30% (B) (isocratico). O periodo de
equilibrio de 10 minutos entre a inje¢ao das amostras também foi incluido
nas analises. O cromatograma foi monitorado em 344 nm. A
quantificacdo do composto isolado presente no EBH foi obtida através de
uma curva padrio utilizando o composto isolado previamente certificado
(RMN H' e C3). A curva padrio para este composto foi produzida com
5 diferentes concentragdes, testadas em triplicata, resultando na seguinte
equagdo da reta: y = 888664,1x — 1193310; R? = 0,999.

4.4. Animais

Neste estudo foram utilizados camundongos albinos Swiss com 2
meses de idade, fémeas, pesando entre 18-22 g, fornecidos pelo Biotério
Central da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC). Os animais
foram acondicionados em instala¢cdes proprias no Laboratoério de
Pesquisa em Imunologia (LAPI/UFSC) com ciclos de luz alternados
(12/12 horas), temperatura controlada 20 + 2 °C acesso livre a ragdo e
dgua tratada.

Os procedimentos utilizados foram aprovados pelo Comité de
Etica no Uso de Animais (CEUA/UFSC) sob protocolo PP00757
(ANEXO I) e os experimentos foram realizados de acordo com Colégio
Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA).

4.5. Protocolo experimental

O modelo experimental adotado foi a da pleurisia induzida pela
carragenina (Cg) em camundongos. Para indu¢do da pleurisia, foi
utilizado uma inje¢do de 0,1 mL do agente flogistico, Carragenina 1%
(Cg), administrado na cavidade pleural direita, através do espago
intercostal, utilizando-se uma agulha 13x5 mm e canula de poliestireno
(SALEH; CALIXTO; MEDEIROS, 1996). Todos os parametros
inflamatorios foram avaliados 4 h apés a indug¢do do processo
inflamatorio. Apds os animais sofrerem morte indolor assistida através
uma inje¢do de pentobarbital (120 mg/kg, i.p.) o torax foi aberto ¢ a
cavidade pleural foi lavada com 1 mL de salina estéril tamponada (PBS,
pH 7,6, composi¢ado mM: NaCl 130, Na,HPO4 5, KH,PO4 1 em agua
destilada) e heparinizada (20 Ul/mL). Amostras do lavado pleural foram
coletadas para determinag@o da migracao leucocitaria (total e diferencial),
exsudacao, atividades da mieloperoxidase (MPO) e adenosina-deaminase
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(ADA), metabolitos do 6xido nitrico (NOy), além das concentragdes das
citocinas pro-inflamatorias TNF-o e IL-1p. Amostras do tecido pulmonar
foram utilizadas para avaliar a expressdo de mRNA de TNF-q, IL-13 e
iINOS, além da fosforilagdo da subunidade p65 (NF-xB) e p38 (MAPK).
Os animais foram tratados por via intragengival (i.g.) com 0,2 mL de uma
solucdo de corante Azul de Evans (25 ug/mL) somente nos grupos nos
quais foi avaliada a exsudagdo e contagem de leucocitos.

Inicialmente, o EBH, suas fragdes derivadas (Hex, Ac e MeOH)
e o composto isolado, PC, foram administrados por via intraperitoneal
(i.p.) com a finalidade de analisar a possivel atividade anti-inflamatoria.
Todo material vegetal (EBH e fragdes) e composto isolado foram
dissolvidos em solu¢do de salina contendo no maximo 10% de DMSO
para auxiliar no processo de dissolugdo de compostos lipofilicos. Neste
protocolo, diferentes grupos de animais foram tratados (0,5 h antes) com
diferentes doses de EBH (25-200 mg/kg, i.p.), Hex (1-25 mg/kg, i.p.), Ac
(1-25 mg/kg, i.p.), MeOH (1-25 mg/kg, i.p.) ou PC (0,1-5 mg/kg, i.p.) e
os parametros inflamatdrios (migracdo leucocitaria e exsudagdo) foram
analisados no lavado pleural 4 h ap6s a administragdo do agente flogistico
(Cg: 1%) (Figura 8).
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Figura 8. Protocolo experimental para curva dose-resposta do EBH,
fracoes e composto isolado da P. sabulosa no modelo de pleurisia
induzida pela carragenina
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Inicialmente foi administrado uma solu¢do de Azul de Evans (25 mg/kg) a todos
0s animais por via intra-gengival para que a exsudacdo fosse posteriormente
quantificada. Ap6s 10 minutos da aplicagdo do Azul de Evans os animais
receberam: salina (Grupo S) ou tratamento com diferentes doses de extrato bruto
hidroalcoolico, fragdes ou composto isolado da P. sabulosa por via
intraperitoneal. Paralelamente um grupo controle recebeu tratamento com
dexametasona (Grupo Dex: 0,5 mg/kg; i.p.). Passados 30 minutos do tratamento
foi administrado por via intrapleural carragenina a 1%, exceto nos animais do
grupo S. Os animais sofreram morte indolor assistida 4 horas ap6s a aplicagio da
carragenina e os parametros iniciais: leucécitos totais, neutréfilos e exsudagéo
foram quantificados no lavado pleural. i.g.: administracdo intragengival; i.p.:
administracdo intraperitoneal; i.pl.: administragdo intrapleural. Fonte: elaborado
pelo autor.

Em outro experimento, realizado paralelamente, com a intengéo
de definir a curva tempo-resposta, diferentes grupos de animais foram
tratados com EBH, na melhor dose definida no experimento anterior,
administrada em diferentes periodos antes da induc¢éo da pleurisia (0,5-4
h) e entdo os pardmetros inflamatorios (migragdo leucocitiria e
exsudagdo) foram avaliados 4 h apos aplicagdo da carragenina (Figura
9). De acordo com este protocolo, o EBH na melhor dose resposta pré-
estabelecida (50 mg/kg, i.p.) administrado 0,5 h antes da inducdo da
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pleurisia, apresentou os melhores resultados. Sendo assim, o mesmo
periodo de pré-tratamento foi utilizado para avaliar o efeito anti-
inflamatorio das fragdes (Hex, Ac e MeOH) e do composto isolado (PC).

Figura 9. Protocolo experimental para curva tempo-resposta do EBH
da P. sabulosa no modelo de pleurisia induzida pela carragenina
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Inicialmente foi administrado uma solucdo de Azul de Evans (25 mg/kg) a todos
os animais por via intra-gengival para que a exsudacdo fosse posteriormente
quantificada. Ap6s 10 minutos da aplicagdo do Azul de Evans os animais
receberam tratamento com a melhor dose de extrato bruto hidroalcodlico da P.
sabulosa por via intraperitoneal definido no experimento de dose-resposta.
Paralelamente um grupo controle recebeu tratamento com dexametasona (Grupo
Dex: 0,5 mg/kg; i.p.). Passados 0,5, 1, 2 ou 4 horas (diferentes grupos) do
tratamento foi administrado por via intrapleural uma solug@o de carragenina a 1%
para induzir o processo de pleurisia exceto nos animais do grupo salina. Os
animais sofreram morte indolor assistida 4 horas ap6s a aplicagdo da solugdo de
carragenina e os parametros iniciais: leucocitos totais, neutrofilos e exsudagio
foram quantificados. i.g.: administragdo intragengival; i.p.: administra¢do
intraperitoneal; i.pl.: administracdo intrapleural. Fonte: elaborado pelo autor.

Finalmente, ap6s obtermos o melhor tempo de pré-tratamento e
as melhores doses de cada fracdo e composto capaz de inibir a migragao
leucocitaria ¢ a exsudagdo na cavidade pleural, diferentes grupos de
animais foram pré-tratados com EBH (50 mg/kg, i.p.), Hex (25 mg/kg,
1.p.), Ac (25 mg/kg, i.p.), MeOH (25 mg/kg, i.p.) e PC (1 mg/kg, i.p.) 0,5
h antes da indug@o da pleurisia com carragenina. Essas doses foram
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utilizadas para analisar outros parametros inflamatorios como: atividades
da MPO e ADA, concentragdes de NOy e concentragdes das citocinas pro-
inflamatdrias TNF-a e IL-1p (Figura 10).

Figura 10. Protocolo experimental para determinacdo da atividade
anti-inflamatoria do EBH, fracées e composto isolado da P. sabulosa
no modelo de pleurisia induzida pela carragenina
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Inicialmente os animais receberam tratamento com as melhores doses de extrato
bruto hidroalcodlico, fragdes e composto isolado da P. sabulosa por via
intraperitoneal definido no experimento de dose-resposta. Paralelamente um
grupo controle recebeu tratamento com dexametasona (Grupo Dex: 0,5 mg/kg;
i.p.). Passados 30 minutos do tratamento foi administrado por via intrapleural a
carragenina a 1% para induzir o processo de pleurisia exceto nos animais do
grupo salina. Os animais sofreram morte indolor assistida 4 horas apos a
aplicacdo da carragenina e os parametros: atividade das enzimas MPO e ADA,
concentragdo de metabolitos do 6xido nitrico e das citocinas TNF-a e IL-1[3 foram
quantificados. ADA: adenosina deaminase; i.g.: administragdo intragengival; IL-
1B: interleucina 1 beta; i.p.: administrag@o intraperitoneal; i.pl.: administragido
intrapleural; MPO: mieloperoxidase; NO: 6xido nitrico; TNF-a: fator necrose
tumoral alpha. Fonte: elaborado pelo autor.

A expressao de mRNA para TNF-a, IL-1p ¢ iNOS, assim como
fosforilagdo da subunidade p65 (NF-kB) e p38 (MAPK) foram analisados
somente em animais tratados com o composto isolado (Figura 11).
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Figura 11. Protocolo experimental para determina¢io do mecanismo
de acio do composto isolado da P. sabulosa no modelo de pleurisia
induzida pela carragenina
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mMRNA de TNF-a, IL-1B & INOS
Fosfo-p65 (NF-B)

i i ) Fosfo e total p38 MAPK
Composto isolado Carragenina
(1 mg/Kg -i.p.) (1%, i.pl.)

Inicialmente os animais receberam tratamento com a melhor dose de composto
isolado da P. sabulosa por via intraperitoneal definido no experimento de dose-
resposta. Paralelamente um grupo controle recebeu tratamento com
dexametasona (Grupo Dex: 0,5 mg/kg; i.p.). Passados 30 minutos do tratamento
foi administrado por via intrapleural a carragenina a 1% exceto nos animais do
grupo salina. Os animais sofreram morte indolor assistida 4 horas apds a
aplicacdo da carragenina e os parametros: mRNA de TNF-a, IL-1B e iNOS,
subunidade p65 fosforilada do NF-kB e p38 MAPK total e fosforilada foram
quantificados. i.g.: administragdo intragengival; IL-1p: interleucina 1 beta; iNOS:
6xido nitrico sintase induzida; i.p.: administragdo intraperitoneal; i.pl.:
administracao intrapleural; mRNA: acido ribonucleico mensageiro; NF-«xB: fator
nuclear kappa B; NO: 6xido nitrico; p38 MAPK: quinase ativida por mitogeno
p38; p65: subunidade do fator nuclear kappa B; TNF-a: fator necrose tumoral
alpha. Fonte: elaborado pelo autor.

Paralelamente, diferentes grupos de animais foram utilizados
como grupos controles (positivo, negativo e padrdo anti-inflamatério).
Em sintese, os grupos utilizados foram os seguintes: (1) Grupo S, onde os
animais foram submetidos a administragdo de salina (NaCl 0,95%, i.pl)
(n = 6); (2) Grupo Cg, em que os animais foram submetidos a
administragdo de carragenina (Cg: 1%, i.pl.) (n = 6); (3) Grupo Dex,
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animais onde foi administrada dexametasona (0,5 mg/kg, i.p.) 0,5 h antes
da administragdo da carragenina (1%, i.pl.) (n =6).

4.6. Contagem total e diferencial de leucdcitos

Para contagem total de leucdcitos foi utilizado um contador de
leucoécitos automatizado com parametros de quantificacdo especificados
e calibrados para camundongos (MINDRAY, BC-2800 Vet, Nanshan,
Shenzhen, China). A contagem diferencial dos leucécitos foi realizada
apos a confeccdo de laminas, as quais foram submetidas a coloragdo pela
técnica de May-Griinwald-Giemsa e a contagem feita em microscopio
otico comum (x1000). Os resultados foram expressos em nimero total de
leucdcitos e/ou neutrofilos (x10°).

4.7. Determinagdo da exsudacdo

Para determinacdo indireta da concentragdo de exsudato, os
animais foram tratados com uma solu¢do de corante Azul de Evans (25
mg/kg; 0,2 mL/animal; i.g.) 10 minutos antes da induc¢do do processo
inflamatorio. O Azul de Evans liga-se a proteinas plasmaticas como a
albumina, desta forma ¢ possivel quantificar o aumento da exsudagdo no
local inflamado através da quantificagdo do proprio corante (SALEH,;
CALIXTO; MEDEIROS, 1996). Apos 4 h da indugdo da pleurisia os
animais sofreram morte indolor assistida e uma aliquota de 200 pL do
lavado pleural foi reservado para quantificagdo da exsudagdo. Para tal, as
aliquotas foram pipetadas em uma placa contendo 96 pogos ¢ em seguida
lidas em leitora de microplacas (Organon, Tcknica, Roseland, New
Jersey, EUA) com comprimento de onda ajustado para 620 nm.

Para quantificagdo das concentragées do Azul de Evans nas
amostras, uma curva padrio (0,1 — 25 ug/mL) foi previamente
determinada. Através da equag@o da reta foi possivel se estimar a
concentracdo de Azul de Evans nas amostras. Os valores para
concentracdo de Azul de Evans foram expressos em pg/mL.
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4.8. Determinagdo da atividade da mieloperoxidase (MPO)

Os ensaios para determinagdo da atividade da MPO foram
realizados de acordo com a metodologia descrita por RAO et al. (1993).
Apés a coleta do lavado pleural, processamento e centrifugagdo em
centrifuga refrigerada (250 g por 5 min a 4 °C) (Sorvall™ ST 40, Thermo
Scientific®, Swedesboro, NJ, EUA), o sobrenadante (20 puL) foi coletado
e imediatamente submetido a determinacdo da atividade MPO. Com este
objetivo, os sobrenadantes foram transferidos para uma placa de 96 pogos
onde foi adicionado 180 uL de solucdo de reagdo (0,167 mg/mL de o-
dianisidina, 2 HCI e 0,0005% de H203). Apds 15 minutos de incubacdo,
a temperatura ambiente, a reagdo enzimatica foi interrompida com adi¢do
de 30 pL de azida sodica (1%) (p/v). A seguir as placas foram lidas em
uma leitora de microplacas (Organon, Tecknica, Roseland, New Jersey,
EUA) ajustada para comprimento de onda de 450 nm. Uma curva-padrio
com atividades conhecidas da MPO (0,7-140 mU/mL) teve sua densidade
otica determinada, permitindo desta forma a quantificacdo dos valores
desconhecidos. Os valores de MPO foram expressos em mU/mL.

4.9. Determinagdo da atividade da adenosina-deaminase (ADA)

Para determinagdo da atividade da enzima ADA, amostras
padrio com concentracdes conhecidas (volume final 2,5 mL) de
NaH,P04.H,O (35 mM), Na;HPO4.12H>O (15 mM) e (NH4)2SO4 (15
mM) foram preparadas com a finalidade de obter-se uma curva padrao
(10-50 UI/L). As amostras de lavado pleural, apos centrifugagdo (250 g
por 5 min a 4 °C), foram transferidas para tubos de ensaio e a reagéo
enzimatica iniciou-se com a adi¢do da solugdo de adenosina fosfato (pH
6,5, 500 uL, composi¢ao: NaH,PO4.H,0 (35 mM), Na,HPO4.12H20 (15
mM) e adenosina (0,5 mM)). Apds 1 hora de incubagdo a temperatura de
37 °C, a reagdo enzimatica foi interrompida através da adi¢do de uma
solu¢do de fenol (1000 puL, 1 mM), nitroprussiato de sodio (0,17 mM) e
tampdo alcalino (1000 uL: NaOCl: 11 mM ¢ NaOH: 125 mM). Esta
mesma solu¢do foi adicionada também aos tubos de vidro da curva padréo
(volume final 2500 upL) (GIUSTI; GALANTI, 1984). Finalmente,
transferiu-se 200 uL das amostras para uma placa de 96 pogos ¢ a seguir
as placas foram lidas em uma leitora de microplacas (Organon, Tcknica,
Roseland, New Jersey, EUA) no comprimento de onda de 620 nm. Os
valores de ADA foram expressos em U/L.
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4.10. Determinag¢do das concentragdes de nitrito e nitrato
(NOy)

As concentragdes de 6xido nitrico (NO) foram indiretamente
determinadas através da formagdo de seus metabolitos: nitrito (NOy") e
nitrato (NOj3"). Para tal utilizou-se a reagdo de Griess (GREEN et al.,
1982). As amostras do lavado pleural (300 uL) foram desproteinizadas no
dia dos experimentos com 30 uL de solugdo de sulfato de zinco (ZnSOs,
20%). As amostras foram entdo incubadas em banho de gelo por 60
minutos, e adicionado 6 puL de solucdo de hidroxido de sodio (NaOH, 2,5
N). Em seguida foram centrifugadas (2.500 RPM por 15 minutos)
obtendo-se um sobrenadante limpido. A seguir, 100 uL dos sobrenadantes
foram transferidos para tubos de ensaio ¢ diluidos em solugdo contendo
100 uL de solugdo saturada de cloreto de vanadio III (VCls, 0,8%) (p/v)
e acido cloridrico (HCI, 3%) (v/v). Neste mesmo tubo foram adicionados
100 puL de solugdo de Griess (composi¢do: sulfonamida (C¢HsN2O5S,
1%) acido fosforico (H3POs, 5%) e N-(1-naftil) etilenodiamina
(C12H16Cl2N3, 0,1%) e a mistura foi incubada durante 40 minutos a 37 °C
(MIRANDA; ESPEY; WINK, 2001). A reagdo de NO, com esse reagente
produz uma coloragéo rosea, que foi quantificada por meio de leitura das
densidades oticas em uma placa de 96 pogos, lidas em uma leitora de
microplacas (Organon, Tcknica, Roseland, New Jersey, EUA) no
comprimento de onda de 540 nm. Curvas padrdo com concentragdes
conhecidas de NO>™ (0-150 pM) também tiveram as densidades oticas
determinadas, permitindo a quantificacao dos valores de nitrito/nitrato em
uM, com auxilio da equagdo da reta.

4.11. Determinagdo das concentragdes das citocinas pro-
inflamatorias (TNF-a e IL-1P)

Nestes experimentos, amostras de lavado pleural foram coletadas
imediatamente apds os animais sofrerem morte indolor assistida, e
processadas para realizacdo da técnica de enzimaimunoensaio (ELISA),
método sanduiche. Neste protocolo foram utilizados anticorpos
monoclonais especificos para as citocinas pro-inflamatérias TNF-o ¢ IL-
1B. Padrdes com concentragdes conhecidas foram usados conforme
instrugdes fornecidas pelo kit dos fabricantes de TNF-a (BD Biosciences
Pharmigen, Sdo Diego, California, EUA) e IL-1B (RayBiotech Inch,
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Norcross, Georgia, EUA). As sensibilidades identificadas nos kits foram:
TNF-a = 5,0 pg/mL e IL-18 = 1,67 pg/mL. Os coeficientes de variagdo
(CV) intra ¢ interensaios observados foram: intra CV: TNF-a = 7,8 +
0,9%, IL-1B = 6,2 + 0,4%; inter CV: TNF-a. = 9,6 + 2,1%, IL-1 = 5,1 +
0,6%. Curvas-padrdo com concentragdes conhecidas de cada citocina,
TNF-a (5,0-2300 pg/mL) e IL- 1B (11,72-750 pg/mL) também tiveram
suas densidades 6ticas determinadas em comprimento de onda de 450 nm,
desta forma foi possivel quantificar a presenga destas citocinas nas
amostras estudadas com auxilio de uma equagéo da reta. As leituras das
amostras foram todas realizadas em placas de 96 pogos em uma leitora de
microplacas (Organon, Tcknica, Roseland, New Jersey, EUA). Os valores
para citocinas foram expressos em pg/mL.

4.12. Determinagéo da expressdo do mRNA para as citocinas
pro inflamatérias (TNF-a e IL-1B) e para enzima 6xido nitrico
sintase induzida (iNOS)

4.12.1. Extracdo e quantificagdo do RNA

O RNA total foi extraido de amostras de pulmio dos
camundongos utilizando TRI-reagent® (Sigma-aldrich, St. Louis,
Missouri, EUA). Inicialmente, em um tubo de eppendorf foi adicionado
1 mL de TRI-reagent®, em seguida 200 mg do tecido pulmonar foi
mergulhado ¢ imediatamente macerado com auxilio de um aparato
cirurgico livre de RNAses. O material pulmonar foi entdo homogeneizado
com auxilio de vortex por 30 segundos. Ap6s 5 minutos de incubagio a
temperatura ambiente (25 ©C), adicionou-se 0,2 mL de cloroférmio
(P.A.), e o material foi entdo homogeneizado e incubado por mais 3
minutos a temperatura ambiente. Em seguida, centrifugou-se o material
(12.000 g a 4 °C) por 15 minutos, a fase superior (aquosa) foi entdo
transferida para outro tubo do tipo eppendorff onde adicionou-se 0,5 mL
de isopropanol (P.A.). Novamente, seguiu-se uma incubagdo de 10
minutos a temperatura ambiente. Terminada esta etapa, o material foi
novamente centrifugado por 10 minutos a 12.000 g (4 °C), e o RNA total
presente no sedimento foi recuperado. Para tanto, o sobrenadante foi
desprezado e lavado com 1 mL de etanol (70%, v/v). Finalmente,
procedeu-se uma ultima centrifugacio a 7.500 g (4 °C) por 5 minutos, e
novamente o descarte do sobrenadante com posterior secagem do material
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em estufa (40 °C) por 10 minutos. A seguir, foi adicionado 100 pL de
agua livre de RNAses (0,01% DEPC — v/v) (DALMARCO et al., 2012).

Ao final do processo de extracdo, a determinacdo da
concentracdo e da pureza do RNA, foram checadas por leitura
espectrofotométrica a 260 nm e pela razdo da absorbancia 260/280 nm,
respectivamente (Picol00 Picodrop® Spectophotometer, Picodrop
Limited, Cambridgeshire, UK).

4.12.2. Reacdo de transcrigdo reversa (RT)

As amostras de RNA previamente extraidas foram tratadas com
a enzima DNAse grade I® para eliminar a contaminagdo das amostras com
DNA gendmico, segundo instru¢des fabricante (Invitrogen®, Carlsbad,
Califérnia, EUA). Em seguida 500 ng de RNA total obtido de cada
amostra foram transferidos para microtubos com capacidade de 200 pL
onde foi adicionado 50 pM de oligonucleotideo (Oligo dT 12-18)®, 10
mM de dNTPs e 6 pl. de agua DEPC (0,01%), que apos rapida
homogeneiza¢do foram incubadas por 5 minutos a 65 °C e, a seguir,
acondicionados em banho de gelo por 2 minutos (Invitrogen®, Carlsbad,
Califérnia, EUA).

No proximo passo, seguiu-se a adi¢cdo de 4 uL de solucdo tampao
(First Strand® Buffer 5x), 1 pL de enzima inibidora de RNAses
(Ribolock® 20U) e 1 pL de enzima Superscript III® (200 U) totalizando
um volume final de 20 pL. Esta solugdo foi homogeneizada manualmente
e incubada por 1 hora a 60 °C. Apos a incubagdo, os microtubos contendo
DNA complementar (¢cDNA) foram incubados a 70 °C por 15 minutos.
Finalmente, os microtubos foram armazenados em freezer (-80 °C) até o
momento da realizagdo das rea¢cdes de PCR em tempo real (qPCR)
(DALMARCO et al., 2012).

4.12.3. Reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (RT-qPCR)

As reagoes de qPCR foram realizadas utilizando-se 50 ng de
c¢DNA (obtidos da reagdo de transcrigdo reversa), iniciadores especificos
para amplificacdo dos genes de interesse (TNF-a, IL-1p ¢ iNOS: 0,5 uM)
adicionados a um master mix para qPCR Ludwig Biotec® SYBR Green
gPCR mix 1:1 ROX (2x) (Ludwig Biotec, Alvorada, Rio Grande do Sul,
Brasil) totalizando um volume final de 12,5 pl. As amostras foram
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pipetadas em placas de 96 pocos fast qPCR (StepOnePlus®, Applied
Biosystems, Carlsbad, California, EUA).

As condig¢oes empregadas na reacao de qPCR foram as seguintes:
1) 5 minutos a 95 °C; 2) 40 ciclos com 3 etapas de: 45 segundos a 95 °C,
45 segundos a 58° C e 45 segundos a 72 °C. Todas as rea¢des foram
seguidas de analise da curva de melting para detectar possiveis
contaminag¢des ou amplificacdo de produtos inespecificos nas reagdes.
Além disso para excluir a possibilidade de contaminag¢do, foram
realizados controles negativos contendo agua miliQ como amostra. Como
controle endogeno de cada amostra, foram utilizados iniciadores que
amplificam o GAPDH (gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase) de
expressdo constitutiva. As sequencias de nucleotideos de cada iniciador
estdo descritos na Tabela 1. Para o calculo da expressdo dos mRNA
utilizou-se 0 método 2-2ACT,

Tabela 1. Oligonucleotideos (iniciadores) usados nas rea¢des de RT-
qPCR.

Gene Iniciadores Prod Registro no
uto GenBank
(p-b.)
GAPD GTGTCCGTCGTGGATCTGAC 132 NM 00128972
H GGAGACAACCTGGTCCTCAG 6.1
TNF-a CCCTCACACTCAGATCATCTTCT 61 NM _013693.3
GCTACGACGTGGGCTACAG

IL-1P TTCAGGCAGGCAGTATCACTC 75 NM_008361.3
GAAGGTCCACGGGAAAGACAC

iNOS CGAAGTTTCTGGCAGCAGC 146 NM_010927.3
AGCACTCTCTTGCGGACCAT
4.13. Determinagdo da fosforilagdo da proteina p65 (NF-kB)
e p38 (MAPK)

4.13.1. Dosagem de proteinas totais

Apobs os animais sofrerem morte indolor assistida, 20 mg de
tecido pulmonar de cada amostra foi removido da cavidade toracica e
transferido para tubo de eppendorf contendo tampao de lise - Cell Lysis
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Buffer 5x (eBioscience, San Diego, Califérnia, EUA) com intuito de
formar o homogenato. A dosagem de proteinas totais foi realizada de
acordo com LOWRY et al. (1951) em espectrofotometro (LOWRY et al.,
1951). Em sintese, a 5 uL de amostra foi adicionado 95 uL de agua
destilada e entdo adicionou-se 100 puL de reagente de Lowry (25% de
CTC: carbonato de sodio: Na,COs - 10%, sulfato de cobre: CuSO4 0,1%,
tartarato duplo Na/K 0,2%; 25% de SDS a 10%; 20% de NaOH 0,8 N ¢
30% de agua destilada). Apds incubagéo a temperatura ambiente por 10
minutos adicionou-se 50 uL de reagente de Folin (40% de Reativo de
Folin 1 N, 20% de Reativo de Folin 2 N e 40% agua destilada), em seguida
as amostras foram incubadas por 30 minutos, ¢ apds este periodo,
pipetadas em placas de 96 pocos, que foram lidos em leitora de
microplacas em comprimento de onda de 620 nm (Organon, Tcknica,
Roseland, New Jersey, EUA). Paralelamente utilizou-se diferentes
concentracdes de albumina para obter-se uma curva-padrao (0-40 pg/uL).

Desta forma, para a determinacdo da fosforilacdo das proteinas
p65 e p38, as amostras foram ajustadas a concentracdo de 60 pg de
proteina total, conforme sugerido pelos fabricantes dos kits de p65 (NF-
«B) e de p38 MAPK.

4.13.2. Quantificagdo da proteina p65 fosforilada

Para este protocolo foi utilizado kit comercial contendo
anticorpos monoclonais especificos contra proteina p65 fosforilada de
camundongo (Instant One Phospho - NF-kB p65 (Ser536) ELISA Kit
(eBioscience, San Diego, Califérnia, EUA)). O protocolo experimental
foi realizado seguindo instruc¢des disponiveis no kit. Os resultados foram
expressos como modificagdo relativa comparada ao grupo controle
negativo (Salina), que representou a expressao basal da fosforilacao da
subunidade p65.

4.13.3. Quantificagdo da proteina p38 total e fosforilada

Assim como na quantifica¢do da fosforilagdo da proteina p65, as
amostras ajustadas pelo método de Lowry para possuirem a mesma
concentracdo de proteinas (60 ug) foram transferidas para uma placa de
96 micropocos a qual continha fixados anticorpos monoclonais
especificos contra proteina p38 MAPK total (p38 MAP Kinase Elisa
(Invitrogen, Camarillo, California, EUA)) e outra placa contendo
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anticorpos monoclonais contra a proteina p38 MAPK fosforilada (Instant
One Phospho-p38 MAPK — Tyr180/Tyr182 — Elisa kit (eBioscience, San
Diego, California, EUA)). Os resultados foram expressos em modificacdo
relativa comparada ao grupo controle negativo (Salina), que representou
a expressdo basal da proteina p38 MAPK total e fosforilada.

4.14. Farmacos e reagentes

Neste estudo, foram utilizados os seguintes farmacos e reagentes:
Dexametasona (Ache pharmaceutical laboratories S.A., Sdo Paulo, Sao
Paulo, Brasil), adenosina, azida sodica, carragenina- A (grau IV), cloreto
de vanadio III, hidréxido de sodio, sulfanilamida, nitroprussiato de sodio,
fenol, MPO de neutrofilos humanos, dodecil sulfato de sodio, o-
dianisidina 2HCI (3,3’dimetoxibenzidina), iniciadores para reag¢do de
cadeia da polimerase (PCR), Tri-Reagent® (Sigma Chemical Co., St.
Louis, Missouri, EUA), peréxido de hidrogénio (H>O, 30%) (Biotech,
Sdao Paulo, Sdo Paulo, Brasil), heparina (Liquemine®, Roche, Sao
Paulo, Sao Paulo, Brasil), fosfato de sddio (Reagen, Rio de Janeiro, Rio
de Janeiro, Brasil), sulfato de zinco (Vetec, Rio de Janeiro, Rio de Janeiro,
Brasil), Liquido de Tiirk, corante de May — Griinwald (Newprov, Sao
José dos Pinhais, Parand, Brasil), corante de Giemsa (Laborclin, Sdo José
dos Pinhais, Parana, Brasil), azul de Evans (Acros-Organics, Nova Jersey,
EUA); dihidrocloreto de N-(1-naftil)-etilenodiamina (Merck, Darmstadt,
Bundesland, Alemanha). Kits de enzimaimunoensaio (ELISA) para
quantificagdo de TNF-a (BD — Biosciences Pharmingen, San Diego,
California, EUA) e IL-1P (RayBiotech Inch, Norcross, Georgia, EUA) de
camundongos, Oligo-dT (12-18)®, dNTPs e DNAse grade I® (Invitrogen,
Carlsbad, Califérnia, EUA), RevertAid® H Minus First Strand cDNA
Synthesis Kit e Ribolock® (Fermentas, Burlington, Ontario, Canada),
Ludwig Biotec® SYBR Green qPCR mix 1:1 ROX (2x) (Ludwig Biotec,
Alvorada, Rio Grande do Sul, Brasil). Kits de enzimaimunoensaio
(ELISA) para quantificagdo das proteinas p65 ¢ p38 fosforilada
(eBioscience, San Diego, Californoa, EUA) e p38 MAPK total
(Invitrogen, Camarillo, Califérnia, EUA). Acetona, cloroférmio, n-
hexano, acetato de etila, metanol e etanol em grau de pureza analitica
(PA) (Synth, Diadema, Sao Paulo, Brasil). Outros sais ¢ reagentes, de
grau de pureza analitica, foram obtidos de diferentes fontes comerciais.
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4.15. Analise estatistica

Os resultados dos parametros inflamatorios obtidos neste estudo,
incluindo migracdo celular, exsudagdo, atividade das enzimas (MPO e
ADA), bem como as concentragdes de NOy, citocinas pro-inflamatorias
(TNF-a e IL-1B), expressio de mRNA (TNF-o, IL-1f ¢ iNOS) ¢
fosforilagdo da subunidade p65 do NF-kB e da proteina quinase ativada
por mitégeno p38, foram expressos por média + erro padrdo da média
(e.p.m.). As diferencas estatisticas dos parametros analisados entre os
grupos controle ¢ grupos tratados com o material vegetal ou com o
farmaco de referéncia (Dexametasona) foram realizadas por meio do teste
paramétrico de analise de variancia (one way-ANOVA) complementado
pelo teste post hoc de Newman-Keuls. Os resultados foram analisados
utilizando o programa estatistico GraphPad Prism® versdo 5.0 (San
Diego, California, EUA). Para todas as analises estatisticas, valores de p
menores que 0,05 foram considerados significativos.
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5. Resultados

5.1. Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE-DAD) do
extrato bruto hidroalcodlico da Polygala sabulosa

O perfil cromatografico do extrato bruto da P. sabulosa foi
adquirido em comprimento de onda de 344 nm (Figura 12). Apos a
inje¢do de 20 puL do extrato bruto na concentragdo de 1 mg/mL, obteve-
se um cromatograma com um pico de destaque referente ao composto
majoritario 7-preniloxi-6-metoxicumarina (PC), com tempo de retencao
de 34,17 minutos. A confirmacdo do referido pico como sendo o
composto em questdo foi realizada pela técnica de adigdo do padrdo nas
amostras testadas. Também foi realizada a injecdo do composto isolado
purificado e certificado (RMN C'3 ¢ H'") em 5 concentragdes diferentes,
realizados em triplicata, com a finalidade de constru¢do da curva de
calibrag¢do para quantificagdo do mesmo no extrato. Apos realizagdo da
curva, o composto foi quantificado no EBH e representou 178 mg/g
(17,8%) do referido material vegetal.

Figura 12. Cromatograma do extrato bruto hidroalcodlico (EBH) da
Polygala sabulosa
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EBH (1 mg/mL) em A = 344 nm (condi¢des cromatograficas item 4.3). 1. Pico
representando o composto 7-preniloxi-6-metoxicumarina (PC).



70

5.2. Efeito da Polygala sabulosa sobre a migracdo leucocitaria e
exsudac¢do

O presente estudo foi capaz de comprovar que o EBH de P.
sabulosa possui a capacidade de reduzir a migrac¢do leucocitaria para a
cavidade pleural, quando administrado nas doses de 50, 100 e 200
(mg/kg) comparado-se ao grupo controle positivo (Cg 1%) (% inibigao:
50 mg/kg: 36,8 £5,3; 100 mg/kg: 31,1 £ 6,2 ¢ 200 mg/kg: 37,8 + 3,4) (P
<0,01) (Figura 13 A). Esta diminui¢do na migrac¢do leucocitaria ocorreu
principalmente pela capacidade do extrato em diminuir a migra¢do de
neutrofilos para a cavidade pleural (% inibigdo: 50 mg/kg: 45,1 £5,1; 100
mg/kg: 45,5 +4,9 e 200 mg/kg: 37,8 + 3,4) (P<0,01) (Figura 13 B). Nas
doses testadas, o EBH ndo foi capaz de diminuir a exsudagdo na cavidade
pleural dos camundongos (P>0,05) (Figura 13 C).
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Figura 13. Efeito do extrato bruto hidroalcoélico (EBH) da Polygala
sabulosa sobre a migracao total de leucocitos (A), neutrofilos (B) e
exsudacao (C)
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Efeito do extrato bruto hidroalcodlico (EBH) da Polygala sabulosa administrado
0,5 h antes da indug@o da pleurisia pela carragenina (1 %) em camundongos. S =
animais tratados somente com salina estéril (i.p.), Cg = animais tratados somente
com carragenina 1% (i.pl.), Dex = animais previamente tratados com
dexametasona (0,5 mg/kg, i.p.; 0,5 h antes da administragdo da carragenina). As
colunas verticais representam a média + e.p.m e os asteriscos as diferengas
estatisticas encontradas em relagdo ao controle inflamado (Cg), n = 6 animais. **
P<0,01.

A fragdo Hex também reduziu significativamente o influxo de
leucoécitos para cavidade pleural (% inibi¢do: 1 mg/kg: 18,5 + 3,0; 10
mg/kg: 23,3 £ 6,0 e 25 mg/kg: 27,0 = 1,4) (P<0,01) (Figura 14 A), ¢ este
efeito também se deve a sua capacidade em inibir a migragio de
neutrofilos (% inibicdo: 1 mg/kg: 17,9 £ 2,6; 10 mg/kg: 24,4 + 6,5 ¢ 25
mg/kg: 29,7 £ 1,4) (P<0,01) (Figura 14 B). Ao contrario do EBH, esta
fracdo foi capaz de reduzir a concentracdo de exsudato na cavidade
pleural quando administrada na dose de 25 mg/kg (% inibi¢do: 25 mg/kg:
18,5 +2,9) (P<0,05) (Figura 14 C).
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Figura 14. Efeito da fracio hexanica (Hex) da Polygala sabulosa
sobre a migracio total de leucdcitos (A), neutrofilos (B) e exsudacio
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Efeito da fracao hexanica (Hex) da Polygala sabulosa administrada 0,5 h antes
da indug@o da pleurisia pela carragenina (1 %) em camundongos. S = animais
tratados somente com salina estéril (i.p.), Cg = animais tratados somente com
carragenina 1% (i.pl.), Dex = animais previamente tratados com dexametasona
(0,5 mg/kg, i.p.; 0,5 h antes da administragio da carragenina). As colunas
verticais representam a média £ e.p.m e os asteriscos as diferencas estatisticas
encontradas em relag@o ao controle inflamado (Cg), n = 6 animais. *P<0,05 e **
P<0,01.

Nas mesmas condigdes, a fracdo Ac reduziu de forma
significativa a migracao leucocitaria para a cavidade pleural nas doses de
1, 10 e 25 mg/kg (% inibigao: 1 mg/kg: 15,9 + 3,6; 10 mg/kg: 25,2 + 4,0
e 25 mg/kg: 57,8 £ 6,6) (P<0,05) (Figura 15 A). Este perfil inibitorio
novamente foi devido a diminuig¢do na migragdo neutrofilica (% inibigao:
1 mg/kg: 14,9 +4,3; 10 mg/kg: 26,8 +4.,9 e 25 mg/kg 60,2 £+ 6,0) (P<0,05)
(Figura 15 B). Da mesma forma que a fra¢do Hex, a fragdo Ac foi capaz
de diminuir a concentragdo de exsudato na cavidade pleural apenas
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quando administrada na dose 25 mg/kg (% inibi¢do: 25 mg/kg: 30,3 +
4,5) (P<0,01) (Figura 15 C).

Figura 15. Efeito da fracao acetonica (Ac) da Polygala sabulosa sobre
a migracao total de leucdcitos (A), neutrofilos (B) e exsudacio (C)
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Efeito da fracdo acetonica (Ac) da Polygala sabulosa administrada 0,5 h antes da
inducdo da pleurisia pela carragenina (1 %) em camundongos. S = animais
tratados somente com salina estéril (i.p.), Cg = animais tratados somente com
carragenina 1% (i.pl.), Dex = animais previamente tratados com dexametasona
(0,5 mg/kg, i.p.; 0,5 h antes da administragdo da carragenina). As colunas
verticais representam a média £ e.p.m e os asteriscos as diferencas estatisticas

encontradas em relag@o ao controle inflamado (Cg), n = 6 animais. *P<0,05 e **
P<0,01.

A fracdo MeOH também foi capaz de reduzir significativamente
amigra¢do leucocitaria para a cavidade pleural (% inibigdo: 1 mg/kg: 17,8
+3,8; 10 mg/kg: 36,3 + 3,1 ¢ 25 mg/kg: 47,0 + 8,7) (P<0,05) (Figura 16
A), as custas, principalmente, da diminuigdo na migracdo de neutréfilos
(% inibic¢do: 1 mg/kg: 16,7 £4,2; 10 mg/kg: 36,6 4,0 e 25 mg/kg: 50,4
+ 8,9) (P<0,05) (Figura 16 B). Além disso, assim como observado com
a fracdo Hex e Ac, essa fracdo também foi capaz de inibir
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significativamente a concentragdo de exsudato na cavidade pleural
quando administrada na dose de 25 mg/kg (% inibicdo: 25 mg/kg: 27,2 +
7,6) (P<0,01) (Figura 16 C).

Figura 16. Efeito da fracio metanolica (MeOH) da Polygala sabulosa
sobre a migracao total de leucocitos (A), neutrdéfilos (B) e exsudagio
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Efeito da fracdo metandlica (MeOH) da Polygala sabulosa administrada 0,5 h
antes da inducdo da pleurisia pela carragenina (1 %) em camundongos. S =
animais tratados somente com salina estéril (i.p.), Cg = animais tratados somente
com carragenina 1% (i.pl.), Dex = animais previamente tratados com
dexametasona (0,5 mg/kg, i.p.; 0,5 h antes da administragdo da carragenina). As
colunas verticais representam a média + e.p.m e os asteriscos as diferengas
estatisticas encontradas em relagdo ao controle inflamado (Cg), n = 6 animais.
*P<0,05 e ** P<0,01.

Finalmente, o composto isolado, PC, também apresentou um
importante efeito anti-inflamatorio sobre os mesmos parametros testados.
O composto foi capaz de reduzir a migragdo leucocitaria quando
administrado nas doses de 1 e 5 mg/kg (% inibi¢ao: 1 mg/kg: 22,2 +6,2
e 5 mg/kg: 20,0 £ 4,1) (P<0,05) (Figura 17 A), ¢ este efeito inibitorio
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apresentou o mesmo perfil das outras fragdes testadas, principalmente
pela capacidade de inibir a migracdo de neutréfilos para cavidade pleural
(% inibicdo: 1 mg/kg: 24,3 +£ 6,8 ¢ 5 mg/kg: 20,0 +=4,1) (P<0,05) (Figura
17 B). Além disso, a exsudagdo também foi significativamente reduzida
nestas mesmas doses (% inibigdo: 1 mg/kg: 19,9 £ 7,1 ¢ 5 mg/kg: 24,0 £
6,8) (P<0,01) (Figura 17 C).

Figura 17. Efeito do composto isolado 7-preniloxi-6-metoxicumarina
(PC) da Polygala sabulosa sobre a migracgao total de leucécitos (A),
neutrofilos (B) e exsudacio (C)
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Efeito do composto isolado 7-preniloxi-6-metoxicumarina (PC) isolado da
Polygala sabulosa administrado 0,5 h antes da indugfo da pleurisia pela
carragenina (1 %) em camundongos. S = animais tratados somente com salina
estéril (i.p.), Cg = animais tratados somente com carragenina 1% (i.pl.), Dex =
animais previamente tratados com dexametasona (0,5 mg/kg, i.p.; 0,5 h antes da
administracdo da carragenina). As colunas verticais representam a média + e.p.m
e os asteriscos as diferencas estatisticas encontradas em relagdo ao controle
inflamado (Cg), n = 6 animais. ¥*P<0,05 e ** P<0,01.



76

Baseado nos resultados apresentados até entdo, as menores doses
de EBH, Hex, Ac, MeOH e PC capazes de inibir significativamente os
parametros testados até o momento (leucdcitos totais, neutrofilos e/ou
concentracdo de exsudato) foram as seguintes: EBH: 50 mg/kg, Hex: 25
mg/Kg, Ac: 25 mg/kg, MeOH: 25 mg/kg e PC: 1 mg/Kg administrados
por via intraperitoneal (i.p.). Estas doses foram entdo utilizados nos
experimentos seguintes.

5.3. Efeito da Polygala sabulosa sobre a atividade da enzima
mieloperoxidase (MPO)

O EBH (50 mg/Kg) de P. sabulosa, as fragdes: Hex (25 mg/kg),
Ac (25 mg/kg) e MeOH (25 mg/kg), assim como 0 composto majoritario,
PC (1 mg/kg), inibiram significativamente a atividade da enzima MPO no
lavado da cavidade pleural quando comparados com o grupo controle
positivo (Cg 1%) (% inibi¢do: EBH: 33,2 +£2.5; Hex: 42,9 + 3,8; Ac: 40,2
+ 1,4; MeOH: 34,9 £4,7 ¢ PC: 27,2 £ 4,9) (P<0,01) (Figura 18).
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Figura 18. Efeito da Polygala sabulosa sobre a atividade da enzima
mieloperoxidase (MPO)
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Efeito do EBH (50 mg/kg), fragdes: Hex (25 mg/kg), Ac (25 mg/kg) e MeOH (25
mg/kg) e composto isolado, PC (1 mg/kg), administrados i.p. 0,5 h antes da
indugdo da pleurisia pela carragenina (1 %) em camundongos. S = animais
tratados somente com salina estéril (i.p.), Cg = animais tratados somente com
carragenina 1% (i.pl.), Dex = animais previamente tratados com dexametasona
(0,5 mg/kg, i.p.; 0,5 h antes da administragdo da carragenina). As colunas
verticais representam a média £ e.p.m e os asteriscos as diferencas estatisticas
encontradas em relag@o ao controle inflamado (Cg), n = 6 animais. ** P<0,01.

5.4. Efeito da Polygala sabulosa sobre a atividade da enzima
adenosina-desaminase (ADA)

A atividade da enzima ADA na cavidade pleural também foi
inibida pelo EBH (50 mg/kg), as fragoes: Hex (25 mg/kg), Ac (25 mg/kg)
e MeOH (25 mg/kg), assim como pelo composto isolado, PC (1 mg/kg)
(% inibicdo: EBH: 36,3 &+ 3,9; Hex: 48,4 + 3,6; Ac: 40,0 + 4,5; MeOH:
36,9+4,7ePC: 41,6 £2,6) (P<0,01) (Figura 19).



78

Figura 19. Efeito da Polygala sabulosa sobre a atividade da enzima
adenosina-deaminase (ADA)
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Efeito do EBH (50 mg/kg), fragdes: Hex (25 mg/kg), Ac (25 mg/kg) e MeOH (25
mg/kg) e composto isolado, PC (1 mg/kg), administrados i.p. 0,5 h antes da
indugdo da pleurisia pela carragenina (1 %) em camundongos. S = animais
tratados somente com salina estéril (i.p.), Cg = animais tratados somente com
carragenina 1% (i.pl.), Dex = animais previamente tratados com dexametasona
(0,5 mg/kg, i.p.; 0,5 h antes da administragdo da carragenina). As colunas
verticais representam a média £ e.p.m e os asteriscos as diferencas estatisticas
encontradas em relag@o ao controle inflamado (Cg), n = 6 animais. ** P<0,01.

5.5. Efeito da Polygala sabulosa sobre as concentragdes de nitrato e
nitrito (NOy)

O tratamento prévio dos animais com EBH (50 mg/kg), fracdes:
Hex (25 mg/kg), Ac (25 mg/kg) e MeOH (25 mg/kg), assim como o
composto majoritario, PC (1 mg/kg), reduziu de forma significativa as
concentra¢des de metabdlitos do 6xido nitrico (NOyx) no lavado pleural
(% inibicdo: EBH: 56,7 + 4,6; Hex: 53,2 + 6,2; Ac: 53,9 + 4,6; MeOH:
48,3 +7,2ePC: 42,1 £7,0) (P<0,01) (Figura 20).
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Figura 20. Efeito da Polygala sabulosa sobre a as concentragoes de
nitrito/nitrato
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Efeito do EBH (50 mg/kg), fragdes: Hex (25 mg/kg), Ac (25 mg/kg) e MeOH (25
mg/kg) e composto isolado, PC (1 mg/kg), administrados i.p. 0,5 h antes da
inducdo da pleurisia pela carragenina (1 %) em camundongos. S = animais
tratados somente com salina estéril (i.p.), Cg = animais tratados somente com
carragenina 1% (i.pl.), Dex = animais previamente tratados com dexametasona
(0,5 mg/kg, i.p.; 0,5 h antes da administragio da carragenina). As colunas
verticais representam a média £ e.p.m e os asteriscos as diferencas estatisticas
encontradas em relag@o ao controle inflamado (Cg), n = 6 animais. ** P<0,01.

5.6. Efeito da Polygala sabulosa sobre a concentragdo de fator
necrose tumoral alfa (TNF-a)

Os animais tratados com com EBH (50 mg/kg), suas fracGes
derivadas: Hex (25 mg/kg), Ac (25 mg/kg) e MeOH (25 mg/kg), assim
como o composto majoritario, PC (1 mg/kg), foram capazes de reduzir de
forma significativa a concentragdo da citocina pro-inflamatoria TNF-o no
lavado pleural quando comparados com o controle positivo (Cg 1%) (%
inibicdo: EBH:46,8 + 3,2; Hex: 37,5 £ 2,1; Ac: 51,7 £ 4,1; MeOH: 43,5
+ 5,3 e PC: 41,9 £4,9) (P<0,01) (Figura 21).
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Figura 21. Efeito da Polygala sabulosa sobre a as concentragoes de
TNF-a
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Efeito do EBH (50 mg/kg), fragdes: Hex (25 mg/kg), Ac (25 mg/kg) e MeOH (25
mg/kg) e composto isolado, PC (1 mg/kg), administrados i.p. 0,5 h antes da
indugdo da pleurisia pela carragenina (1 %) em camundongos. S = animais
tratados somente com salina estéril (i.p.), Cg = animais tratados somente com
carragenina 1% (i.pl.), Dex = animais previamente tratados com dexametasona
(0,5 mg/kg, i.p.; 0,5 h antes da administragdo da carragenina). As colunas

verticais representam a média £ e.p.m e os asteriscos as diferencas estatisticas
encontradas em relag@o ao controle inflamado (Cg), n = 6 animais. ** P<0,01.

5.7. Efeito da Polygala sabulosa sobre a concentracdo de interleucina
1-beta (IL-1PB)

O perfil inibitério para a citocina pré-inflamatéria TNF-a
repetiu-se para a IL-1p. Os resultados demonstraram que animais tratados
com EBH (50 mg/kg), suas fracdes derivadas: Hex (25 mg/kg), Ac (25
mg/kg) e MeOH (25 mg/kg), assim como o composto majoritario, PC (1
mg/kg) foram capazes de reduzir de forma significativa a concentragéo
desta citocina no lavado pleural (% inibigdo: EBH: 42,1 £ 2,8; Hex: 41,4
+ 1,3; Ac: 46,9 = 2,5; MeOH: 39,9 + 4,0 ¢ PC: 44,6 £ 6,5) (P<0,01)
(Figura 22).
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Figura 22. Efeito da Polygala sabulosa sobre a as concentragoes de
IL-1p
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Efeito do EBH (50 mg/kg), fragdes: Hex (25 mg/kg), Ac (25 mg/kg) e MeOH (25
mg/kg) e composto isolado, PC (1 mg/kg), administrados i.p. 0,5 h antes da
indugdo da pleurisia pela carragenina (1 %) em camundongos. S = animais
tratados somente com salina estéril (i.p.), Cg = animais tratados somente com
carragenina 1% (i.pl.), Dex = animais previamente tratados com dexametasona
(0,5 mg/kg, i.p.; 0,5 h antes da administragio da carragenina). As colunas
verticais representam a média £ e.p.m e os asteriscos as diferencas estatisticas
encontradas em relag@o ao controle inflamado (Cg), n = 6 animais. ** P<0,01.

5.8. Efeito do composto isolado da Polygala sabulosa, 7-preniloxi-6-
metoxicumarina, sobre a expressdo de mRNA de TNF-a, IL-1P
¢ INOS

Uma vez que o composto majoritario isolado apresentou o
mesmo perfil inibitoério que o EBH e suas fragoes derivadas sobre todos
os parametros inflamatérios analisados até o momento, podemos atribuir,
pelo menos em parte, o efeito anti-inflamatorio da planta a presenca deste
referido composto.

Desta forma, o proximo passo foi analisar se 0 composto isolado
possui a habilidade de inibir a produgdo das citocinas pro-inflamatorias e
a enzima 6xido nitrico sintase induzida a nivel transcripcional, ou se esse
perfil inibitorio sobre os marcadores inflamatorios verificado até o
momento ¢ relacionado a um fendmeno pos-transcripcional. Com este
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objetivo, foi realizada a reagdo em cadeia da polimerase em tempo real
(qRT-PCR) visando verificar a expressdo do mRNA destes paramétros
(TNF-q, IL-1B e iNOS).

Os resultados do RT-qPCR indicam que o composto isolado da
P. sabulosa, PC (1 mg/kg, i.p.), possui a capacidade de reduzir a
expressdo de mRNA do TNF-a, IL-1B ¢ da iNOS induzido pela Cg,
resultado que sugere que a redugdo na produc¢do dos mediadores
inflamatorios estudados se deu a nivel transcripcional (% inibigdo:
mRNA TNF-a: 88,3 +2,3; mRNA IL-1B: 70,6 + 6,1 e mRNA iNOS: 89,2
+2,5) (P<0,01) (Figura 23, A, B, C)

Figura 23. Efeito do composto isolado da Polygala sabulosa sobre a
expressio de mRNA do TNF-a (A), IL-1 (B) e iNOS (C)
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Efeito do composto isolado (PC) administrados 0,5 h antes da indugdo da
pleurisia pela carragenina (1 %) em camundongos. S = animais tratados somente
com salina estéril (i.p.), Cg = animais tratados somente com carragenina 1 (i.pl.),
Dex = animais previamente tratados com dexametasona (0,5 mg/kg, i.p.; 0,5 h
antes da administragdo da carragenina), PC = animais previamente tratados com
7-preniloxi-6-metoxicumarina (1 mg/kg, i.p.; 0,5 h antes da administra¢do da
carragenina). Expressdo relativa do mRNA foi obtida por meio da metodologia
do 222CT As colunas verticais representam a média + e.p.m. e os asteriscos as
diferencas estatisticas em relagdo ao controle inflamado (Cg), n = 6 animais. **
P<0,01.
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5.9. Efeito do composto isolado da Polygala sabulosa, 7-preniloxi-6-
metoxicumarina, sobre a fosforilagdo da proteina p65 (NF-kB)

A partir do momento que os resultados demonstraram que o
composto isolado, 7-preniloxi-6-metoxicumarina, possuia a capacidade
de inibir a producdo de citocinas pro-inflamatérias € a 6xido nitrico
sintase induzida a nivel transcripcional, o proximo passo foi verificar o
efeito deste composto sobre a ativagdo do fator de transcri¢do nuclear k
B (NF-kB), mais especificamente a fosforilagdo da subunidade p65. O
NF-«xB ¢ um fator de transcri¢do de suma importancia para que 0 processo
inflamatorio seja desencadeado, sendo o principal fator de transcri¢dao
responsavel pela sintese de TNF-a, IL-1p ¢ iNOS, além de diversos outros
mediadores pro-inflamatorios (OECKINGHAUS; HAYDEN; GHOSH,
2011; DIAMANT; DIKSTEIN, 2013).

Nestes experimentos, os resultados obtidos demonstraram que
PC (1 mg/kg) administrado por via intraperitoneal possui a capacidade de
inibir de forma significativa a fosforilacdo da subunidade p65 do NF-xB
induzida pela Cg (% inibigdo: 35,2 + 8,8) (P<0,01) (Figura 24).
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Figura 24. Efeito do composto isolado da Polygala sabulosa sobre a
fosforilagdo da subunidade p65 do NF-kB
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Efeito do composto isolado (PC) administrados 0,5 h antes da inducdo da
pleurisia pela carragenina (1 %) em camundongos. S = animais tratados somente
com salina estéril (i.p.), Cg = animais tratados somente com carragenina 1 (i.pl.),
Dex = animais previamente tratados com dexametasona (0,5 mg/kg, i.p.; 0,5 h
antes da administragdo da carragenina), PC = animais previamente tratados com
7-preniloxi-6-metoxicumarina (1 mg/kg, i.p.; 0,5 h antes da administragdo da
carragenina). Os resultados foram expressos como modificagdo relativa em
comparagdo com o grupo Salina (S), que representa a fosforilagdo basal da
proteina p65. As colunas verticais representam a média + e.p.m. e 0s asteriscos
as diferencas estatisticas em relagdo ao controle inflamado (Cg), n = 6 animais.
** P<0,01.

5.10. Efeito do composto isolado da Polygala sabulosa, 7-
preniloxi-6-metoxicumarina, sobre a fosforilagdo da proteina
quinase ativada por mitogeno p38 (p38 MAPK)

Assim como o NF-kB, a proteina quinase ativada por mitdogeno
p38 (p38 MAPK) também exerce fungdo importante na sinalizacdo
intracelular, culminando na sintese de diversos mediadores pro-
inflamatorios. Esta MAPK também possui a capacidade de regular a
sintese de TNF-o e IL-1B, e outros mediadores pro-inflamatorios
envolvidos na resposta inflamatoria.
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Neste protocolo experimental, a fosforilagdo da proteina p38 (p-
p38) foi significativamente reduzida pelo composto isolado, PC (1 mg/kg,
1.p.) (% inibigdo 25,5 + 12,4) (P<0,05) (Figura 26). Por outro lado, a
concentracdo total da proteina p38 MAPK nao apresentou diferenga
significativa entre os grupos experimentais estudados (P>0,05) (Figura
25). Desta forma, podemos concluir que o composto isolado possui a
capacidade de inibir a fosforilagdo sem alterar a sintese desta MAPK.

Figura 25. Efeito do composto isolado da Polygala sabulosa sobre a
p38 MAPK total e fosforilada
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Efeito do composto isolado (PC) administrados 0,5 h antes da indugdo da
pleurisia pela carragenina (1 %) em camundongos. S = animais tratados somente
com salina estéril (i.p.), Cg = animais tratados somente com carragenina 1 (i.pl.),
Dex = animais previamente tratados com dexametasona (0,5 mg/kg, i.p.; 0,5 h
antes da administragdo da carragenina), PC = animais previamente tratados com
7-preniloxi-6-metoxicumarina (1 mg/kg, i.p.; 0,5 h antes da administra¢do da
carragenina). Os resultados foram expressos em modificagdo relativa em
comparagdo com o grupo Salina (S) que representa a concentragdo basal da p38
total (p38) e a fosforilagdo basal da p38 fosforilada (p-p38). As colunas verticais
representam a média £ e.p.m. e os asteriscos as diferencas estatisticas em relagao
ao controle inflamado (Cg), n = 6 animais. *P<0,05 e **P<0,01.
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6. Discussao

No presente estudo, demonstramos as propriedades anti-
inflamatorias do extrato bruto hidroalcodlico (EBH), fragdo hexanica
(Hex), acetonica (Ac), metanolica (MeOH) e do composto majoritario
isolado, 7-preniloxi-6-metoxicumarina (PC), da planta Polygala sabulosa
A.W. Bennett. Esta afirmativa deveu-se a capacidade dos materiais
vegetais estudados e composto isolado serem capazes inicialmente de
inibir a migragdo de leucocitos e a formacdo de exsudato na cavidade
pleural dos camundongos quando submetidos ao modelo da pleurisia
induzida pela carragenina. Este modelo é de extrema utilidade para
triagem de novos farmacos e substincias com possivel efeito anti-
inflamatorio, particularmente os derivados de produtos naturais. O
mesmo possui um perfil bimodal (4 e 48 horas) e, em sua primeira fase (4
horas), o modelo ¢é caracterizado pelo aumento da exsudacdo e pela
massiva migra¢do leucocitaria para a cavidade pleural, sendo na sua
grande maioria neutrdfilos ativados, perfil caracteristico da resposta
imune inata ou natural. J4 a segunda fase deste modelo (48 horas),
caracteriza-se por um aumento ainda maior tanto na exsuda¢do como na
infiltragdo leucocitaria, porém nesta fase os leucocitos presentes na
cavidade pleural sdo, em sua grande maioria, mononucleares, agora perfil
caracteristico do estabelecimento da resposta imune adaptativa ou
adquirida (SALEH; CALIXTO; MEDEIROS, 1996; CHAPLIN, 2010).

O estudo da primeira fase (4 h) deste modelo ndo se encaixa nos
critérios de um modelo especifico que mimetize a asma neutrofilica
humana, porém a resposta inflamatoria desencadeada pela carragenina
expressa varias caracteristicas essenciais desta doenga, tais como a
migragdo e ativagdo massiva de neutrofilos para a cavidade pleural,
liberacdo de mediadores inflamatdrios, como oOxido nitrico e citocinas
pro-inflamatorias, aumento na atividade da MPO e ADA, ativacdo de
fatores de transcri¢do, como o NF-kB e ativa¢do de inlimeras cascatas de
sinalizagdo intracelular como a p38 MAPK, além de importantes
modificagdes histologicas presentes também na asma neutrofilica
(SALEH; CALIXTO; MEDEIROS, 1996; LOKUTA;
HUTTENLOCHER, 2005; DALMARCO; FRODE, 2007; ITO et al.,
2008).

No processo inflamatorio agudo, inicialmente ocorre a ativagao
de células envolvidas na resposta de fase aguda, como os neutréfilos. Esta
ativacdo promove a produgdo e liberacdo, pelos proprios neutrofilos e
também por células residentes no tecido afetado de diversos mediadores
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inflamatorios, alguns deles ja pré-formados, tais como: aminas vasoativas
(histamina e serotonina), mediadores derivados de lipideos (prostanoides
e leucotrienos), mediadores peptidicos (bradicinina, taquicininas e
endotelinas), proteases, entre outros, além de mediadores que tém sua
produgdo estimulada, tais como: IL-1f3, TNF-a, IL-6, quemocinas, NO,
espécies reativas do oxigénio entre outros (BARNES; CHUNG; PAGE,
1998; ANTONIOLI et al., 2012; OLZA et al., 2012).

Atualmente sabe-se que a producdo excessiva de mediadores
exerce papel de destaque em diversos processos inflamatdrios tanto
agudos como cronicos. Exemplos sdo as pneumonias ¢ a asma bronquica,
pelo qual se observa aumento significativo na produgdo de mediadores
inflamatérios como o NO, IL-1B e o TNF-a (ASHUTOSH, 2000;
HANSBRO; KAIKO; FOSTER, 2011). Além disso, em outras doengas
de carater inflamatério, como o diabetes tipo 1, a aterosclerose e as
doengas neurodegenerativas, também observa-se o descontrole na
producdo e liberagdo de tais mediadores, promovendo ativagao de células
presentes no sitio inflamatorio além de causar a quimiotaxia de outras
células presentes na corrente sanguinea (KING, 2008; PACKARD;
LIBBY, 2008; AMOR et al., 2014). Por este motivo, o controle na
producdo/liberacdo dos mediadores inflamatorios, tem surgido como
op¢do terapéutica para que ocorra diminuicdo na severidade da lesdo
tecidual. Além disso, sabe-se que esta desregulagdo na produgdo e
liberacdo de mediadores inflamatérios, além de exercer papel
fundamental em diversas doencas, parece estar diretamente relacionada a
severidade, extensdo e cronicidade de doengas inflamatorias como ocorre
na colite ulcerativa, na esclerose multipla ¢ na doenga pulmonar
obstrutiva cronica (STOYANOVA; GULUBOVA, 2002; BARNES,
2004; KHADEMI et al., 2009).

Neste contexto, os resultados obtidos em nossos experimentos
demonstraram que o EBH, as fragdes ¢ composto isolado PC da P.
sabulosa possuem um perfil anti-inflamatorio similar ao serem capazes
de inibir a migragdo de leucocitos e a exsudagdo para a cavidade pleural
na primeira fase (4 horas) da pleurisia induzida pela carragenina em
camundongos. Com exce¢do do EBH, que ndo foi capaz de reduzir
significativamente a formagdo de exsudato na cavidade pleural em
nenhuma das doses testadas. A habilidade da P. sabulosa em inibir o
influxo leucocitario para a cavidade pleural, verificada em nossos
experimentos, foi acompanhada da capacidade desta planta em inibir de
forma significativa a migra¢do de neutrofilos. Este fato nos permite
concluir que a inibigdo da migrag@o de leucdcitos ocorreu pela capacidade
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da planta em reduzir a migragdo de neutrofilos. Esse mesmo perfil
inibitdrio verificado em nossos experimentos, foi também observado por
BORGES et al. (2014) que demonstraram em seus experimentos uma
reducdo significativa no influxo de leucécitos para a cavidade peritoneal
quando camundongos foram tratados com a P. sabulosa no modelo de
peritonite induzida por LPS, ¢ esse efeito também foi atribuido a
habilidade desta planta em reduzir a migragao neutrofilica (BORGES et
al., 2014). A inibi¢do da migragdo de neutrofilos para o sitio inflamatorio,
um resultado importante verificado em nossos experimentos, pode ter
sido devido a capacidade da planta de interferir em diversos mecanismos
envolvidos no processo inflamatorio. Com destaque para a redu¢do na
expressdo de moléculas de adesdo sabidamente responsaveis por
transportar estas células da corrente sanguinea para o tecido inflamado,
e/ou também por ser capaz de reduzir de forma significativa a produgéo
de mediadores inflamatdrios quimiotaticos para estas células (SCHMID-
SCHONBEIN, 2006). Quanto a primeira hipotese, ndo existem estudos
até o momento que tenham utilizado alguma espécie de Polygala e que
tenha verificado tal possibilidade. Por outro lado, existem alguns relatos
experimentais sobre a inibi¢do na producdo de mediadores inflamatorios
diretamente ligados a migragdo de neutrofilos ao sitio inflamado, como é
o caso do estudo citado anteriormente ¢ conduzido por BORGES et al.
(2014) onde foi verificado redugdo na producdo de diversos mediadores
inflamatorios como a IL-1B ¢ o TNF-q, diretamente ligada a inibi¢do na
migracdo de neutrofilos para o sitio inflamatério (BORGES et al., 2014).
Outro estudo, utilizado o modelo da pleurisia induzida pela carragenina,
demonstrou esta mesma afirmativa quando os camundongos foram
tratados com outra espécie de Polygala (P. mollungilifolia) (ARRUDA-
SILVA et al., 2014).

Embora a carragenina seja um polissacarideo sulfatado diferente
do LPS, ela também possui a capacidade de ativar a resposta imune
através de sua ligagdo com receptores do tipo TLR4 presentes em células
dos sistema imune inato, assim como o proprio LPS (DONG et al., 2006;
BHATTACHARYYA; DUDEJA; TOBACMAN, 2008). Além disso, a
inibi¢do no influxo neutrofilico para a cavidade pleural causada pela P.
sabulosa foi acompanhada pela reducdo na atividade da enzima MPO.
Esta enzima ¢é utilizada como marcador de neutréfilos ativados e esta
presente nos granulos citoplasmaticos deste tipo celular. Ainda, a MPO é
em parte responsavel pela formagdo de EROs com intuito de destruir
agentes lesivos. Porém a producdo e liberagdo exagerada desta enzima em
processos inflamatorios acaba cooperando para a lesdo de tecidos
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saudaveis (KLEBANOFF, 2005; DAVIES, 2011). Atualmente sabe-se
que esta enzima, através da formagdo de seus produtos primarios e/ou
secundarios, esta envolvida no desenvolvimento de diferentes processos
patologicos, com destaque para doengas de carater inflamatorio como a
aterosclerose, a glomeruloesclerose e doengas do trato respiratdrio. Sendo
assim, vem ganhando papel de destaque como alvo de estudos para o
desenvolvimento de novos farmacos que possuam agdo inibitoria sobre
sua atividade (MALLE et al., 2007; CHURG et al., 2012; FORBES et al.,
2013). Mais recentemente, pesquisas t€m sido desenvolvidas no intuito
de utilizar e validar a determinagao da atividade da MPO como marcador
de severidade de doencas inflamatdrias pulmonares, como a doenca
pulmonar obstrutiva crénica (DPOC), caracterizada pelo acentuado perfil
inflamatorio neutrofilico (PARK et al., 2013; ZHU et al., 2014). Embora
ndo existam até o momento estudos que demonstrem a capacidade da P.
sabulosa em diminuir a atividade desta enzima, ARRUDA-SILVA et al.
(2014) demonstraram a a¢do inibitoria sobre a atividade da MPO por
outra espécie do género Polygala (P. molluginifolia), quando testada
também no modelo de pleurisia induzida pela carragenina em
camundongos (ARRUDA-SILVA et al., 2014). Neste mesmo sentido,
observamos que o efeito inibitério do extrato bruto hidroalcoolico e
fragdes sobre a MPO, foi mantido quando testamos isoladamente a
cumarina 7-preniloxi-6-metoxicumarina (PC), composto majoritario
presente na P. sabulosa. Embora ndo existam relatos na literatura sobre a
inibi¢do da MPO pelo composto PC, a agéo inibitoria das cumarinas sobre
a MPO ja foi descrita, exemplo disso foi o estudo desenvolvido por YAO
et al. (2012), que utilizando um modelo in vivo de inflamagao induzida
por cristais de urato monossddico em camundongos (air pouch),
demonstraram que a cumarina escopoletina possui a capacidade de inibir
de forma significativa a atividade da enzima MPO na bolsa de ar destes
animais (YAO et al., 2012).

A P. sabulosa demonstrou capacidade de inibir também a
atividade da ADA, enzima responsavel pelo processo de desaminagao da
adenosina que por sua vez pode exercer agdo anti-inflamatoéria. A
habilidade em diminuir a atividade desta enzima pela P. sabulosa acaba
por manter as concentracdes fisiologicas de adenosina, que possui agdo
anti-inflamatéria nos pulmoes (BLACKBURN et al., 2009). Ainda,
quando ligada a receptores A2a e A3 a adenosina gera uma importante
reducdo na capacidade de neutrofilos em se aderir a células endoteliais
consequentemente reduzindo o influxo neutrofilico para o local da
inflamagdo, neste caso a cavidade pleural (ANTONIOLI et al., 2014).
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Levando em consideracdo seu intimo envolvimento nas células do
sistema imune, prototipos de medicamentos com agdo inibitoria sobre as
atividades desta enzima vem sendo pesquisados nos ultimos anos
(CRISTALLI et al., 2001; ANTONIOLI et al., 2012). Vale lembrar que a
atividade da ADA no escarro pulmonar ja € rotineiramente utilizada como
ferramenta para auxiliar no diagnostico da tuberculose e recentemente
pesquisas apontaram seu valor no diagnostico desta doeng¢a quando
aferida sua atividade também no soro (AFRASIABIAN et al., 2013).
Novamente, nenhum estudo até o momento desenvolveu experimentos
com intuito de avaliar a atividade da P. sabulosa sobre a ADA. Porém,
ARRUDA-SILVA et al. (2014) avaliaram a capacidade de outra espécie
de Polygala (P. molluginifolia) também sobre atividade desta enzima,
constatando que a P. molluginifolia possui agdo inibitdria sobre esta
enzima, no modelo de pleurisia induzida pela carragenina (ARRUDA-
SILVA et al., 2014).

A formac¢do de exsudato, outro importante sinal do
estabelecimento do processo inflamatdrio, esta intimamente relacionado
com o aumento das concentrag¢des de NO, sendo este gas soluvel resultado
da ativagdo da enzima oxido nitrico sintase (NOS) presente tanto em
células endoteliais quanto em células inflamatérias (BARNES, 1995;
SUSCHEK; SCHNORR; KOLB-BACHOFEN, 2004; LECHNER;
LIRK; RIEDER, 2005; LUIKING; ENGELEN; DEUTZ, 2010). As trés
isoformas hoje conhecidas desta enzima sdo a Oxido nitrico sintase
endotelial (eNOS ou NOS1), a 6xido nitrico sintase induzida (iNOS ou
NOS2) e a o6xido nitrico sintase neuronal (nNOS ou NOS3) (GHOSH;
ERZURUM, 2011). Tanto a eNOS quanto a nNOS sdo isoformas
constitutivas, ou seja, possuem maior relacdo com processos fisioldgicos
para manter a homeostase do organismo. Diferente destas duas isoformas,
a INOS ¢, como proprio nome a descreve, uma enzima passivel de
indugdo, ativada pela liberagdo de mediadores inflamatdrios, tais como
algumas citocinas pro-inflamatorias (POBER; SESSA, 2007). Neste
contexto, os nossos resultados demonstram que os produtos naturais
derivados da P. sabulosa (EBH, fracdes e PC) foram capazes de reduzir
significativamente o exsudato e as concentragdes de NO na cavidade
pleural, a0 mesmo tempo que o composto isolado, PC, foi capaz de inibir
a expressdo do mRNA para a iNOS, principal responsavel pela produgdo
exacerbada de NO durante o processo inflamatdrio deflagrado pela
carragenina (AKTAN, 2004). Analisando outras espécies de Polygala,
WANG et al. (2008) demonstraram que animais tratados com Polygala
Japonica tiveram redugdo significativa na formagdo de edema em modelo
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de edema de pata induzido pela carragenina em camundongos (WANG et
al., 2008). Além disso, CHO et al. (2012) observaram um perfil de
inibi¢do similar sobre as concentragdes de NO e expressdo de mRNA da
iINOS quando constituintes da raiz de Polygala tenuifolia foram testados
em células de microglia murina BV-2 estimuladas com LPS (CHO et al.,
2012). Outro estudo, conduzido in vivo, também com outra espécie de
Polygala (P. mollunginifolia), demonstrou o mesmo perfil inibitorio
sobre as concentrag¢des de exsudato e NO no modelo de pleurisia induzida
pela carragenina em camundongos (ARRUDA-SILVA et al., 2014).
Curiosamente, o EBH da P. sabulosa nao foi capaz de reduzir o exsudato
em nenhuma das doses testadas, embora tenha demonstrado um perfil
inibitorio significativo sobre as concentragdes de NO. Fato este que
sugere e corrobora com evidéncias de que o processo de formagao de
exsudato pode ser mediado também por outros fatores, como o aumento
da sintese de prostanoides por exemplo.

Em sintese, os prostanoides sdo autocoides lipidicos derivados
do acido aracdonico e sdo capazes de exercer fungbes com fins
homeostaticos como mediar mecanismos patogénicos, incluindo neste
caso a inflamagao. Para que sejam gerados os prostanoides a liberagao de
acido aracdonico da membrana plasmatica mediado por agdo de
fosfolipases deve ocorrer, seguida da metabolizagdo deste acido pela agéo
das enzimas ciclooxigenases (COX). A este grupo de autacoides
pertencem as prostaglandinas, as prostaciclinas ¢ os tromboxanos
(RICCIOTTL FITZGERALD, 2011). Neste sentido, OGINO et al. (2000)
demonstraram que no modelo de pleurisia induzida pela carragenina em
ratos, os prostanoides tem um importante papel na formacao de exsudato
(OGINO et al., 2000). Também, YUHKI et al. (2004) demonstraram que
os receptores de prostaglandinas EP2, EP3 e IP quando ativados sdo
também importantes para a forma¢ao de exsudato no modelo de pleurisia
induzida pela carragenina em camundongos (YUHKI et al., 2004).

Durante o estabelecimento da inflamagao as células inflamatorias
envolvidas neste processo sdo capazes de produzir e liberar no meio
extracelular proteinas sinalizadoras conhecidas como citocinas. As
citocinas, secretadas por diferentes populagdes celulares, tem como
principal fungdo sinalizar fendomenos entre as células podendo agir na
propria célula que a secretou (ag@o autocrina), em células proximas (ag¢ao
paracrina) ou algumas vezes em células distantes (acdo enddcrina). As
citocinas sdo redundantes em suas atividades, ou seja, fungdes similares
podem ser exercidas por diferentes citocinas além de poderem agir
também de forma sinérgica ou antagénica. Na inflamag@o, na grande
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maioria das vezes, as citocinas secretadas tem como fun¢do recrutar mais
células para o sitio do processo inflamatorio (ZHANG; AN, 2007
COMMINS; BORISH; STEINKE, 2010). Embora existam também
citocinas com perfil anti-inflamatorio como a IL-10 e 0o TGF-3 (SANJABI
etal., 2009; BAZZONI et al., 2010).

Além da migracdo massiva de neutrofilos, a formagdo de
exsudato, ¢ do aumento nas atividades de MPO e ADA e nas
concentra¢des de NO, o modelo de pleurisia induzida pela carragenina em
camundongos ainda ¢ caracterizado pelo grande aumento na produgio das
citocinas caracterizadas como pro-inflamatoérias (FRODE; MEDEIROS,
2001; IMPELLIZZERI et al., 2011). Dentre as citocinas pro-inflamatorias
podemos destacar o TNF-a e a IL-1f por sua importancia em diferentes
doencas de carater inflamatdrio. Ambas as citocinas estdo envolvidas em
fenémenos de recrutamento de diferentes populagdes de leucdcitos tendo
a capacidade de induzir o aumento na expressdo de moléculas de adeséo,
além de participarem de outros processos que desencadeiam a inflamac3o.
Além disso, estas citocinas tem um envolvimento intimo com as vias de
sinalizagdo tanto do NF-xB como das MAPKs (BRADLEY, 2008;
GABAY; LAMACCHIA; PALMER, 2010). Embora diversas citocinas
estejam envolvidas no desenvolvimento e estabelecimento da inflamagao,
sabe-se que o TNF-a e a IL-1P tem um papel central neste fendmeno
principalmente quando a resposta imune inata € proeminente, incluindo a
resposta inflamatoria presente no modelo da pleurisia induzida pela
carragenina em camundongos (FRODE; SOUZA; CALIXTO, 2001).

Em nossos experimentos, a sintese e liberagdo das citocinas pro-
inflamatérias TNF-a e IL-1B induzida pela Cg também foram
significativamente reduzidas em animais tratados com P. sabulosa. A
inducdo da sintese de TNF-a e IL-1pB, neste modelo, é principalmente
desencadeada pela acdo da carragenina sobre TLR4, que por sua vez ativa
diferentes vias de sinalizagdo intracelulares como a via canonica do NF-
kB e a via da p38 MAPK. Estas vias acabam por estimular a sintese de
mRNA especificos para estas mesmas citocinas e, consequentemente,
aumentam sua producdo pelas células (BHATTACHARYYA; DUDEJA;
TOBACMAN, 2008; OECKINGHAUS; HAYDEN; GHOSH, 2011). Os
resultados na inibigdo das citocinas TNF-a e IL-1B pelo tratamento dos
animais com material vegetal de P. sabulosa, sdo corroborados por
BORGES et al. (2014) que, no modelo in vivo de peritonite induzida por
LPS em camundongos, demonstraram a capacidade do extrato
hidroalcodlico desta mesma espécie em inibir as concentragdes de TNF-
o e IL-1B (BORGES et al., 2014). Ainda, CHEONG et al. (2011)
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demonstraram que o extrato aquoso das raizes de Polygala tenuifolia
possui a capacidade de diminuir a geracdo destas duas citocinas pro-
inflamatoérias em um modelo in vitro de células de microglia murina BV-
2 estimuladas com LPS (CHEONG et al., 2011). Outra espécie deste
mesmo género, a Polygala senega, apresentou a capacidade de inibir as
concentracdes de TNF-a e IL-1B quando o decoto de suas raizes foi
testado no modelo in vitro de macréfagos murinos RAW 164.7 induzidos
com LPS (VAN et al., 2009). Além disso, segundo KIM et al. (2004) a
cumarina escopoletina, composto quimico da mesma familia que a PC
isolada da P. sabulosa, também diminuiu as concentragdes de TNF-a e
IL-1B em modelo in vitro de células RAW 264.7 induzidas por LPS (KIM
et al., 2004).

O NF-kB ¢ o fator de transcri¢gdo mais conhecido no processo
inflamatorio, sendo ele responsavel por induzir a transcricdo do mRNA
de diversos mediadores pré e anti-inflamatorios, inclusive de TNF-a, IL-
1B e iNOS. A familia deste fator de transcrigdo ¢ composta por cinco
diferentes subunidades proteicas (p65, RelB, c-Rel, p50 e p52), sendo que
o fator em si apresenta-se na forma de dimeros. Destes dimeros o com
maior destaque e a¢do em processos inflamatorios é o heterodimero
p65/p50. (OECKINGHAUS; HAYDEN; GHOSH, 2011; DIAMANT;
DIKSTEIN, 2013). Existem duas distintas vias de sinalizagdo para
ativagdo de diferentes dimeros do NF-kB. Através da via ndo candnica,
por exemplo, receptores especificos para citocinas da familia do TNF
(exceto o TNF-a) estimulam a fosforilagdo da proteina IKKa sendo esta
proteina responsavel pelo processamento do dimero RelB/pl00 em
RelB/p52. Apos o processamento este dimero transporta-se para o ntcleo
onde exerce suas fun¢des especificas como fator de trasncri¢do. Ja na via
candnica, o dimero RelA/p50 (p65/p50) é ativado. Para que ocorra a
ativacdo do heterodimero p65/p50 do NF-kB um estimulo extracelular
(PAMPs, DAMPs, citocinas, entre outros) deve ativar, através de sua
ligagdo com receptores de membrana, o complexo proteico IKK o qual é
composto por trés diferentes proteinas: o IKKa, o IKKB e a IKKy
(NEMO). Na via canonica o IKKp ¢ fosforilado e é responsavel pela
posterior fosforilagdo da proteina inibitoria do heterodimero p65/p50, a
IxkBa. A IkBa entdo fosforila a subunidade p65 do NF-xB e ¢é degrada
através de um proteossoma. Uma vez livre o NF-kB ¢ translocado para o
nucleo onde estara disponivel para transcrever informagdes para que o
processo inflamatério seja modulado (VIATOUR et al, 2005;
LAWRENCE, 2009; HAYDEN; GHOSH, 2012).
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Neste contexto, os resultados obtidos em nossos experimentos
sugerem que a P. sabulosa exerce seu efeito anti-inflamatdrio, em parte,
pela habilidade de seu composto isolado, PC, em inibir a fosforilagdo da
subunidade p65 do NF-xB, o que justificaria a redugdo na producao de
mediadores inflamatérios verificada em nossos experimentos. Esta
mesma evidéncia também foi observada por CHEONG et al. (2011) que
demonstraram que o extrato aquoso das raizes de P. tenuifolia é capaz de
atenuar a liberagdo de TNF-a, IL-1p € NO por células da microglia, € esse
efeito foi atribuido principalmente a inibicdo da ativagdo do NF-kB
(CHEONG et al., 2011). Além disso, KHAN et al. (2011) relataram que
a piranocumarina anomalina, composto quimico da mesma classe do
composto majoritario da P. sabulosa, apresenta capacidade de inibir a
ativacdo do NF-kB em modelo in vitro de macrofagos RAW 264.7
estimulados com LPS (KHAN et al., 2011). Ainda, KIM et al. (2013)
demonstraram em modelo de macréofagos RAW 264.7 ¢ macrofagos
peritoneais murinos estimulados com LPS, que um dos compostos
isolados da P. tenuifolia, o tenuifoliside A, é capaz de inibir a
translocagdo do NF-kB para o nficleo através da inibicdo da sua
fosforilagdo e consequente ndo degradacdo de sua proteina inibitoria, a
IxBa (KIM et al., 2013).

Como citado anteriormente, a quinase p38 MAPK também ¢
responsavel por induzir a ativagdo de diversas proteinas intracelulares e
fatores de transcricdo que participam ativamente durante o processo
inflamatorio. A via das MAPKs ¢ hoje uma das vias intracelulares mais
estudadas por participar de diversos processos tanto fisioldgicos como
patologicos, além de estar presente em praticamente todas as células do
organismo. As MAPKs funcionam em forma de cascata e podem ser
divididas em quatro principais subfamilias, sendo elas as ERKs, as
BMKI1, as JNKs e as p38. Para que ocorra ativagdo destas proteinas
intracelulares um estimulo extracelular deve ocorrer, a partir disso a
fosforilagdo de diversas quinases ocorrem até que as MAPKs sejam
finalmente ativadas (CARGNELLO; ROUX, 2011). Cada uma das quatro
familias das MAPKSs esta envolvida em diferentes processos embora
alguns processos dependam da co-ativagcdo destas proteinas. Neste
sentido, a p38 é a MAPK com maior importdncia no processo
inflamatoério uma vez que esta MAPK ativa proteinas e fatores de
transcrigdo que atuam como moduladores da produgédo de citocinas e/ou
do recrutamento de leucocitos e aumento de suas sobrevidas no sitio
inflamatorio (ASHWELL, 2006). A p38 pode, por exemplo, ativar
proteinas responsaveis por modular a estabilidade e tradu¢do do mRNA



96

de citocinas pro-inflamatorias, além de estar diretamente relacionada a
ativagdo de fatores de transcricdo responsaveis pela diferenciagdo e
proliferacdo celular (ZARUBIN; HAN, 2005; WHITMARSH, 2010).
Analisando nossos resultados verificamos que o composto isolado da P.
sabulosa é, se ndo o responsavel, um dos mais importantes motivos para
que a planta estudada possua capacidade de inibir a ativacdo da cascata
p38 MAPK, e consequentemente reduzir de forma significativa a sintese
de importantes mediadores pro-inflamatorios. Resultados similares neste
sentido também foram verificados nos experimentos conduzidos por KIM
et al. (2013), onde foi demonstrado que outra espécie de Polyagala, a P.
tenuifolia, exerce funcdo regulatoria sobre a inflamagdo através da
inibicdo da fosforilagdo da JNK MAPK, uma proteina reguladora de
diversos processos fisioldgicos da mesma familia que a p38 MAPK (KIM
et al., 2013). Além disso, em experimentos ex vivo, DOU et al. (2013)
demonstraram que a Escopoletina, outra cumarina natural, ¢ a principal
responsavel em reduzir o processo inflamatorio induzido pela IL-1f em
sinoviocitos isolados de ratos, sendo este efeito gerado em parte a partir
da inibicao da fosforilacdo da p38 MAPK e sua consequente ativagao
(DOU et al., 2013).
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7. Conclusao

Os resultados apresentados corroboram a afirmagdo que, como
outras espécies de Polygala, a P. sabulosa apresenta um importante efeito
anti-inflamatoério e, além disso, nos permite hipotetizar o principal
mecanismo de agdo desta planta para que exerga este efeito. Em sintese,
a acdo sobre as cascatas de sinalizagdo do NF-kB e da p38 MAPK parece
ser, pelo menos em parte, 0 mecanismo de agdo do composto majoritario
7-preniloxi-6-metoxicumarina da espécie P. sabulosa. Este fato justifica
sua capacidade em inibir a migracdo leucocitaria e a produgao e liberagao
de importantes mediadores inflamatdrios no modelo da pleurisia induzida
pela carragenina em camundongos (Figura 26).

Figura 26. Resumo grafico da proposta para o mecanismo de aciao da
7-preniloxi-6-metoxicumarina (PC), composto isolado da Polygala
sabulosa.
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A acdo da 7-preniloxi-6-metoxicumarina, composto majoritario da P. sabulosa,
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Elaborado pelo autor.
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