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RESUMO

A Polygala molluginifolia € uma planta nativa do sul do Brasil popularmente
chamada de canfora. Plantas do género Polygala tém sido usadas na medicina
tradicional para o tratamento de diferentes patologias, inclusive doencas
inflamatdrias. O objetivo deste trabalho foi investigar o efeito anti-inflamatdrio
do extrato bruto, fracbes e compostos obtidos da espécie Polygala
molluginifolia (Polygalaceae) no modelo da pleurisia induzida pela carragenina
em camundongos. O material vegetal da Polygala molluginifolia foi submetido
a extracdo por maceracdo com etanol 96% para a obtencdo do extrato bruto
(EB). O EB foi submetido a procedimentos cromatograficos em silica gel para a
obtencdo de diferentes fragBes, dentre elas as fragGes aquosa (Ag), acetato de
etila (AcOEt) e hexano (Hex). O composto 1 (5,3'4-trihidroxi-6",6"-
dimetilpirano [2",3":7,6] isoflavona) (Iso0), foi isolado da fragdo AcOEt e o
composto 2 (Rutina) (Rut), foi isolado da fragdo Aq e foram identificados por
meio de espectroscopia de 'H e C NMR e quantificados por meio de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE-UV). A avaliacdo do efeito anti-
inflamatorio foi realizada por meio da contagem de leucdcitos, neutréfilos e
concentragBes de exsudato. Foram utilizadas técnicas padronizadas descritas na
literatura para verificar a atividade das enzimas mieloperoxidase (MPO) e
adenosina-desaminase (ADA) e concentracdes de nitrito/nitrato (NO,). Neste
estudo também foi investigado o efeito da Polygala molluginifolia sobre a
concentragdo e expressao do RNA mensageiro das citocinas fator de necrose
tumoral alfa (TNF-o) e interleucina-1 beta (IL-1B), utilizando as metodologias
de enzima imunoensaio (ELISA) e a reacdo em cadeia da polimerase em
tempo real (RT-gPCR) e sobre a via de sinalizagdo do fator nuclear kappa B
(NF-xB), mais especificamente sobre a fosforilacdo da subunidade p65. Os
parémetros inflamatdrios foram avaliados 4 horas ap6s a indugéo da pleurisia.
Para todos 0s experimentos, a dexametasona (Dex, 0,5 mg/kg, i.p.) foi utilizada
como farmaco de referéncia anti-inflamatoria. A anéalise estatistica utilizada foi
0 teste de variancia ANOVA, complementado pelo teste de Neuman-Keuls, e
quando necessério, foram realizados teste t de Student e correlagdo de Pearson.
Valores de p < 0,05 foram considerados significativos. O EB, as as fracdes Aq,
AcOEt e Hex, além dos compostos Iso e Rutina, foram capazes de reduzir a
migragao de leucécitos, as custas de neutrdfilos e a exsudagdo formada na
cavidade pleural (p < 0,05), além das atividades de: MPO (p < 0,01), ADA (p <
0,001). As concentracdes de NO, também foram inibidas (p < 0,001), exceto
quando os animais foram tratados com a rutina. Além disso, houve redugéo na
concentragio da TNF-a (p < 0,01) e IL-1p (p < 0,001). Os compostos isolados



(Iso e Rutina) foram capazes de inibir a transcricdo do RNAmM do TNF-a (p <
0,01)e IL-1B (p < 0,001) além de reduzir significamente a fosforilacdo da
subunidade p65 do NF«xB (p < 0,001). Finalmente, foi verificada uma
correlacdo positiva entre a inibicdo na migragdo celular e exsudagdo com a
capacidade de ambos compostos em reduzir a fosforilagio da p65. Os
resultados demonstraram que a P. molluginifolia tem importante acdo anti-
inflamatdria e este efeito € devido, pelo menos em parte, a presenca de 1so e
Rutina. Além disso, esse efeito parece estar relacionado a capacidade dos
compostos isolados interferirem na via de sinalizacdo do NF-xB.

Palavras Chaves: Polylaga molluginifolia, pleurisia, efeito anti-inflamatdrio,
camundongos.



ABSTRACT

The Polygala molluginifolia is a plant native to southern Brazil that is popularly
called “canfora". This study was conducted to investigate the anti-inflammatory
activity of Polygala molluginifolia (Polygalaceae) on the mouse pleurisy model
induced by carrageenan. The whole Polygala molluginifolia plant material was
extracted by maceration with 96% ethanol. The crude hydroalcoholic extract
(CE) was subjected to chromatographic procedures to produce derivate
fractions, including agqueous (AQ), ethyl acetate (AcOEt), and hexane (Hex)
fractions. Compound 1 (5,3',4-trihydroxy-6",6"-dimethylpyrano [2",3":7,6]
isoflavone) (Iso), which was isolated from the AcOEt fraction, and Compound
2 (Ruting (Rut), which was isolated from the Aq fraction, were identified using
'H and *C NMR spectroscopy and quantified using an HPLC apparatus. In this
experimental protocol, swiss mice were used in the murine carrageenan-
induced pleurisy model previously described by Saleh et al. (1996). The anti-
inflammatory effect was evaluated by total leukocyte and neutrophil count,
exsudate concentration, myeloperoxidase (MPO) and adenosine-deaminase
(ADA) activities, nitrite/nitrate concentrations (NO,), concentrations and
MRNA expression of tumor necrosis factor alpha (TNF-o.) and interleukin 1-
beta (IL-1). In addition, we studied the effect of Polygala molluginifolia isolated
compounds on the nuclear factor kappa B (NF-xB). The inflammatory
parameters were evaluated 4 hours after pleurisy induction. Dexamethasone
(Dex, 0,5 mg/kg, i.p.) was used as reference anti-inflammatory drug. For
statistical analysis were used the variance test (ANOVA), complemented by
Newman-Keuls and when required, Student's t test and Pearson's coeficient. p <
0.05 was considered significant. The CE, Ag, AcOEt, and Hex fractions, and
the isolated compounds Iso and Rut were able to reduce cell migration and
exudation (p < 0.05). Furthermore, the plant material also decreased the MPO
(p < 0.01) and ADA (p < 0.001) activities and the nitric oxide (NOXx) (p <
0.001), TNF-a (p < 0.001), and IL-1p (p < 0.001) levels. In addition, Iso and
Rut reduced the TNF-a (p < 0.01) and IL-1B (p < 0.001) mRNA expression
levels and significantly decreased NF-xB p65 phosphorylation (p < 0.001).
Finally, was observed a positive correlation on leukocyte migration and exudate
levels with inhibition upon p65 phosphorilation. The results show that P.
molluginifolia has a significant anti-inflammatory action and that this effect is
due, at least in part, to the presence of Iso and Rut in large amounts. Moreover,
this effect was found to be closely related to the inhibitory effects of the isolated
compounds on the NF-xB pathway.

Keywords: Polygala molluginifolia, pleurisy, anti-inflammatory action, mice.
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1 INTRODUCAO

O estudo farmacolégico de plantas, principalmente as utilizadas na
medicina popular tem sido alvo de estudos de muitos pesquisadores. Isto se
deve ao fato que o Brasil possui uma flora bastante diversificada e grande parte
da populagéo utiliza plantas, na busca do alivio da dor e na cura de doengas. O
potencial das plantas como fonte de novos farmacos, oferece grande campo
para investigacdo cientifica e h4 um renascimento do interesse do uso de
produtos naturais para o tratamento de doencas, assim como para maior
conhecimento dos mecanismos fisiopatoldgicos envolvidos (RISHTON, 2008;
SCHMIDT et al., 2008).

No mercado mundial de medicamentos, que é da ordem de US$ 320
bilhGes, 40% s&o derivados de fontes naturais. Atualmente, metade dos
farmacos que estdo em fase de testes clinicos para uso na medicina humana no
mundo, tem como origem produtos naturais. Dentre as 877 moléculas bioativas
introduzidas na industria de medicamentos, entre 1981 e 2002, 61% advém de
produtos naturais bioativos e 39% correspondem a produtos de sintese quimica.
Entretanto, a maioria dessas ultimas, advém de moléculas naturais com suas
propriedades bioativas aumentadas por sintese quimica combinatéria. Estima-se
que aproximadamente 25% dos "medicamentos referéncia” dispensados nos
Estados Unidos contém extratos da flora ou ingredientes ativos derivados de
plantas. Apesar disto e dos avangos das tecnologias de semi-sintese e do
desenvolvimento de medicamentos, somente uma pequena porcentagem de
espécies de plantas superiores terrestres no planeta foram investigadas.

Portanto, investir no conhecimento da biodiversidade brasileira e na
formacdo de recursos humanos, é de primordial importancia para que o
patrimoénio genético brasileiro seja conservado e utilizado de forma racional em
beneficio das populagdes regionais e do pais como um todo.

Neste sentido, ha uma escassez de estudos quimicos e biol6gicos da
planta Polygala mollungilifolia, embora ja exista a informagéo de que outras
espécies deste género (Polygala) possuam significativo efeito anti-inflamatdrio,
como é o caso da Polygala sabulosa, efeito observado no modelo de peritonite
induzida por lipopolissacarideo (LPS) em camundongos (BORGES et al.,
2014). Desta forma, verificou-se a eficacia anti-inflamatéria da planta, além de
elucidar quais compostos sdo responsaveis por tal acdo, ja que o estudo
fitoquimico preliminar da mesma indica a presenca de compostos com
potencial atividade anti-inflamatéria como flavonoides e isoflavonas,
compostos que recentemente vém sendo alvo de muitos estudos por
apresentarem baixa toxicidade (MASILAMANI; WEI; SAMPSON, 2012;
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YOON et al., 2012; VENZKE et al., 2013). Aléem disso, esperamos também
poder verificar se a P. molluginifolia interfere na ativacdo do fator de transcricdo
nuclear NF-xB, principal fator de transcri¢do nuclear envolvido em processos
inflamatorios.

Nesta pesquisa, optou-se por utilizar-se 0 modelo experimental da
pleurisia em camundongos, por ser um método de féacil execucdo e ser
considerado um bom modelo para triagem de atividade anti-inflamatéria de
produtos naturais efou farmacos. Além disso, estudos tém demonstrado que este
modelo mimetiza a resposta inflamatéria que ocorre na cavidade pleural de
pacientes com asma neutrofilica, ja que o perfil celular e 0 comportamento
temporal de mediadores é muito semelhante a esta patologia humana
(MOORE, 2003).
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar fitoquimicamente a Polygala molluginifolia e estudar o
efeito e o provavel mecanismo de acdo anti-inflamatoria de extratos, fracdes e
compostos isolados das folhas da mesma no modelo da pleurisia induzida pela
carragenina em camundongos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

I) Realizar a caracterizacdo quimica do extrato bruto por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE-UV) no extrato
bruto hidroalcodlico, os dois compostos majoritarios obtidos pelo
metodo extrativo utilizado;

Il) Avaliar o efeito do EB, fragbes e compostos isolados, sobre a
migragao dos leucdcitos e a exsudagao;

I1l) Avaliar o efeito do EB, fragBes e compostos isolados sobre as
atividades da mieloperoxidase (MPO), adenosina-deaminase
(ADA), e sob as concentracdes de 6xido nitrico (NO);

IV) Avaliar o efeito do EB, fragbes e compostos isolados sobre as
concentragBes do fator de necrose tumoral alfa (TNF-o) e
interleucina-1 beta (IL-1B);

V) Avaliar o efeito dos compostos isolados sobre a expressdo do
MRNA do TNF-a e da IL-1p;

V1) Avaliar o efeito dos compostos isolados sobre a fosforilagéo da
subunidade p65 (RelA) do fator de transcricdo nuclear (NF-xB).
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA
3.1 PLANTAS MEDICINAIS

As plantas de uso medicinal fazem parte do cotidiano de um grande
ndmero de pessoas além de constituirem a fonte primaria de uma série de
medicamentos modernos. Adicionalmente, de acordo com a Organizacdo
Mundial da Saiude (OMS), 65 a 80% da populacdo dos paises em
desenvolvimento dependem das plantas medicinais para os cuidados primarios
de salde, devido a pobreza e falta de acesso as alternativas da medicina
moderna (CALIXTO, 2005). E importante ressaltar que, em 2001 e 2002,
aproximadamente um quarto dos medicamentos mais vendidos no mundo
foram produzidos a partir de produtos naturais ou seus derivados. As
substancias oriundas de plantas medicinais podem servir ndo somente como
novas drogas, mas também como protdtipos para otimizagéo de estruturas pela
quimica farmacéutica e quimica medicinal. Desse modo, a descoberta de
propriedades terapéuticas de plantas medicinais pode possibilitar o surgimento
de alternativas para tratamento de patologias que ainda representam desafios na
prética clinica (GURIB-FAKIM, 2006).

A taxa de aprovacdes de novas entidades quimicas, a nivel mundial,
demonstra que mesmo em 2010, 0 campo de produtos naturais ainda produz ou
esta envolvido em aproximadamente 50% de todas as moléculas entre os anos
2000 e 2010. Além disso, entre esses anos, a percentagem de moléculas de
origem natural aprovadas variaram de um minimo de 20,8% em 2009, para
uma alta de 50% em 2010, com a média e desvio-padrao para os 11 anos sendo
36,5 + 8,6. Adicionalmente, em 2010, metade das 20 novas moléculas
aprovadas eram derivadas de produtos naturais, incluindo a maioria dos agentes
antitumorais (NEWMAN; CRAGG, 2012).

Uma variedade de plantas que apresentam atividade anti-inflamatéria
jativeram os compostos responsaveis por tal atividade isolados e caracterizados,
como por exemplo, 0s terpenos presentes na Matricaria recutita (0s
monoterpenos [-bisabolol e azuleno), na Caléndula officinalis (os triterpenos
taraxasterol e o lupeol), na Arnica montana (a lactona sesquiterpénica
helenalina), na Glycyrrhiza glabra (o triterpeno glicirrizina ou &cido
glicirrizico), no Rosmarinus officinalis (os triterpenos acido ursélico, acido
oleandlico e acido micromérico), Salvia officinalis (o triterpeno acido ursolico),
na Cordia verbenaceae (o sesquiterpeno a-humuleno) (BLUMENTHAL,
2003; ALTINIER et al., 2007; FERNANDES et al., 2007). No geral, 0s
produtos naturais fazem parte de uma importante fonte para novos produtos
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farmacéuticos. Além disso, os efeitos adversos causados pelos mais conhecidos
anti-inflamatorios requerem urgentemente estudos para o desenvolvimento de
novas drogas para o tratamento de diversas doencas inflamatérias. Portanto, a
tendéncia atual na pesquisa farmacolégica é a investigagdo dos efeitos
medicinais dos produtos de origem vegetal devido a disponibilidade e
acessibilidade com a promessa de efeitos adversos minimos (CALIXTO, 2005).

3.2 GENERO POLYGALA

A espécie Polygala molluginifolia, conhecida popularmente como
Canfora, pertence ao género Polygala e a familia Polygaceae (Figura 1). O
género Polygala compreende cerca de 110 espécies no Brasil e 725 no mundo,
sendo caracteristico de regides tropicais e temperadas, sendo encontrada
facilmente nos estados de Séo Paulo, Parand, Santa Catarina e Rio grande do
Sul (PAIVA, 1998; MARQUES; PEIXOTO, 2007). Embora, recentemente o
genero Polygala tenha chamado a atencéo de diversos pesquisadores (CAPRA
et al., 2010; KLEIN; DE ANDRADE; CECHINEL FILHO, 2012; KIM et al.,
2013b; BORGES et al., 2014), a Poligala molluginifolia especificamente, até o
momento ndo possui estudos na literatura cientifica quanto a sua composicao
quimica e atividade bioldgica.

Estudos in vitro e in vivo ja demonstraram que espécies do género
Polygala possuem diversas atividades biologicas. Dentre elas, destacam-se:
atividade antiulcerogénicas (KLEIN et al., 2010), ansioliticas (CAPRA et al.,
2010), anticonvulsivante (DUARTE et al., 2008), gastroprotetora (LAPA FDA
et al., 2007) e até antineoplasica (PAUL et al., 2010). Nesse contexto, a
atividade nociceptiva de espécies do género Polygala tem sido relatada, dando
destaque a atividade do extrato hidroalcodlico e compostos isolados da
Polygala sabulosa, do extrato hidroalcodlico e xantonas isoladas da Polygala
cyparissias e do extrato hidroalcodlico e rutina obtidos da Polygala paniculata
(DE CAMPOS et al., 1997; MEOTT] et al., 2006; RIBAS et al., 2008; LAPA
FDA et al., 2009). Além disso, alguns estudos ja vem demonstrado o efeito anti-
inflamat6rio de espécies do género Polygala, como o estudo in vitro
desenvolvido por Kim et al. (1998), onde o extrato aquoso da Polygala
tenuifolia inibiu a produgfo de TNF-a em astrocitos murinos (KIM et al., 1998).
Ademais, KOU et al. (2006) também demonstrou que 0 extrato aquoso da
Poligala japonica reduziu o edema de orelha induzido por diversos agentes
flogisticos em camundongos (KOU et al., 2006).

Quanto a presenga de metabolitos secundarios, estudos fitoquimicos
indicaram a presenca de xantonas (CHANG et al., 2007), saponinas (WANG et
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al., 2008), antraquinonas, flavonoides (KIM et al., 2009) e fenilpropandides
(CHO et al., 2012), metabolitos reconhecidamente possuidores de agdo anti-
inflamatdria. Outros constituintes das Polygalas, as saponinas, a muito se relata
seus efeitos anti-inflamatorios como no estudo realizado por Wang e
colaboradores (2008), dentre outros efeitos, onde se demonstrou significativa a
reducdo do edema de pata induzida pela carragenina, em camundongos e ratos
(ASRES et al., 2005; WANG et al., 2008). Dentre todos os metabolitos
secundarios citados e isolados no género Polygala, os flavondides sdo sem
davida os compostos mais estudados quanto a acdo anti-inflamatéria, ja que séo
capazes de inibir a expressdo e a liberagdo de diferentes mediadores pré-
inflamatorios (GONZALEZ-GALLEGO; SANCHEZ-CAMPOS; TUNON,
2007; MARZOCCHELLA et al., 2011; PELUSO; RAGUZZINI; SERAFINI,
2013; WANG et al., 2014).

Figura 1. Polygala molluginifolia

3.3 PROCESSO INFLAMATORIO

A inflamagdo é uma resposta complexa gerada pela presenca de um
agente provocador de leséo e é fundamentalmente uma resposta de protecdo,
cuja finalidade é livrar o organismo do agente causador da lesdo celular
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(microorganismo ou toxina) e das consequéncias dessa lesdo, como células e
tecidos necrdticos. As principais caracteristicas do processo inflamatorio
incluem: vasodilatacdo, aumento do fluxo e permeabilidade vascular, formagéo
de exudato, migragéo de leucécitos e seu acimulo no foco da leséo, formacdo
de espécies reativas, liberagdo de fatores de crescimento e a geracdo de um
novo tecido funcional (SCHMID-SCHONBEIN, 2006).

Atraidas a partir da acdo de mediadores com funcdo quimiotatica e a
expressdo de moléculas de adesdo, as células inflamatorias tais como os
leucécitos mononucleares (MNSs) e polimorfonucleares (PMNSs) migram para o
sitio inflamatdrio. Além disso, juntamente com esse processo ocorre o
extravasamento de proteinas plasmaéticas dando origem ao edema, resultante do
acimulo de exsudato composto por proteinas, leucécitos e mediadores
inflamatérios (POBER; SESSA, 2007).

3.3.1Neutrofilos

Dentre os PMNs, os neutr6filos fazem parte da primeira linha de
defesa na resposta inflamatéria aguda tendo a importante funcéo de destruicdo
ou blogueio do agente causal por meio de multiplos mecanismos (JAILLON et
al., 2013).

Os neutrdfilos séo células continuamente geradas na medula 6ssea a
partir de células precursoras mieldides e sua producdo pode alcancar niveis
acima de 2x10™ células. Durante a inflamacdo, 0 numero de neutréfilos é
severamente aumentado nos tecidos e com o tempo entram em apoptose e &0
removidas por macréfagos e células dendriticas (KOLACZKOWSKA,
KUBES, 2013).

Diferentemente dos humanos, 0 nimero de neutréfilos circulantes em
camundongos é significativamente menor em situagBes normais. Enquanto nos
humanos, 50 a 70 % dos leucdcitos circulantes sdo neutréfilos, em
camundongos eles fazem parte de apenas 10 a 25%. Morfologicamente, os
neutrdfilos circulantes medem aproximadamente de 7 a 10 um, tém nicleo
segmentado e seu citoplasma é rico em granulos e vesiculas secretoras. Dentre
os granulos, trés tipos estdo presentes nos neutrofilos: granulos azuréfilos
(primérios), que contém mieloperoxidase; granulos secundarios ou especificos,
que contém lactoferrina; e granulos terciarios ou de gelatinase, que contém
metaloproteinase de matriz 9 (MMP9 ou gelatinase B). Em relacéo as vesiculas
secretoras, essas podem ser mobilizadas pelos neutréfilos para transportar seu
conteudo para a superficie extracelular. Por exemplo, frente a uma ativago, as
vesiculas secretoras transportam moléculas de adeséo (por exemplo, integrinas
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[2) para a superficie da membrana do neutrofilo e os granulos de gelatinase
enviam proteases que sdo capazes de digerir a membrana basal e/ou a matriz
extracelular permitindo a sua transmigracdo (KOLACZKOWSKA; KUBES,
2013).

Os neutréfilos sdo capazes de eliminar os patdgenos por Varios
mecanismos, tanto intracelular quanto extracelular. Alguns desses mecanismos
sdo: fagocitose, liberacdo de enzimas, formacdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs) e pela formacdo de armadilhas extracelulares compostas de
DNA nuclear, proteinas e enzimas, que por fim imobilizam o patégeno
facilitando a fagocitose (MANTOVANI et al., 2011).

3.3.2Mononucleares

A migracdo dos neutrofilos para o tecido inflamado promove o
recrutamento de mondcitos, células que se diferenciam em macréfagos que séo
ativados e desativados durante a resposta inflamatéria (MANTOVANI et al.,
2011; ORTEGA-GOMEZ; PERRETTI; SOEHNLEIN, 2013).

Os macréfagos sdo as principais células do sistema fagocitico
mononuclear e tém trés principais fungbes na inflamag8o: apresentacdo de
antigenos, fagocitose e imunomodulacdo devido a liberagcdo de citocinas e
fatores de crescimento. Os sinais de ativacdo dos macréfagos incluem diversas
citocinas (interferon gamma (IFN-y), fatores estimulatérios de colénias de
mondcitos e granulécitos e TNF-a), LPS, proteinas da matriz extracelular, entre
outros mediadores. Os macréfagos podem ser desativados principalmente pela
interleucina 10 (IL-10), fator transformante de colbnias beta (TGF-B)e pela
reducdo das citocinas pré-inflamatorias no local na inflamacdo, que também
permite 0 reparo os tecidos lesionados e a resolucdo da inflamagéo
(FUJIWARA; KOBAYASHI, 2005).

No local na inflamacéo, a migracdo dos fagécitos mononucleares é
mais lenta comparada por exemplo, com os neutréfilos, porém a expectativa de
vida dessas células é muito superior caracterizando a maior presenca das
mesmas em doengas de carater cronico. Os mondcitos e macréfagos ativados
liberam uma série de mediadores que amplificam o processo inflamatdrio
incluindo algumas citocinas (interleucina 1 (IL-1), interleucina 6 (IL-6) e TNF-
o), quimiocinas e 6xido nitrico (NO) (DALE; BOXER; LILES, 2008). Essas
células estdo presentes e sdo importantes na fisiopatologia de algumas doencas
crbnicas como a artrite reumatdide, aterosclerose, retinopatia cronica e lupus
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eritematoso sistémico (KINNE et al., 2000; SCHMID-SCHONBEIN, 2006;
DALE; BOXER; LILES, 2008).

Os macrofagos também estdo relacionados com a resolugdo da
inflamacdo, juntamente com os neutréfilos via diferentes mecanismos. Dentre
€sses mecanismos esta 0 sequestro das citocinas do local da inflamacéo pelos
neutrdfilos pela expressdo de receptores "armadilhas” para a IL-1, limitando os
seus efeitos pro-inflamatdrios. Outro mecanismo € a liberagdo de mediadores
lipidicos (resolvinas, lipoxinas e protectinas) que diminuem a migracdo dos
neutréfilos e a fagocitose dos neutréfilos apoptéticos por macréfagos. Além
disso, 0os macrdfagos que fagocitam os neutréfilos em apoptose produzem
interleucina 10 (IL-10) e interleucina 12 (IL-12), regulando negativamente a
inflamac&o e promovendo reparo tecidual (MANTOVANI et al., 2011).

3.3.3Mieloperoxidase

Uma vez ativados, os neutréfilos promovem o aumento da liberacdo e
atividade da enzima mieloperoxidase (MPO), uma protease presente nos
granulos azurdfilos e tem importante participagdo no mecanismo da resposta
imune devido a formacdo de substancias oxidantes microbicidas e de EROs
(MALLE et al., 2007). Durante a fagocitose ocorre a ativacdo do sistema
nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato oxigenase (NADPH), que esta
envolvida na producdo de EROs. A NADPH oxidase reduz o oxigénio
molecular ao radical anion superxido que é convertida em peroxido de
hidrogénio pela superoxido dismutase (SOD), o qual destroi as bactérias
diretamente, ou ap6s a sua conversao em fons hidroxila ou &cido hipocloroso
(HOCI) (KLEBANOFF, 2005). Entretanto, 0 aumento de polimorfonucleares
ativados e a formacdo excessiva de EROs podem exercer acles citotoxicas
gerando lesdes teciduais no prdprio hospedeiro (Figura 2). O HOCL é capaz de
lesionar as células devido a reacfes de halogenagdo e nitracdo em lipideos,
acido desoxirribonucleico (DNA) e em lipoproteinas (MALLE et al., 2007).
Além disso, a liberagdo da MPO e das EROs geradas para o exterior da célula
podem lesionar os tecidos adjacentes (KLEBANOFF, 2005).
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Figura 2. Formagéo de EROs pela MPO
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A MPO converte 0 perdxido de hidrogénio (H,O,) em &cido hipocloroso (HOCI),
proveniente da ativagdo anterior da NADPH oxidase e tém importante acdo
antimicrobiana e na resposta imune inata. Fonte: Elaborada pelo autor

3.3.4Adenosina-desaminase

A adenosina ¢ um nucleosideo de sinalizagdo extracelular importante
em diversos processos hioldgicos, incluindo a modulagdo da resposta imune e
inflamac&o devido a sua acdo em receptores acoplados a proteina G (HASKO;
SITKOVSKY; SZABO, 2004). Diferenciados de acordo com a afinidade pela
adenosina, esses receptores sdo classificados em Aj, Asa, A € Ag € estdo
presentes em diversas células, incluindo as células do sistema imune e das vias
aéreas (FREDHOLM et al., 2011).

Entretanto, a inflamacdo é um dos processos em que ocorre um
aumento da degradagdo da adenosina em seu metabolito, a inosina, processo
mediado pela enzima adenosina desaminase (ADA) (VAN LINDEN;
ELTZSCHIG, 2007). A diminui¢8o da concentracdo de adenosina para a ordem
de picomolar favorece a interacdo com receptores envolvidos na resposta pro-
inflamat6ria. Por outro lado, em situacBes fisioldgicas a concentracdo de
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adenosina estd mais elevada, na ordem de nanomolar, facilitando a interacéo
com receptores que levam a uma resposta anti-inflamatoria. Portanto, a
diminuicdo da ADA provocaria uma diminuicdo da degradacdo da adenosina e
consequentemente a maior ativacdo dos receptores com acdo anti-inflamatdria
(KUMAR; SHARMA, 2009). Entretanto, recentes estudos utilizando o modelo
da pleurisia induzida pela carragenina e modelo de inflamagdo pulmonar
alérgica induzida por ovalbumina (OVA) em camundongos, mostraram que a
inosina, produto de degradacdo da adenosina, também possui capacidade de
interagir com os receptores da adenosina (principalmente 0 A € 0 Agg) que
uma vez ativados levaram a diminuicdo da liberacdo de citocinas pro-
inflamatorias e do recrutamento de leucécitos para o local da inflamacdo (DA
ROCHA LAPA et al., 2012; DA ROCHA LAPA et al., 2013) (Figura 3).

Figura 3. Ativacéo dos receptores de adenosina
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(DAROCHALAPAGetal., 2012)
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No processo inflamatério a adenosina é metabolizada em inosina diminuindo a sua
concentragdo extracelular favorecendo a ativagdo dos receptores com acdo pro-
inflamatoria. Além disso, estudos recentes demonstraram que a inosina também é capaz
de interagir com os receptores de adenosina. Fonte: Elaborada pelo autor.

3.3.50xido nitrico

O oxido nitrico (NO) é um mediador de curta duracdo que esta
relacionado a vérias fungdes fisiologicas, incluindo transmissdo neuronal,
relaxamento vascular, imunomodulagéo e citotoxicidade (TSUCHIYA et al.,
2007). O NO pode ser liberado por células envolvidas no sistema imune,
principalmente por células dendriticas, natural killer (NK), mastdcitos,
mondcitos, macrdfagos, eosindfilos e neutréfilos (TRIPATHI et al., 2007). E
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produzido a partir da reacdo de conversdao da L-arginina em L-citrulina,
catalisada pela enzima 6xido nitrico sintase (NOS). Pelo menos trés isoformas
desta enzima sdo conhecidas: duas sdo constitutivas, presentes em condigGes
fisioldgicas: NOS endotelial (eNOS ou NOS1) e NOS neuronal (NNOS ou
NOS3). A terceira, a NOS induzida (iNOS ou NOS2), pode ser produzida por
meio de um estimulo como a resposta inflamatéria (TAKEUCHI et al., 2004,
MARIOTTO et al., 2007). A iINOS catalisa a formacéo de espécies reativas de
nitrogénio (ERNSs) no local do estimulo inflamatdrio. Estes metabdlitos séo
capazes de lesar o acido desoxirribonucléico (DNA), os lipidios microbianos e
as células vizinhas saudaveis, sendo esse 0 mecanismo responsavel pela maioria
dos processos inflamatorios observados em doengas autoimunes
(RICCIARDOLO etal., 2004; MENEGAZZI et al., 2006).

Além disso, estes metabdlitos promovem a ativacdo do fator de
transcricdo nuclear kappa-B (NF-kB), um dos principais fatores responsaveis
por regular a expressdo de varios mediadores pro-inflamatérios (OKAMOTO et
al., 2004; KELLEHER et al., 2007). O envolvimento do NO na ateroscrerose e
nas doencas neuro-degenerativas ja é bem conhecido (VALKO et al., 2007) e
atualmente tem sido relacionado a doencas inflamatérias contribuindo para sua
progressdo, como por exemplo, na asma bronquica, artrite reumatdide,
osteoartrite e nas doencas inflamatdrias intestinais autoimunes (REDDY et al.,
2005; NAGY etal., 2007; PAREDI; BARNES, 2009).

3.4 CITOCINAS PRO-INFLAMATORIAS

As citocinas sdo mediadores que podem ser liberados por células
dendriticas, neutréfilos, mondcitos, linfécitos, macrdfagos, dentre outras células
(MANDERSCHEID et al., 2004). Estes mediadores, dependendo do estimulo,
possuem efeitos prd ou anti-inflamatdrios e o balanco entre essas citocinas tem
um papel fundamental nos mecanismos regulatorios de defesa do hospedeiro
(WILSON et al., 2005; MALAVIYA, 2006). As principais citocinas secretadas
pelas células fagociticas ativadas incluem o TNF-a e a IL-
18 (MANDERSCHEID et al., 2004).

O TNF-a. pode ser liberado por diferentes células no local da resposta
inflamatdria e promove a ativagdo de outros tipos celulares e a liberagdo de
outras citocinas e mediadores quimicos. Como conseqiéncia, ocorre 0 aumento
da expressédo de moléculas de adesao no endotélio e nos leucdcitos o que denota
a quimiotaxia celular do vaso sanguineo para o tecido lesado (SEELY;
PASCUAL; CHRISTOU, 2003). Estudos experimentais ttm demonstrado a
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participacdo do TNF-a.na resposta inflamatéria em processos infecciosos
(MONTAG et al., 2006), doencas auto-imunes (WILSON et al., 2005) e em
situactes de trauma (HIETBRINK et al., 2006). Em adicdo, estudos também
tém demonstrado o envolvimento do TNF-a. em diversas doencas de carater
inflamat6rio, dentre elas o diabetes (UNO et al., 2007), a aterosclerose
(ZHANG et al., 2007b), a artrite reumat6ide (TOUSSIROT; WENDLING,
2007) e a psoriase (TOBIN; KIRBY, 2005).

A IL-1f é uma citocina com atividade pro-inflamatoria e liberada
principalmente por mondacitos, macréfagos, neutrofilos, células dendriticas e em
menores quantidades por linfécitos B e células natural killer (DINARELLO,
2009; MANTOVANI et al., 2011). E uma das citocinas mais estudadas e faz
parte da familia de citocinas amplamente relacionadas a resposta imunoldgica
inata (DINARELLO, 2009). Esta citocina atua proximo a célula em que foi
liberada e ativa a liberacdo de TNF-a. pelos macréfagos, células endoteliais,
linfécitos e fibroblastos e IL-6 pelos macrofagos e células hepéticas
(HIETBRINK et al., 2006). Tanto 0 TNF-o. como a IL-13, além da IL-6,
estimulam a produgdo e a liberacdo de interleucina 8 (IL-8), uma importante
quimiocina responsavel pela quimiotaxia neutrofilica (SPEYER et al., 2004,
HIETBRINK et al., 2006).

A IL-1p também esta envolvida em diversas doencas de carater
inflamatério, dentre elas citam-se: diabetes tipo 1 (ARIBI et al., 2007), artrite,
artrose (FAN et al., 2007), neoplasias (ZHANG et al., 2007a) e processos
inflamatérios agudos (BHATIA; MOOCHHALA, 2004).

3.5 FATORES DE TRANSCRICAO NUCLEAR
3.5.1Fator de transcri¢do nuclear kappa-B (NF-xB)

O fator de transcricdo nuclear kappa B (NF-xB), pertencente a familia
de fatores de transcri¢do encontrada em quase todos os tipos de células animais,
esta envolvido na resposta celular a multiplos estimulos, como estresse,
citocinas, radicais livres, radiacdo ultravioleta, virus, bactérias, dentre outros
(MERCURIO; MANNING, 1999; AGGARWAL; SHISHODIA, 2006;
LUQMAN; PEZZUTO, 2010). Além disso, o NF-xB esta relacionado a
processos fisiolégicos como a imunidade celular, inflamacdo, proliferacdo
celular, apoptose e desenvolvimento embrionario (JANSSENS; TSCHOPP,
2006). Até o momento, foram identificadas em mamiferos cinco proteinas
pertencentes a familia do NF-xB: a RelA (p65), a RelB, a c-Rel, 0 NF-xB1 (p50



35

e seu precursor p105) e o NF-xB2 (p52 e seu precursor p100). Estas proteinas
se apresentam na forma de hetero ou homodimeros, sendo o heterodimero
p65/p50 0 mais abundante na maioria das celulas (KUMAR et al., 2004;
JANSSENS; TSCHOPP, 2006). Associado a proteinas inibidoras, 0 NF-«xB
mantém-se inativo no citoplasma, pois a interacdo NF-xB/IkBs inibe o sinal de
localizacdo nuclear (JANSSENS; TSCHOPP, 2006).

Esta atualmente bem demonstrado que a fosforilacdo da subunidade
p65 do fator de transcricdo NF-xB, e sua translocagdo do citoplasma para o
nlcleo promove a transcricdo génica de diversas enzimas inflamatérias e
citocinas como 0 TNF-a ¢ a IL-1p e diversos outros mediadores pré-
inflamatérios (GHOSH; KARIN, 2002; BATRA; BALAMAYOORAN,;
SAHOOQ, 2011) (Figura 4). Sendo assim, agentes que promovem a inibi¢do da
ativacdo do NF-kB tem se tornado alvos terapéuticos promissores como agentes
anti-inflamatorios  (AGGARWAL; SHISHODIA, 2006; LUQMAN,;
PEZZUTO, 2010).
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Figura 4. Via de ativacdo candnica do NF-kappaB
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Em condicBes inflamatérias, a via de sinalizacdo do NF-xB é ativada por diversos
estimulos, entre eles a ativagao de receptores especificos por citocinas pro-inflamatorias e
LPS. Nesta via, as proteinas inibitdrias kappa B cinases (IKKs) sdo ativadas e fosforilam
a proteina inibitoria kappa B alfa (IkBa), que sofrerd ubiquitinagdo deixando de exercer a
sua funcdo inibitéria sobre as subunidades do NF-kB, p50 e p65. Um vez ativado, 0
dimero formado pela p50 e p65 se transloca para o nlcleo da célula realizando a
transcricdo nuclear de genes responsaveis principalmente por citocinas pro-inflamatorias.
mRNA = RNA mensageiro; IL-1 = interleucina 1; LPS = lipopolissacarideo; TNFR =
receptor de fator de necrose tumoral; TLR4 = receptor do tipo Toll-like 4; IL-1R =
receptor para interleucina 1; IL-17A = interleucina 17A; IL-6 = interleucina 6; IL-10 =
interleucina 10; TNFa. = fator de necrose tumoral alfa e IL-1p = interleucina 1 beta.
Fonte: Elaborada pelo autor.
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3.6 MODELOS DE INFLAMAGCAO DAS VIAS AEREAS

Atualmente existem diferentes tipos de modelos experimentais a fim
de estudar a resposta e 0s mecanismos das doencas inflamatérias humanas.
Entretanto, mimetizar em modelos animais essas doengas nao tem sido uma
tarefa facil nos estudos atuais. E mimetizar a asma bronquica em modelos
animais ndo foge a essa regra, principalmente por se tratar de uma doenca
complexa e com condicdes clinicas muito especificas.

Apesar disso, 0s modelos experimentais que existem atualmente sao
capazes de simular condigBes inflamatdrias envolvidas na asma, permitindo
avaliar pardmetros morfoldgicos, imunoldgicos e fisiolégicos relacionados a
patogénese da doenca, além de nos permitir avaliar mediadores importantes e 0s
mecanismos presentes no processo inflamatério. Um dos mais utilizados, o
modelo experimental de asma eosinofilica permite avaliar alguns dos
mecanismos celulares e moleculares envolvidos na asma alérgica. Neste
modelo, utiliza-se camundongos da linhagem BALB/c que sdo sensibilizados
com ovalbumina (OVA). O animal é sensibilizado via inalacdo e a OVA inicia
uma resposta alérgica imediata e uma tardia, que terd os paramétros
inflamatdrios, como migracéo celular e mediadores quimicos, avaliados a partir
do lavado bronco-alveolar (FUKUNAGA et al., 2007).

Outro modelo frequentemente utilizado na estudo da asma utiliza
particulas virais, uma vez que infeccBes virais sd0 comuns e podem ser mais
graves em pacientes com asma bronquica e/ou doenca pulmonar obstrutiva
crénica (DPOC). A inoculacdo de particulas do virus Sendai em camundongos
(influenza tipo 1, em humanos) e do pneumovirus (virus sinicial respiratdrio,
em humanos) por via respiratoria sdo alguns dos exemplos de virus que podem
ser empregados nesse modelo. A utilizacdo desse modelo também permite
avaliar o remodelamento das vias aéreas, a liberagdo de mediadores
inflamatérios e a celularidade. Em contraste, a utilizacdo desse modelo é
limitada devido a necessidade de infra-estrutura adequada e altas condi¢des de
bioseguranca, considerando o cultivo de virus e a metodologia empregada.
(GRAHAM et al., 1988; TOURDOT et al., 2008).

Em relacdo a celularidade, muitos pacientes desenvolvem asma com
uma resposta inflamatéria com predominio de neutréfilos, de dificil controle e
tratamento. Assim, também existem modelos que mimetizam esta condicdo,
como por exemplo a pleurisia que pode ser induzida principalmente por
lipopolisacarideo (LPS) ou pela carragenina (Cg). Para este estudo, a
metodologia empregada foi a da pleurisia induzida pela Cg. A Cg é utilizada em
ensaios farmacoldgicos para induzir inflamacdo local e € Util para avaliar a
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contribuicdo dos mediadores envolvidos nas alterages vasculares e celulares
associadas a inflamacéo. Diversos estudos tém demonstrado que a inflamacéo
induzida pela carragenina envolve a participacdo de mediadores como
prostaglandinas, éxido nitrico, histamina, serotonina e cininas. Além destas
substancias, ocorre a infiltracdo de neutrofilos e a liberagdo, a partir destes, de
radicais livres e citocinas (POSADAS et al., 2004; CORSINI et al., 2005).

A carragenina é um polisacarideo sulfatado obtido de algas vermelhas
do género Rhodophyceae capaz de ativar a resposta imune inata por 3 diferentes
vias de sinalizacdo celular. A primeira delas é a partir da ligagéo da carragenina
ao receptor Toll-like 4 (TRL4) gerando duas cascatas de sinalizacdo celular
mediadas pela proteina B-cell leukemia/lymphoma 10 (Bcl-10), a via canbnica e
a via ndo candnica. Na via candnica, a ativagdo da Bcl-10 gera a inativacdo da
proteina inibitoria de NF-xB essencial modulator (NEMO) que tem a fungo de
impedir a acdo da proteina inibitoria kappa B cinase beta (IKKp). Uma vez
ativada, a IKK fosforila a proteina inibitoria kappa B (IkB) que sofrerd uma
posterior ubiquitinagdo deixando de exercer a sua funcéo inibit6ria sobre as
subunidades do NF-«B, p50 e RelA (p65). Um vez ativado, o dimero formado
pela p50 e p65 se transloca para o nucleo da célula realizando a transcricdo
nuclear de genes responsaveis principalmente por citocinas pré-inflamatdrias.
Na via ndo canbnica, a Bcl-10 desta vez interage com a proteina indutora do
NF-«B (NIK), fosforilando a proteina inibitoria kappa B cinase alfa (IKKa)
promovendo a translocacdo do dimero p52 e RelB para o nlcleo da célula e a
posterior transcricdo dos genes envolvidos na producéo de citocinas. Além da
ligacdo ao TLR4, a carragenina pode diretamente gerar a formagéo de EROs, as
quais reduzem a concentragao da heat shock protein - 27 (Hsp-27) fosforilada
que esta relacionada no controle da ativacdo das proteinas cinases ativadas por
mitogeno (MAPK) (BHATTACHARY YA et al., 2010; BORTHAKUR et al.,
2012).

O modelo da pleurisia induzida pela carragenina em camundongos é
um modelo de inflamacdo predominantemente neutrofilica e tem resposta
bifésica. Na primeira fase, também chamada de fase recente, ocorre apds 4
horas ap6s a administracdo da carragenina na cavidade pleural e é caracterizada
pela alta migracéo de polimorfonucleares, formagéo de exsudato, liberagdo de
enzimas, ativagdo do NF-xB e consequentemente a producdo e liberacdo de
citocinas. A segunda fase, ou fase tardia, é caracterizada pelo predominio de
células mononucleares e maior formagdo de exsudato. (SALEH; CALIXTO;
MEDEIRQOS, 1996; DALMARCO; FRODE; MEDEIRQOS, 2002).
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 COLETA DO MATERIAL VEGETAL

A espécie foi coletada em Dezembro de 2010, em uma regiéo proxima
ao Rio Pitangui, com coordenadas UTM 593095 e 7231847 na regido dos
Campos Gerais, Ponta Grossa-PR-Brasil. A identificacdo da espécie foi feita
pela Professora Raquel Liidke (UFPel) e foi depositada no herbario FLOR
(UFSC) recebendo o numero de depdsito de 39551.

4.2 OBTENGCAO DO EXTRATO, FRACOES E COMPOSTOS
ISOLADOS

4.2.1Preparagdo do extrato Bruto

Primeiramente foi realizada a secagem da Polygala molluginifolia por
meio de estufa de circulagdo de ar a uma temperatura de 50°C. O material
vegetal seco de todas as partes da Polygala molluginifolia (37,0 g) foi triturado
e extraido com etanol 96% a temperatura ambiente (trés vezes e por um periodo
de setes dias cada) em frasco ambar. Os extratos foram combinados, filtrados e
concentrados sob pressao reduzida a 50°C resultando no extrato bruto (10,4 g)
(VENZKE etal., 2013).

4.2.2Extracéo liquido-liquido

O extrato bruto da Polygala molluginifolia foi submetido a extragdo
liquido-liquido utilizando como solventes o hexano e o acetato de etila. Os
extratos foram lavados inicialmente com hexano até a extracdo exaustiva, 0
solvente foi removido sobre vacuo, obtendo-se entdo a fracdo hexano (222,0
mg). Logo apds o restante do extrato bruto foi lavado com acetato de etila até a
extracdo exaustiva obtendo-se a fragdo acetato de etila (3,66 g). O restante do
extrato que ndo solubilizou nos solventes hexano e acetato de etila foi
considerado como a fragdo aquosa (3,96 g) (VENZKE et al., 2013).

4.2.31solamento e purificacdo dos compostos
A fracdo acetato de etila (3,66 g) da Polygala molluginifolia foi

submetida a cromatografia em coluna (CC) por adsor¢do em silica (silica gel
60), utilizando como eluente um gradiente crescente de acetato de etila (ACOEY)
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em hexano, 1.9, 2:8, 3.7, 4:6, 5:5, 7:3, e posteriormente um gradiente crescente
de etanol (EtOH) em AcOEt 2:8, 4:6, 0 que rendeu 41 fracOes. As 41 fragBes
obtidas foram monitoradas por cromatografia em camada delgada, utilizando
como revelador o anisaldeido sulfurico seguido de aquecimento. As fragdes 19
(3:7 AcOEt-hexano) e 31 (AcOEt) foram recristalizadas com metanol (MeOH)
0 que resultou na obtengéo do composto 1 (5,3',4-trihidroxi-6",6"-dimetilpirano
[2",3":7,6] isoflavona, 1s0) (180 mg).

Os constituintes da fracdo aquosa (3,96 g) foram separados pela
mesma metodologia citada acima utilizando como eluente um gradiente
crescente de hexano (Hex) em AcOEt, 7:3; Hex em AcOEt e MeOH, 5:14:1;
Hex em AcOEt e EtOH, 1:19:13 e finalmente em MeOH para obtencdo de 30
fragBes. As fragbes 15 e 19 (1:19:13, Hex:AcOEt:EtOH) foram combinadas
para a obtengéo do composto 2 (Rutina, Rut) (28 mg) (Figura 3, B) (VENZKE
etal., 2013).

Figura 5. Fluxograma do processo de extracdo e isolamento dos
Compostos.

Polygala molluginifolia
Planta inteira (37 g)

Maceragao com EtOH 96%

Extrato Bruto

104 ¢
Particionamento sélido-liquido
Hexano Acetato de etila
Fragdo soluvel em Fragdo soluvel em Fragdo aquosa
hexano (222 mg) acetato de etila (3,66g) (3,96 g)

—| Cromatografia em coluna i—

Fracdes 19 e 31 Fracdes 15e 19
(180 mg) (28 mg)

Isoflavona Rutina
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Figura 6. Estrutura quimica do composto 1 (A) e do composto 2 (B)
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4.3 CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA DO
EXTRATO BRUTO (CLAE-UV)

As andlises cromatograficas foram executadas em sistema HPLC
modelo LC-20AT (Shimadzu, Kyoto, Japdo), injetor automatico SIL-20A,
equipado com bombas alternadas LC-20AT conectadas a um desgaseificador
DGU-20A5R, controlador CBM-20A, detector UV-VIS de arranjo de diodos
(DAD) SPD-M20A. Sistema interfaceado com o software LC-Solution
1.255P2.

As andlises foram feitas utilizando uma coluna CLC-Cy3 (ODS,
4,6mm x 250mm), as absorbancia medidas na faixa de 200-400nm. Foram
utilizados os solventes A (H,O/MeOH 95:5 + 0,1% de 4cido acético (AcOH)) e
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B (H,O/MeOH 5:95 + 0,1% AcOH) iniciando com 30% de B, chegando a 50%
de B no tempo de 15 min., aumentando para 75% de B no tempo de 20 min.,
aumentando para 100% de B no tempo de 35 min., de 35-43 min. em 100% de
B, retornando a 30% de B em 45 min. e mantendo-se até o final (50 min.)
(Figura 4). O fluxo utilizado foi de 1,0 mL.min™; temperatura da coluna de
40°C controlada e volume de injec&o foi de 10,0 zL.

Para a quantificacdo dos compostos majoritarios no extrato bruto,
padrbes previamente validados dos mesmos, foram diluidos com objetivo de
obtencdo de cinco pontos de concentracdo diferente, necessarios a construgdo
de uma equagdo da reta. A determinacdo de cada uma das concentracfes foi
realizada em triplicata.

4.4 ANIMAIS

Neste estudo foram utilizados camundongos albinos suicos, 1 més de
idade, fémeas, pesando entre 18 e 25 g, fornecidos pelo Biotério Central da
Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC). Para cada experimento foram
utilizados 5 animais por grupo de tratamento.

Os animais foram acomodados no biotério setorial (Laboratorio de
pesquisa em imunologia) em gaiolas plasticas (40 x 32 cm) com serragem, sob
temperatura (20 £ 2 °C) e luz natural controlados. Estes animais receberam
alimentacéo e agua a vontade (ad libitum) durante todos os experimentos. Este
projeto foi aprovado pela Comissio de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
UFSC sob protocolo PP00757.

45 PROCEDIMENTO ANESTESICO

A anestesia foi induzida com pentobarbital (25 mg/kg) administrados
por via intraperitoneal, a fim de possibilitar a administracéo da solugéo corante
de azul de Evans (25 mg/kg, i.v., intragengival) com o objetivo de avaliarmos
de forma indireta a exsudag&o.

4.6 EUTANASIA DOS ANIMAIS
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Quatro horas apds a inducdo da pleurisia, 0s animais foram
sacrificados com overdose de pentobarbital (100 mg/kg), administrado por via
intraperitoneal.

4.7 PLEURISIA INDUZIDA PELA CARRAGENINA

No dia dos experimentos, os animais receberam 0,1 mL de solugéo
fisioldgica estéril (NaCl 0,9%) ou do agente flogistico carragenina (Cg, 1%),
administrado na cavidade pleural direita, através do espaco intercostal,
utilizando-se de uma agulha 13x5 mm e canula de polietileno. De acordo com o
protocolo experimental, 4 h apds a administragdo da carragenina ou da solucéo
salina estéril, os animais foram sacrificados com overdose de pentobarbital. A
seguir, os animais foram fixados em mesa cirtirgica, em declive de 30° a 45°,
sendo feita uma incisdo transversal na pele e nos musculos abdominais.
Posteriormente, o apéndice xiféide foi pincado e através de duas incisdes
paralelas ao longo do esterno, a cavidade pleural foi exposta. Imediatamente, a
cavidade pleural foi lavada com duas aliquotas de 0,5 mL (totalizando 1 mL) de
solucdo salina tamponada (PBS, pH 7,6, NaCl (130 mmol/L), Na;HPO, (5
mmol/L), KH,PO, (1 mmol/L) e heparina (20 Ul/mL)). Aliquotas do lavado
pleural foram coletadas com auxilio de pipeta automatica para a quantificacdo
dos niimeros total e diferencial de células.

Utilizando este protocolo, diferentes grupos de animais receberam
diferentes doses do EB (50 - 200 mg/kg), fraces Aq (10 - 50 mg/kg), AcOEt
(10 - 50 mg/kg), Hex (25 - 100 mg/kg) e compostos isolados Iso (1 - 5 mg/kg) e
Rutina (2,5 - 10 mg/kg) (i.p.) 30 minutos antes da administracdo da Cg (i.pl.).
Nestes grupos experimentais, 10 minutos antes dos experimentos, 0s animais
foram tratados com solugéo de Azul de Evans (25 mg/kg, 0,2 mL/animal, i.v.),
para posterior determinac&o indireta do grau de exsudacéo na cavidade pleural.

Apds determinar as melhores doses do EB, fracBes e compostos
isolados, capazes de reduzir a migracdo de leucdcitos e o grau de exsudagao,
diferentes grupos de animais receberam o EB (200 mg/kg), fracbes Aq (50
mg/kg), AcOEt (50 mg/kg), Hex (100 mg/kg) e compostos isolados Iso (5
mg/kg) e Rutina (10 mg/kg) (i.p) 30 minutos antes da administracéo da Cg (i.pl)
conforme o protocolo anteriormente descrito. Nestes grupos, 0s animais ndo
foram previamente tratados com o corante azul de Evans, uma vez que 0
mesmo interfere na realizacdo das metodologias colorimétricas e para a analise
da atividade da MPO e ADA, quantificagao das citocinas e metabolitos do NO.

Para a determinagdo da transcricdo do mRNA para as citocinas pro-
inflamatérias (TNF- o e IL-1B) e proteina p-65 fosforilada, o protocolo
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experimental de tratamento e inducdo da pleurisia foi semelhante ao descrito
inicialmente, exceto que o material utilizado para anélise foram amostras
teciduais dos pulmdes (cerca de 200 mg e 20 mg, respectivamente) e sem a
administracdo do azul de Evans. Para a realizagdo destas analises, foram
utilizados somente os animais tratados com os compostos isolados Iso (5
mg/kg) e Rutina (10 mg/kg).

Para todos o0s experimentos, um dos grupos de animais foi tratado com
Dexametasona (0,5 mg/kg) 30 minutos antes da administracdo da Cg, que foi
utilizada como droga de referéncia anti-inflamatoria.

4.8 CONTAGEM TOTAL E DIFERENCIAL DE LEUCOCITOS

No dia dos experimentos, apds sacrificio dos animais e abertura das
cavidades, aliquotas do lavado pleural (200 pL) foram reservadas para a
contagem celular total, utilizando-se contador hematoldgico veterinatio
automatico ajustado para parametros de camundongo (MINDRAY, BC-2800
Vet, Nanshan, Shenzhen, China). Os esfregagos celulares foram realizados para
a contagem diferencial dos leucdcitos. Apos o preparo dos esfregagos em
citocentrifuga (Wescor-Cytopro, Logan, Utah, EUA), estes foram corados pelo
método de May-Griinwald-Giemsa. A contagem celular diferencial
(polimorfonucleares e mononucleares) foi realizada em microscopio optico
comum, com auxilio de objetiva de imersdo (aumento de 1000 vezes),
contando-se 100 células por lamina. Os resultados foram expressos em ndmero
total de células (x 10°).

4.8.1Coloracao dos esfregacos celulares

A metodologia consiste na coloracdo sucessiva com uma mistura de
eosinato de azul-de-metileno (May-Griinwald) e de azul-eosina (Giemsa). As
laminas contendo o sedimento dos lavados pleurais apds centrifugacdo em
citocentrifuga foram secas em posi¢do horizontal & temperatura ambiente. Em
suporte de coloracdo apropriado, as laminas foram cobertas com 1 mL de
corante May-Griinwald e mantidas em contato com o sedimento por 2 min. A
seguir adicionou-se &gua deionizada (1 mL) nas laminas, com auxilio de pipeta
automatica com capacidade de 1 mL. Ap6s 3 min, o corante foi removido e
cobriu-se a lamina com corante Giemsa (diluido 1:20 em &gua deionizada) por
15 min. A seguir, as laminas foram lavadas em 4gua deionizada e secas a
temperatura ambiente. Os resultados foram expressos em nUmero total de
células (x10°).
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4.9 DETERMINACAO DA EXUDACAO

No dia dos experimentos, uma aliquota (200 pL) do lavado pleural foi
centrifugada e o sobrenadante foi reservado para a determinacdo da
concentragdo de Azul de Evans em leitor de enzimaimunoensaio (ELISA)
(Organon-Tecknica, Roseland, New Jersey, EUA), por leitura da densidade
Gtica, em comprimento de onda 620 nm, de acordo com a metodologia descrita
por (SALEH; CALIXTO; MEDEIROS, 1996). Para a quantificagdo da
concentragdo de azul de Evans, curvas padrdo com concentracdes previamente
conhecidas do corante (0,01 - 50 pg/mL) tiveram suas densidades Oticas
determinadas, e formulou-se uma equacdo da reta. Os valores das
concentragBes de azul de Evans nas amostras foram interpolados com base na
reta padrio e expressos em pg/mL.

4.10 DETERMINAGAO DA ATIVIDADE DA MIELOPEROXIDASE

Neste grupo de experimentos, logo ap6s o sacrificio dos animais, uma
amostra do lavado pleural de camundongos foi coletada e imediatamente
processada para a quantificagdo da atividade da enzima MPO segundo
metodologia anteriormente descrita (RAO et al., 1993). Volumes de 20 uL do
lavado da cavidade pleural ou do padrdo (MPO de neutréfilos humanos (0,7 -
140 mU/mL)) foram transferidos para as placas de ELISA e a reagdo
bioquimica iniciada com a adi¢do de 180 pL de solugo (0,167 mg/mL de o-
dianisidina 2HCI e 0,0005% de H,0,). Apés 15 min de incubacdo, a
temperatura ambiente, a reacdo enzimética foi interrompida com a adigéo de 30
pL de azida sdédica (1%). A seguir, as placas contendo as amostras foram lidas
em densidade Otica (450 nm) em leitor de ELISA (Organon-Tecknica,
Roseland, New Jersey, EUA). Curvas-padrdo com atividades conhecidas da
MPO (0,7 - 140 mU/mL) também tiveram suas densidades 6ticas determinadas,
permitindo a quantificacdo dos valores desconhecidos. Os valores da MPO
foram expressos em mU/mL, com o auxilio da equagéo da reta.

4.11 DETERMINAGAO DA ATIVIDADE DA ADENOSINA
DESAMINASE

Inicialmente amostras padrdo com concentracfes conhecidas (volume
final 25 mL) de NaH;PO,H;0 (35 mM), Na,HPO,12H.,0 (15 mM) e
NH;SO,4 (15 mM) foram preparadas com a finalidade de se obter uma curva-
padrdo (10 - 50 UI/L). As amostras do lavado pleural (20 pL) foram
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centrifugadas e os sobrenadantes foram transferidos para tubos de ensaio e a
reacdo enzimatica iniciou-se com a adi¢do da solucdo de adenosina fosfato (pH
6,5, 500 pL, composigdo: NaH,PO4.H,0 (35 mM), Na,HPO,.12H,0 (15 mM)
e adenosina (0,5 mM)). Apds periodo de incubagdo de 1 h a 37°C, a reacdo
enzimatica foi bloqueada pela adigdo da solugdo (1000 pL) de fenol (1 mM),
nitroprussiato de sédio (0,17 miM) e tampao alcalino (1000 pL: NaOCl: 11 mM
e NaOH: 125 mM). Esta solucdo também foi adicionada as tubos de ensaio
contendo concentracdes diferentes das amostras padrdo (volume final 2500 pL)
(GIUSTI; GALANTI, 1984). As absorbancias das amostras foram lidas em 620
nm em leitor de ELISA (Organon-Tecknica, Roseland, New Jersey, EUA). A
quantificacdo da atividade desconhecida da enzima adenosina-deaminase
(ADA,) foi expressa em U/L, com auxilio da equago da reta.

4.12 DETERMINACAO DAS CONCENTRACOES DE OXIDO
NITRICO

O oxido nitrico (NO) foi indiretamente quantificado pela formagao de
seus metabdlicos nitrato (NO3) e nitrito (NO,), utilizando-se a reacdo de Griess
(GREEN et al., 1982). No dia dos experimentos, 300 uL. de cada amostra do
lavado pleural foi submetida a desproteinizacdo. Para cada amostra, foram
adicionados 20 pL de solugdo de sulfato de zinco (20%) e incubadas em banho
de gelo por 60 min. As amostras foram centrifugadas (2.000 x g por 15 min.) e
0 resultado final desta primeira etapa foi a obtencdo de um sobrenadante
limpido. A seguir, 100 uL do sobrenadante foram transferidos para uma cubeta
e diluidos em solugdo contendo 200 pL de solugdo saturada de cloreto de
vanadio 11l (0,8%) (p/v) e écido cloridrico (HCI) (3%) (p/v) (MIRANDA,;
ESPEY; WINK, 2001). Nesta mesma cubeta foram adicionados 300 pL de
solucdo de Griess: sulfanilamida (1%) (p/v), acido fosforico (5%) (v/v) e N-(1-
naftil) etilenodiamina (0,1%) (p/v) e incubado durante 40 min., & 37° C. A
reacdo de NO, com esse reagente produz uma coloracdo rosea, que foi
quantificada por meio da leitura das densidades Gticas em leitor de ELISA
(Organon-Tecknica, Roseland, New Jersey, EUA) em 540 nm. Curvas-padrdo
com concentracdes previamente conhecidas de NO, (0 -150 uM) também
tiveram as densidades odticas determinadas, permitindo a quantificacdo dos
valores de nitrito/nitrato, em UM, com auxilio da equacdo da reta.
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4.13 DETERMINACAO DAS CONCENTRACOES DAS
CITOCINAS PRO-INFLAMATORIAS (TNF-o. e IL-1p)

Neste grupo de experimentos, sem a adi¢do do corante azul de Evans,
imediatamente ap6s o sacrificio dos animais, amostras do lavado pleural foram
coletadas e centrifugadas para a realizagdo da técnica de ELISA fase sélida,
método sanduiche. As sensibilidades identificadas nos kits foram: TNF-« = 5,0
pag/mL e IL- 18 = 1,67 pg/mL. Os coeficientes de variacdo (CV) intra e
interensaios observados foram: intra CV: TNF-a = 7,8 £ 0,9%, IL-15 =6,2 +
0,4%; inter CV: TNF-a. = 9,6 + 2,1%, IL-15 = 5,1 £ 0,6%. Curvas-padrao com
concentragBes conhecidas de cada citocina, TNF-« (5,0 - 2300 pg/mL) e IL-15
(11,72 - 750 pg/mL) também tiveram suas densidades éticas determinadas em
comprimento de onde de 450 nm, permitindo a quantificagdo dos valores
desconhecidos com o auxilio da equagio da reta. As leituras da absorbancia de
todas as citocinas e suas respectivas curvas-padrdo foram realizadas em leitor de
ELISA (Organon-Tecknica, Roseland, New Jersey, EUA). Os valores foram
expressos em pg/mL.

4.14 DETERMINAGAO DA TRANSCRICAO DO mRNA PARA AS
CITOCINAS PRO-INFLAMATORIAS: TNF-a e IL-1p

4.14.1 Extracdo e quantificacdo do RNA

O RNA total foi extraido de amostras dos pulmdes dos camundongos,
utilizando-se o Trizol®, basicamente constituido de uma mistura dos solventes
organicos fenol e cloroformio e do detergente inibidor de nucleases
isotiocianato de guanidina.

Inicialmente em um tubo tipo eppendorf livie de RNAses com
capacidade para 2 mL, foi adicionado 1 mL de Trizol®, e em seguida 200 mg
do tecido pulmonar foi mergulhado e imediatamente picotado com auxilio de
aparato cirdrgico. O material foi homogenizado com auxilio de vértex por 30
seg. Apos 5 min. de incubagdo a temperatura ambiente (25°C), foi adicionado
0,2 mL de cloroférmio, e o material homogenizado e incubado por mais 3 min.
a temperatura ambiente (25°C). Apds a centrifugacdo do material a 12.000
RPM (4°C) por 15 min., a fase superior (aquosa) foi transferida para outro tubo
tipo eppendorf onde adicionou-se 0,5 mL de isopropanol. Novamente, seguiu-
se uma incubagdo por 10 min. & temperatura ambiente (25°C). Terminada esta
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etapa, 0 material foi novamente centrifugado por 10 min. a 12.000 RPM (4°C),
e 0 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 centrifugacéo a 7.500
RPM (4°C) por 5 min., e novamente o descarte do sobrenadante com posterior
secagem do material em estufa (40°C) por 10 min. A seguir, foi adicionado 100
UL de agua livre de RNAses (0,01% DEPC —viv) (DALMARCO et al., 2012).

Ao final do processo de extracdo, a determinagdo da concentracdo e da
pureza do RNA, foram checadas por leitura espectrofotdmetrica a 260/280 nm
(Picol100 Picodrop® Spectophotometer (Picodrop Limited, Cambridgeshire,
UK)).

4.14.2 Reacdo da transcricdo reversa (RT)

As amostras do RNA total foram tratadas com DNAse 1° para
eliminar a contaminagdo com DNA genbmico, segundo instrucbes do
fabricante (Invitrogen®, Carlsbad, Califérnia, EUA). Em seguida, 500 ng de
cada amostra foi transferida, para microtubos com capacidade gara 200 pL
onde adicionou-se 50 UM de oligonucleotideo (Oligo dT 12-18)", 10 mM de
dNTPs e 6 uL de agua DEPC (0,01%), que ap6s rapida homogenizacéo, foram
incubadas por 5 min. a 65°C e em seguida acondicionados em banho de gelo
por 2 min.

No préximo passo, seguiu-se a adicdo de 4 L de solugdo tampédo
(First Strand Buffer 5x), 1uL de Oligo-dT (12-18) (100 M), 1uL de enzima
inibidora de RNAses (Ribolock®, 20U) e 1uL da enzima RevertAid® H
minus M-MULYV Reverse Transcriptase (200 U), totalizando 20 pL de volume
final. Esta solucdo, foi misturada e incubada por 1 h a 60°C. Terminada a
incubagdo, os microtubos contendo agora 0 DNA complementar (CDNA),
foram incubados a 70°C por 15 min com a finalidade de inativar as enzimas
adicionadas anteriormente. Finalmente, os microtubos foram armazenados em
freezer (-20°C) até o momento da realizacdo das reagBes de PCR
(DALMARCO et al., 2012).

4.14.3 Reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (QPCR)

As reacOes de qPCR foram realizadas utilizando-se 50 ng de cDNA
(obtido na reagdo de transcricdo reversa), primers especificos para os genes de
interesse (TNF-a: 0,3 M ¢ IL-1B: 0,1 M) adicionados a0 Maxima® SYBR
Green ROX gPCR master mix (2X) (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA,
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USA) totalizando um total de 12,5 L de reagdo. As amostras foram colocadas
em placa de 96 pocos especificas para realizar a amplificagdo e quantificacdo do
cDNA em tempo real por meio do equipamento Real Time HT 7900 (Applied
Biosystems, Carlsbad, CA, USA).

A reacdo de gPCR foi realizada com as seguintes condigBes: 1)
Incubagdo a 50 °C durante 2 min. e a 95 °C durante 10 min.; 2) 40 ciclos de
amplificacdo (20 seg. a 95°C, 30 seg. na temperatura especifica de cada
iniciador e 15 seg. a 95°C). A sequéncia dos iniciadores especificos para cada
gene foi definida com base no programa Primer 3 (versdo 0.4.0), com a
finalidade de amplificar uma regido génica Unica (Tabela 1).

Como controle positivo de amplificagdo génica, foram utilizados
iniciadores que amplificam o gene da GAPDH (gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase) de expressdo constitutiva. Para excluir a possibilidade de
contaminagdo, foram realizados controles negativos contendo &gua como
amostra (ARRUDA-SILVA et al., 2014).

Tabela 1. Oligonucleotideos (iniciadores) e condi¢cdes usadas nas
reacdes de RT-gPCR.

Gene Iniciadores ampp\‘lrfigcda?;od(;b‘) J‘;m;;‘;;j‘g) Registro no GenBank
s

s

s

Fonte: Adaptado de ARRUDA-SILVA et al. (2014).

4.15 DETERMINACAO DA FOSFORILAGAO DA PROTEINA P65
(NF-xB)

4.15.1 Dosagem de proteinas totais

Apo6s a eutandsia dos animais, 20 mg de tecido pulmonar foi
transferido para um tubo eppendorff juntamente com tampéao de lise para a
formacdo do homogenato. A partir deste homogenato foi realizada a dosagem
de proteinas de acordo com a metodologia descrita por Lowry (1951)
(LOWRY et al., 1951) em espectrofotometro no comprimento de onda de 650
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nm. Todas as amostras foram ajustadas para 60 mg de proteina para a posterior
quantificacdo da proteina p65 fosforilada.

4.15.2 Quantificacdo da proteina p65 fosforilada

As amostras ajustadas em concentragdo igual (60 mg) de proteina
foram transferidas para micropogos para a dosagem da proteina p65 fosforilada.
Para isso foi utilizado kit comercial com anticorpos monoclonais especificos
contra proteina p65 fosforilada de camundongos (Instant One Phospho-NF-xB
p65 (Ser536) ELISA Kit (eBioscience, San Diego, CA, USA)). O
procedimento foi realizado protocolo descrito pelos fabricantes. Os resultados
foram expressos em mudanca relativa comparadas ao grupo controle negativo
(Salina), que representou a expressao basal da fosforilagdo da p65 (ARRUDA-
SILVA etal., 2014).

4.16 FARMACOS E REAGENTES

Neste estudo, foram utilizados os seguintes farmacos e reagentes:
Dexametasona (Ache pharmaceutical laboratories S.A., S&o Paulo, SP, Brazil),
adenosina, azida sodica, Carragenina-A (grau IV), cloreto de vanadio I,
hidréxido de sddio, sulfanilamida, nitroprussiato de sddio, fenol, MPO de
neutréfilos  humanos, dodecil sulfato de sodio, o-dianisidina 2HCI
(3,3 dimetoxibenzidina) (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUA), perdxido
de hidrogénio (H,O, 30 %) (Biotech, Sdo Paulo, SP, Brasil), heparina
(Liguemine®, Roche, Sao Paulo, SP, Brasil), fosfato de sédio, sulfato de zinco
(Vetec, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) (Reagen, Rio de Janeiro, RJ, Brasil), Liquido
de Turk, corante de May-Grinwald (Newprov, Sdo José dos Pinhais, PR,
Brasil), corante de Giemsa (Laborclin, Sdo José dos Pinhais, PR, Brasil), azul
de Evans (Acros-Organics, Nova Jersey, EUA); dihidrocloreto de N-(1-naftil)-
etilenodiamina  (Merck, Darmstadt, Bundesland, Alemanha). Kits de
enzimaimunoensaio (ELISA) para quantificacdo de TNF-o e IL-If8 de
camundongos (BD - Biosciences Pharmingen, San Diego, CA, EUA),
iniciadores para reagéo de cadeia da polimerase (PCR), Trizol®, Oligo-dT (12-
18)®, dNTPs e DNAse grade 1° (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA), RevertAid®
H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit e Ribolock®™ (Fermentas, Burlington,
Canadd), Maxima SYBR Green Rox gPCR master mix (ThermoFisher
Scientific, Waltham, MA, USA). Kits de enzimaimunoensaio (ELISA) para
quantificacdo da proteina p65 fosforilada (eBioscience, San Diego, CA, USA);
acetona, cloroférmio, n-hexano, acetato de etila, metanol e etanol em grau de
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pureza analitica (PA) (Synth, Diadema, SP, Brazil). Outros sais e reagentes, de
grau de pureza analitica, foram obtidos de diferentes fontes comerciais.

4.17 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados dos parametros inflamatérios, incluindo migracéo
celular, exsudagéo, atividade das enzimas MPO e ADA, concentrages de NOy
TNF-a, TL-1B, e transcricdo do mRNA para as mesmas citocinas, foram
expressos como média + erro padrdo da média (e.p.m.). Os resultados foram
analisados utilizando o programa de estatistica GraphPad Prism® versio 3.00
(San Diego, California, EUA). Diferengas estatisticas dos parametros analisados
entre 0s grupos controle e os grupos tratados com o material vegetal ou do
farmaco de referéncia (Dexa), foram realizados por meio do teste de variancia
ANOVA (teste paramétrico bicaudal de duas vias), complementado pelo teste
pos-hoc de Dunnett. Quando necessério, utilizou-se o teste t de Student (ndo-
pareado). Além disso, foi utilizado o coeficiente de Pearson (Pearson's r) para
verificar a possivel correlagdo entre a inibicdo da fosforilacdo da p65 vs.
migragao leucocitaria e exsudacio.

Para todas as andlises estatisticas, valores de P menores que 0,05
foram considerados indicativos de diferencas significativas.
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5 RESULTADOS

5.1 ANALISE DO EXTRATO BRUTO POR CROMATOGRAFIA
LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA

O perfil do CLAE-UV para 0 extrato bruto foi obtido em
comprimento de onda de 254 nm (Figura 7). O cromatograma obtido do
extrato bruto mostrou quatro picos significantes, sendo que dois deles
(compostos majoritarios obtidos por cromatografia em coluna) foram
identificados como rutina (composto 2) no tempo de retengéo de 15,58 minutos,
representando 11,54 mg/g do extrato bruto injetado. O segundo pico foi
identificado como Iso (composto 1), no tempo de retencdo de 31,70 minutos
que representou 12,94 mg/g do extrato bruto injetado (Figura 7).

A quantificagdo dos compostos presentes no extrato bruto foi feita a
partir de curva padrdo para cada composto, que foram produzidas a partir de
cinco diferentes concentragdes e realizadas em triplicata, onde para a rutina a
curva obtida foi y = 0.363x - 0.183 (R*=0.997) e para a Iso a curva obtida foi y
= 0.444x - 0.092 (R?=0.999).

Nas mesmas condi¢Bes, obtivemos os cromatogramas dos
compostos isolados, Iso e Rutina (Figuras 8 e 9 respectivamente).

Figura 7. Cromatograma do Extrato Bruto (EB)
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EB (1 mg/mL) em A = 254 nm (condi¢bes cromatogréficas item 4.3). 1. Pico
representando  a 5,3'4'-trihidroxi-6",6"-dimetilpirano [2",3":7,6] isoflavona (Iso) e 2.
Pico representando a Rutina (Rut).
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Figura 8. Cromatograma do composto 1 (Iso).
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150 (1 mg/mL) em A =254 nm (condi¢des cromatograficas item 4.3).

Figura 9. Cromatograma da rutina.
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Rut (1 mg/mL) em A= 254 nm (condi¢des cromatograficas item 4.3).
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5.2 EFEITO DA Polygala molluginifolia SOBRE A MIGRACAO DE
LEUCOCITOS E EXUDAGCAO

Na pleurisia induzida pela carragenina, o extrato bruto (EB) da
Polygala molluginifolia reduziu significativamente a migragfo de leuctcitos nas
doses de 100 e 200 mg/kg (% de inibicdo: 100 mg/kg: 30,2 £ 3,8; 200 mg/kg:
45,7 £ 4,7), essa reducgdo deveu-se, principalmente a sua capacidade de reduzir a
migragao de neutrdfilos, migragéo esta que foi inibida de forma significativa nas
doses de 50, 100 e 200 mg/kg (% inibi¢do: 50 mg/kg: 27,2 + 5,4; 100 mg/kg:
39,8 + 3,7 € 200 mg/kg: 58,9 £ 4,7) (p <0,001) (Figura 10, A e B). Além disso,
nas doses de 50, 100 e 200 mg/kg foram capazes de reduzir significativamente a
exsudacdo na cavidade pleural, comparada com o controle positivo (% de
inibigdo: 50 mg/kg: 35,3 £ 7,8; 100 mg/kg: 59,2 + 9,5 e 200 mg/kg: 53,4 £ 8,0)
(p <0,001) (Figura 10, C).
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Figura 10. Efeito do extrato bruto da Polygala molluginifolia sobre o total
de leucécitos (A), migragédo de neutroéfilos (B) e exsudagéo (C).
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Efeito do extrato bruto (EB) da Polygala molluginifolia administrado 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). As
colunas verticais representam a média + e.p.m e 0s asteriscos as diferencas estatisticas
encontradas, n =5 animais. **p < 0,01 e ***p < 0,001.

A frac8o aquosa (Aq) da Polygala molluginifolia também foi capaz de
reduzir significativamente a migragdo de leucécitos nas doses de 25, 50 e 100
mg/kg (% inibicdo 25 mg/kg: 29,4 £ 5,5; 50 mg/kg: 56,1 + 4,5 e 100 mg/kg:
55,7 £ 6,1), reducdo que também deveu-se, a inibicdo da migracdo de
neutrdfilos por todas as doses testadas (25, 50 e 100 mg/kg) (% inibicdo: 25
mg/kg: 85,2 £ 4,9; 50 mg/kg: 87,0 £ 2,8 e 100 mg/kg: 55.7 + 6.1) (p < 0,001)
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(Figura 11, A e B). Além disso, todas as doses testadas desta fragio reduziram
significativamente a exsudacéo na cavidade pleural (% inibicdo 25 mg/kg: 32,8
+5,0; 50 mg/kg: 49,0 £ 5,2 e 100 mg/kg: 36,2 + 10,6) (p < 0,001) (Figura 11,
C).

Figura 11. Efeito da fracdo aquosa (Aq) da Polygala molluginifolia sobre o
total de leucdcitos (A), migragdo de neutrdéfilos (B) e exsudagéo (C).
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inducéo 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). As
colunas verticais representam a média + e.p.m e 0s asteriscos as diferengas estatisticas
encontradas, n =5 animais. **p < 0,01 e ***p < 0,001.

Nas mesmas condi¢Bes experimentais, a fracdo acetato de etila
(ACcOE), nas doses de 25, 50 e 100 mg/kg reduziu a migracdo de leucdcitos
para a cavidade pleural (% inibigao: 25 mg/kg: 45,3 = 2,5; 50 mg/kg: 53,1 + 7,0
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e 84,7 £ 1,4), e esta reducdo também deveu-se a capacidade da fragdo em inibir
a migracdo de neutrofilos, observada em todas as doses testadas (% of
inibigdo:; 25 mg/kg: 58,6 £ 2,5; 50 mg/kg: 78,7 + 3,0 e 100 mg/kg: 64,9 + 4,8)
(p < 0,01) (Figura 12, A e B). Entretanto, somente as doses de 50 e 100 mg/kg
foram capazes de diminuir o exsudato formado na cavidade pleural (% of
inibigdo: 50 mg/kg: 56,0 + 8,0 e 100 mg/kg: 65,3 +5,2) (p < 0,001) (Figura 12,
C).

Figura 12. Efeito da fracdo acetato de etila (AcOEt) da Polygala
molluginifolia sobre o total de leucécitos (A), migracdo de neutréfilos (B) e
exsudacdo (C).
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Efeito da fracdo acetato de etila (AcOEt) da Polygala molluginifolia administrado 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). As colunas verticais representam a média + ep.m e os asteriscos as diferencas
estatisticas encontradas, n = 5 animais. **p < 0,01 e ***p < 0,001.
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A respeito da fracdo hexano (Hex), todas as doses testadas (25, 50 e
100 mg/kg) foram capazes de inibir a migracdo de leucdcitos (% of inibicdo: 25
mg/kg: 44,6 £ 6,4; 50 mg/kg: 39,0 £ 10,3 e 100 mg/kg: 41,8 + 4,9), reducéo
caracterizada principalmente pela inibicdo da migragdo de neutrdfilos (25
mg/kg: 63,5 £ 3,6; 50 mg/kg: 62,9 £ 6,5 e 100 mg/kg: 79,6 + 3,9) (p < 0,001)
(Figura 13, A e B). Porém, a exsudacdo foi apenas reduzida de forrma
significativa na dose de 100 mg/kg (% de inibicdo: 50,7 £ 4,5) (p < 0,001)
(Figura 13, C).

Figura 13. Efeito da fragdo hexano (Hex) da Polygala molluginifolia sobre o
total de leucécitos (A), migragdo de neutrdéfilos (B) e exsudagéo (C).
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Os dois compostos, Iso e a Rutina, foram isolados a partir das duas
fraches que apresentaram resultados de inibicdo de forma concomitante na
migragdo leucocitdria e exsudagdo, nas menores doses (AcCOEt e Aq,
respectivamente). Por este motivo, 0s experimentos seguintes foram conduzidos
Nno intuito de determinar se estes compostos sao 0s responsaveis, pelo menos em
parte, pela atividade anti-inflamatéria do extrato bruto da Polygala
molluginifolia.

O composto 1 (Iso) reduziu significamente o influxo de leucécitos
para a cavidade pleural na dose de 5 mg/kg (% inibicdo: 550 + 2,2),
curiosamente todas as doses testadas foram capazes de diminuir
significativamente a migragéo de neutréfilos (% of inibicdo: 1 mg/kg: 29,9 +
4,2; 25 mg/kg: 30,6 +5,0 e 5 mg/kg: 72,3 £ 1,8) (p < 0,001) (Figura 14, A e
B). Ja a exsudagdo na cavidade pleural, também so foi reduzida na dose de 5
mg/kg (% inibicdo: 29,2 + 4,5) (p < 0,05) (Figura 14, C).
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Figura 14. Efeito do composto 1 (Iso) da Polygala molluginifolia sobre o
total de leucécitos (A), migragdo de neutrdéfilos (B) e exsudagao (C).
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Efeito da Iso administrado 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). As colunas verticais representam a média + e.p.m

e 0s asteriscos as diferencas estatisticas encontradas, n = 5 animais. *p < 0,05, **p < 0,01
e ***p<0,001.

Adicionalmente, o composto 2 (Rutina) reduziu significativamente a
migragao de leucdcitos nas doses de 2,5, 5 e 10 mg/kg (% inibicdo: 2,5 mg/kg:
29,1 + 7,4; 5 mg/kg: 32,0 £ 4,1 e 10 mg/kg: 39,4 + 5,5), reducdo também
devida a inibicdo da migracdo de neutrtfilos que ocorreu em todas as doses
testadas (2,5 mg/kg: 51,0 £ 34,7; 5 mg/kg: 60,1 £ 6,7 e 10 mg/kg: 71,5+ 1,5) (p
< 0,001) (Figura 15, A e B). O exsudato formado na cavidade pleural foi
reduzido apenas quando os animais foram pré-tratados na dose de 10 mg/kg (%
inibicdo: 47.3 £5.5) (p < 0,01) (Figura 15, C).
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Figura 15. Efeito do composto 2 (Rutina) da Polygala molluginifolia sobre o
total de leucécitos (A), migragdo de neutrdéfilos (B) e exsudagao (C).
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Efeito da Rutina administrada 0,5 h antes da induc&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). As colunas verticais representam a média + e.p.m
e 0s asteriscos as diferencas estatisticas, n = 5 animais. **p < 0,01 e ***p < 0,001.

Com base nos resultados obtidos nos experimentos anteriores, a
melhor dose do extrato bruto (100 mg/kg), da fracdo aquosa (50 mg/kg), da
fracdo acetato de etila (50 mg/kg), da fracdo hexano (100 mg/kg) e dos
compostos isolados Iso (5 mg/kg) e Rutina (10 mg/kg) isolados da Polygala
molluginifolia, foram escolhidas para a realizacdo dos experimentos seguintes.
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5.3 EFEITO DA Polygala molluginifolia SOBRE A ATIVIDADE DA
MIELOPEROXIDASE

O tratamento prévio dos animais com o EB (200 mg/kg) e suas
fracbes: Aq (50 mg/kg), AcOEt (50 mg/kg) e Hex (10 mg/kg), bem como os
compostos isolados, Iso (5 mg/kg) e Rut (10mg/kg) reduziram de forma
significativa a atividade da enzima mieloperoxidase (% inibicdo: EB: 38,0 +
44; Ag: 21,6 £ 3,2; AcOEL: 36,5 +2,2; 1s0: 294+ 12 e Rut: 46,8 £2,2) (p <
0,01) (Figura 16).

Figura 16. Efeito do extrato bruto, fracdes e compostos isolados da Polygala
molluginifolia sobre a atividade da enzima mieloperoxidase
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Efeito do EB (200 mg/kg), fragdes: Ag (50 mg/kg), AcOEt (50 mg/kg) e Hex (100
mg/kg) e compostos isolados: Iso (5 mg/kg) e Rut (10 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). As colunas verticais representam a média + e.p.m e 0s asteriscos as diferencas
estatisticas encontradas, n = 5 animais. **p < 0,01 e ***p < 0,001.
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5.4 EFEITO DA Polygala molluginifolia SOBRE A ATIVIDADE DA
ADENOSINA DESAMINASE

O tratamento prévio dos animais com o EB (200 mg/kg) e suas
fragBes: Ag (50 mg/kg), AcOEt (50 mg/kg) e Hex (10 mg/kg), além dos
compostos isolados, Iso (5 mg/kg) e Rut (10mg/kg) também reduziram a
atividade da enzima adenosina desaminase no lavado pleural (% inibicéo: EB:
54,3 £ 1,6; Ag: 49,8 £9,0; AcOEL: 70,5 +4,7; Is0: 52,1 £ 9,0 e Rut: 60,6 + 4,5)
(p <0,001) (Figura 17).

Figura 17. Efeito do extrato bruto, fracdes e compostos isolados da Polygala
molluginifolia sobre a atividade da enzima adenosina desaminase
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Efeito do EB (200 mg/kg), fracBes: Agq (50 mg/kg), AcOEt (50 mg/kg) e Hex (100
mg/kg) e compostos isolados: Iso (5 mg/kg) e Rut (10 mg/kg), 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). As
colunas verticais representam a média + e.p.m e 0s asteriscos as diferengas estatisticas, n
=5 animais. ***p < 0,001.
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55 EFEITO DA  Polygala  molluginifolia ~ SOBRE  AS
CONCENTRAGOES DE NITRATO E NITRITO

O tratamento prévio dos animais com o EB (200 mg/kg) e suas
fracbes: Aq (50 mg/kg), AcOEt (50 mg/kg) e Hex (10 mg/kg), e o composto
isolado Iso (5 mg/kg) reduziram as concentragBes de NOx (% inibicdo: EB:
51,9 + 34; AQ: 46,4 + 4,0; AcOEL: 57,4 + 3,8 e Is0: 55,2 + 2,2) (p < 0,001)
(Figura 18). J4 o composto Rutina, ndo foi capaz de inibir este pardmetro
inflamatorio na dose testada (p > 0,05).

Figura 18. Efeito do extrato bruto, fracdes e compostos isolados da Polygala
molluginifolia sobre a concentragdo de nitrito/nitrato

40-
-
s
- 30+
= >k
5 dk* T
x 204 e

(o] - - d* k% * %% * ¥k
=z e e e

104

T
0_

S Cg EB Aq AcOEt Hex Iso Rut 0,5

Polygala molluginifolia Dex

Cg 4h

Efeito do EB (200 mg/kg), fracdes: Agq (50 mg/kg), AcOEt (50 mg/kg) e Hex (100
mg/kg) e compostos isolados: Iso (5 mg/kg) e Rut (10 mg/kg), 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). As
colunas verticais representam a média + e.p.m e os asteriscos as diferengas estatisticas, n
=5 animais. ***p < 0,001.
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56 EFEITO DA POLYGALA  molluginifolia SOBRE A
CONCENTRAGCAO DE FATOR DE NECROSE TUMORAL ALFA

Nos animais tratados com o EB (200 mg/kg) e suas fragdes: Aq (50
mg/kg), AcOEt (50 mg/kg) e Hex (10 mg/kg), e com os compostos isolados 1so
(5 mg/kg) e Rut (10 mg/kg), apresentaram reducdo significativa nas
concentragBes de TNF-a na cavidade pleural (% inibicdo: EB: 38,4 + 7,8; AQ:
29,8 £ 5,0; AcOEt: 29,0 £ 3,1; Iso: 42,1 £ 4,5 e Rut: 35,0 £ 7,0) (p < 0,01)
(Figura 19).

Figura 19. Efeito do extrato bruto, fracdes e compostos isolados da Polygala
molluginifolia sobre a concentragdo de TNF-a
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Efeito do EB (200 mg/kg), fragBes: Agq (50 mg/kg), AcOEt (50 mg/kg) e Hex (100
mg/kg) e compostos isolados: Iso (5 mg/kg) e Rut (10 mg/kg), 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). As
colunas verticais representam a média + e.p.m e 0s asteriscos as diferengas estatisticas, n
=5 animais. **p < 0,01 e ***p < 0,001.
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5.7 EFEITO DOS DA POLYGALA molluginifolia SOBRE A
CONCENTRAGAO DE INTERLEUCINA-1 BETA

Em relacdo ao efeito do material vegetal sobre as concentracfes de IL-
1B, 0 EB (200 mg/kg) e suas fragdes: Aq (50 mg/kg), AcOELt (50 mg/kg) e Hex
(10 mg/kg), e os compostos isolados Iso (5 mg/kg) e Rut (10 mg/kg), também
reduziram significativamente as concentragBes dessa citocina (% inibicdo: EB:
65,9 +3,7; Ag: 54,8 £6,3; ACOEL: 67,7 £3,1; Is0: 63,1 £ 1,6 €; Rut: 58,0 £ 5,7)
(p <0,001) (Figura 20).

Figura 20. Efeito do extrato bruto, fracdes e compostos isolados da Polygala
molluginifolia sobre a concentracéo de IL-1B
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Efeito do EB (200 mg/kg), fragdes: Aq (50 mg/kg), AcOEt (50 mg/kg) e Hex (100
mg/kg) e compostos isolados: Iso (5 mg/kg) e Rut (10 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). As colunas verticais representam a média + ep.m e os asteriscos as diferencas
estatisticas, n = 5 animais. ***p < 0,001.
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5.8 EFEITO DOS COMPOSTOS ISOLADOS DA POLYGALA
molluginifolia SOBRE A EXPRESSAO DE RNAmM DO TNF-a E IL-1B

Uma vez que os compostos isolados da P. molluginifolia mantiveram
0 mesmo perfil de inibicdo que o extrato bruto e fracdes, sobre os parametros
inflamatorios estudados quando testados isoladamente, podemos atribuir pelo
menos em parte o efeito anti-inflamatdrio da planta, a presenca dos mesmos nas
respectivas fragdes e consequentemente no extrato bruto.

O préximo passo dos experimentos, foi verificar se a inibicdo nas
concentragBes de cada uma das citocinas pro-inflamatérias testadas seria efeito
de inibicdo produzida pelos compostos a nivel transcripcional, ou se esta
inibicdo ¢ um fendmeno de controle pds transcripcional. Para responder a esta
pergunta, realizamos a andlise do efeito dos compostos isolados sobre a
expressao do RNA mensageiro para cada uma das citocinas estudadas.

Nestes experimentos, os resultados obtidos pela metodologia de PCR
em tempo real, demonstraram que os compostos isolados da Polygala
molluginifolia foram capazes de reduzir de forma significativa a expressdo do
RNAm, tanto do TNF-o. (% de inibicdo: Iso: 54,0 + 10,0; Rut: 45,8 + 5,1)
quanto da IL-1p (% de inibicdo: Iso: 85,8 £ 1,7; Rut: 81,6 £ 4,0) (p < 0,01)
(Figura 21).
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Figura 21. Efeito dos compostos isolados da Polygala molluginifolia sobre a
expressdo de RNAm do TNF-a e IL-1B
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Efeito dos compostos isolados (Iso e Rut) 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.), Iso =
animais previamente tratados com 5,3\4-triidroxi-6",6"-dimetilpirano[2",3".7,6]
isoflavona (5 mg/kg, i.p.) antes da administragdo da Cg, Rut: animais previamente
tratados com a Rutina (10 mg/kg, i.p.) antes da administracdo da carragenina, Dex =
animais previamente tratados com dexametasona (0,5 mg/kg, i.p.; 0,5 h). Expressdo
relativa do RNAm foi obtida por meio da metodologia do 2", As colunas verticais
representam a média + e.p.m e os asteriscos as diferencas estatisticas, n = 5 animais. ** p
<0,01 ***p <0,001.
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59 EFEITO DOS COMPOSTOS ISOLADOS SOBRE A PROTEINA
P65 FOSFORILADA (NF-«B)

Uma vez verificada que a inibi¢do dos compostos sobre a produgéo
das citocinas pro-inflamatdrias se deu a nivel transcripcional, 0 proximo passo
foi analisar o efeito dos mesmos sobre a ativagéo do fator de transcri¢do nuclear
NF-kB, mais especificamente a subunidade p65. O NF-xB é um dos fatores de
transcricdo nucleares mais importantes e comprovadamente envolvidos nos
processos inflamatorios e tem participacdo central na sintese do 6xido nitrico,
assim como das citocinas pré-inflamat6rias TNF-a.e IL-1B, além de muitos
outros mediadores pro-inflamatérios. Nestes experimentos, tanto a Iso (5
mg/kg) quanto a Rut (10 mg/kg) foram capazes de inibir a fosforilagdo da
proteina p65, em comparagéo ao grupo controle ndo inflamado (% of inibigio:
33,7+5,0e50,1 £ 5,2, respectivamente) (p < 0,001) (Figura 22).

Além disso, foram verificadas correlagBes fortemente positivas entre a
inibicdo da migracdo de leucdcitos e a inibicdo na fosforilacdo da proteina p65
(Leuc. vs. p-p65, r = 0,993) e também entre a inibi¢do da exsudacdo e a inibicdo
na fosforilagdo da proteina p65 (Exud. vs. p-p65, r = 0,926) nos animais que
foram pré tratados com o composto Iso antes da administragdo da carragenina
(p < 0,01). De forma semelhante, também verificamos uma correlacdo positiva
entre a migragao de leucdcitos e a inibicdo na fosforilacdo da p65 (Leuk. vs. p-
p65, r = 0,995) e entre a exsudacdo e a inibicdo na fosforilagdo da p65 (Exud.
vs. p-p65, r = 0,970) nos animais pré tratados com o composto Rut (p < 0,01).

Esses dados nos fornecem fortes evidéncias de que o efeito anti-
inflamat6rio do material vegetal, pode ser atribuido em parte a presenca dos
compostos isolados, e esta relacionado com a habilidade dos mesmos em inibir
a fosforilagdo da subunidade p65 do NF-kB, o que por sua vez reduz a sintese
dos mediadores inflamatérios reduzindo de forma significantiva a resposta
inflamat6ria na cavidade pleural.
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Figura 22. Efeito dos compostos isolados (Iso e Rut) da Polygala
molluginifolia sobre a fosforilagdo da subunidade p65 do NF-kB.
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Efeito dos compostos isolados (Iso e Rut) administrado 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.), Iso =
animais previamente tratados com 5,3\4-triidroxi-6",6"-dimetilpirano[2",3".7,6]
isoflavona (5 mg/kg, i.p.) antes da administragdo da Cg, Rut: animais previamente
tratados com a Rutina (10 mg/kg, i.p.) antes da administracdo da carragenina, Dex =
animais previamente tratados com dexametasona (0,5 mg/kg, i.p.; 0,5 h). As colunas
verticais representam a média £ e.p.m e os asteriscos as diferencas estatisticas, n = 5
animais. Os resultados foram expressos em modificacdo relativa em comparagdo com o
grupo Salina (S), que representa a fosforilagdo basal da p65. ***p < 0,001, analise
comparativa entre 0s grupos tratados e o grupo controle positivo (Cg). ## p < 0,001,
analise comparativa entre o grupo Cg e o grupo Salina (S).
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6 DISCUSSAO

Neste estudo, demonstrou-se pela primeira vez o efeito anti-
inflamat6rio do EB, fragBes e compostos isolados da Polygala molluginifolia
utilizando um modelo experimental in vivo. No modelo utilizado, o de pleurisia
induzida pela carragenina, observou-se que o material vegetal obtido da
Polygala molluginifolia foi capaz de reduzir a migragao de leucdcitos, além de
reduzir a formagdo de exsudato na cavidade pleural durante a primeira fase (4
horas) da inflamac&o induzida pela carragenina. O modelo da pleurisia induzida
pela carragenina em camundongos, € um modelo Util para a triagem de novos
farmacos anti-inflamatorios, particularmente aqueles derivados de produtos
naturais e possui um perfil bimodal (4 e 48 horas); na fase inicial ocorre uma
significante migragao de leucécitos, que ocorre devido a ativacdo de neutréfilos
4 horas ap6s a administracdo da carragenina (SALEH; CALIXTO;
MEDEIROS, 1996). Essa resposta inicial esta associada com uma reacao
inflamatdria caracterizada pela polarizacdo Th17 nas vias aéreas. Embora este
modelo ndo se encaixe nos critérios de um modelo de asma, a resposta
inflamatoria induzida por este agente flogistico mostra algumas caracteristicas
especificas, dentre elas a migracdo e ativacdo massiva de neutrdfilos para a
cavidade pleural e modificagBes histoldgicas pulmonares que sdo similares as
observadas na asma neutrofilica humana (SALEH; CALIXTO; MEDEIROS,
1996; DALMARCO; FRODE, 2007; ARRUDA-SILVA et al., 2014).

Um fato a ser destacado é que a reducdo da migracdo de leucécitos
pelo material vegetal, se deu principalmente as custas da inibi¢do da migracéo
de neutrdfilos. Este fato é relevante, uma vez que nessa fase do modelo
utilizado, ocorre 0 aumento significativo do recrutamento deste tipo celular para
cavidade pleural (SALEH; CALIXTO; MEDEIROS, 1996). Recentemente
Borges e colaboradores (2014) verificaram resultado similar, porém com outra
espécie de Polygala (Polygala sabulosa), onde foi evidenciado que a planta foi
capaz de inibir a migracdo de leuctcitos para a cavidade peritonial, no modelo
de peritonite induzida por LPS (BORGES et al., 2014). Outro resultado
importante a inibicdo da exsudacdo, verificada nos experimentos, também foi
verificada por Wang e colaboradores (2008), que demonstraram reducéo
significativa na formacdo de edema quando os animais foram tratados com
Polygala japonica, no modelo de edema de pata induzido pela carragenina em
camundongos (WANG et al., 2008).

No processo inflamatério, inicialmente ocorre a ativacdo de células
envolvidas na resposta de fase aguda, como os neutrdfilos. Esta ativacio
promove a liberacdo de EROs e ERNSs, tais como: peroxido de hidrogénio,
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anion superoxido, éxido nitrico e radicais hidroxila (ZARBOCK; LEY, 2009),
como resultado da ativacdo de diversas enzimas pré-inflamatorias, com
destaque para a iNOS, NAPH oxidase e MPO. Evento similar ocorre
posteriormente, com a ativacdo dos mononucleares que sdo as células
envolvidas ap6s o reconhecimento inicial do agente lesivo, e no
desenvolvimento da resposta imune adquirida presente também nos eventos
que ocorrem na inflamagéo crénica (THOMAS; WITTING; DRUMMOND,
2008). No processo inflamatorio induzido pela carragenina, ndo é diferente. A
ativacdo de neutrdfilos e células mononucleares que promovem a liberacdo de
enzimas, como a MPO que atua formando EROs para destruicdo do agente
lesivo (KLEBANOFF, 2005), e a ADA, responsavel pela degradacdo da
adenosina que em alta concentracdo (micromolar) tem efeitos anti-inflamatdrios
(BLACKBURN et al., 2009). Além disso, ha a liberacdo e producdo de
diversos mediadores inflamatdrios, como o NO, que é responsavel por aumento
de permeabilidade vascular com conseqiiéncia sobre a producdo da exsudacio,
que em Ultima instancia auxilia na migracdo celular ao local do processo
(SCHMID-SCHONBEIN, 2006).

Além disso, a ativacdo celular na resposta inflamatdria gera um
grande aporte de citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento, responsaveis
pela maturagdo, diferenciacdo e ativacdo de células do sistema imune. Esses
mediadores podem se encontrar pré-formados no citoplasma celular, como é o
caso da pro-IL-1B que apds estimulo inicial pro-inflamatorio ha a formagéo do
inflamassoma que processa a pro-caspase 1 em caspase 1, clivando a pré-1L-13
em IL-1B madura, que entdo é liberada no ambiente extracelular produzindo
seus efeitos (DINARELLO, 2009). Ainda, ha a deflagracdo de cascatas de
sinalizacdo intracelular o que por sua vez leva a estimulacdo de fatores de
transcricdo nuclear, como o fator NF-xB, o principal fator de transcricdo
responsdvel pela transcrichio génica de mediadores pro-inflamatérios
(HOESEL; SCHMID, 2013).

No presente estudo, tanto o extrato bruto quanto as fragdes derivadas
e 0s compostos isolados, foram capazes de reduzir de forma significativa a
atividade das enzimas MPO e ADA, fato verificado principalmente a nivel
extracelular. O principal motivo deste efeito reside no fato que o material
vegetal foi capaz de reduzir a migragdo de células inflamatérias para o sitio
inflamatério. A MPO, além de possuir alta capacidade microbicida, tem fungio
de favorecer o recrutamento de neutrdfilos, pois modifica o padréo eletrostatico
do endotélio, o que facilita a interacdo dos mesmos com quimiocinas e
moleculas de adesdo (NUSSBAUM et al., 2013). Inibicdo semelhante também
foi verificada nos experimentos realizados por Borges e colaboradores (2014),
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como citado anteriormente, onde foi demonstrado que a Polygala sabulosa
inibiu a migracdo de leucdcitos e esta inibicdo se deu principalmente pela
capacidade da planta em inibir a migracdo de neutrdfilos para a cavidade
peritoneal, no modelo de peritonite induzida pelo LPS (BORGES et al., 2014).

Embora existam poucos estudos na literatura sobre o genero Polygala,
0s compostos isolados da planta séo descritos na literatura, dados relacionados
com a capacidade de inibicdo sobre mediadores pro-inflamatérios, como é o
caso do estudo desenvolvido por Wang e colaboradores (2012), onde a rutina
demonstrou capacidade de inibigéo sobre a producdo de NO, e também sobre
diversas enzimas pré-inflamatdrias como a mieloperoxidase (WANG et al.,
2012). Neste mesmo contexto, a afrormosin uma isoflavona isolada de
Amburana cearensis A. C. Smith, foi capaz de reduzir de forma significante a
degranulacdo neutrofilica afetando a atividade da MPO, em um modelo que
utilizou neutrdfilos humanos isolados estimulados com n-formil-metionil-leucil-
fenilalanina (fMLP) e também por acetato de forbol miristato (PMA) (DE
ARAUJO LOPES et al., 2013).

No presente estudo foi demonstrado que a planta possui capacidade de
inibir a ADA, enzima com papel central durante o processo inflamatorio.
Conforme citado anteriormente, a reducdo da atividade dessa enzima favorece
um maior aporte de adenosina que pode possuir efeito anti-inflamatorio ao
ativar receptores A2a (BLACKBURN et al., 2009). Estudos recentes mostram
gue a adenosina também esta presente em neutréfilos, em menores
concentragBes que nas células mononucleadas, mas que contibui para a
homeostase da inflamagéo. Impellizzeri et al. (2010) demonstrou em um estudo
que a utilizagdo de um agonista especifico do receptor A2a da adenosina,
causou diminuicdo na inflamag8o pulmonar aguda induzida pela carragenina
em camundongos, por reduzir a infiltragdo de neutrdfilos, a ativacdo do NF-«kB,
a peroxidagao lipidica, a produgéo de NO e reduzir a liberacéo de citocinas pro-
inflamatérias (IMPELLIZZERI et al., 2011). No presente estudo, o EB, fracdes
e compostos isolados tiveram agdo siginificativa sobre a atividade da ADA.
Embora também nao existam relatos sobre a atividade deste género diretamente
sobre a atividade desta enzima, a P. molluginifolia € uma planta rica em
compostos fenolicos. De Bona e colaboradores (2014), evidenciaram que o
extrato da Syzygium cumini planta rica em compostos fenélicos, foi capaz de
reduzir a atividade desta enzima em um modelo in vitro de eritrécitos humanos
expostos a altas concentracdes de glicose (DE BONA et al., 2014). Além disso,
Schmartz e colaboradores (2013) também verificaram este mesmo efeito,
quando ratos submetidos & diabetes experimental pela streptozotocina, foram
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tratados com vinho e suco de uva, ricos em compostos fendlicos, como rutina e
isoflavonas (SCHMATZ et al., 2013).

Outro mediador inflamatdrio o NO, que se encontra aumentado em
processos inflamatdrios devido a sua formagdo a partir da iINOS, também se
mostrou reduzido nos animais tratados com o material vegetal, exceto nos
animais tratados com a rutina. O NO ¢é caracterizado como o0 mais importante
fator relaxante derivado do endotélio, e exerce fungdes autdcrinas e paracrinas
mantendo o tbnus vascular e a permeabilidade microvascular. Os efeitos do
Oxido nitrico na resposta inflamatdria sdo complexos e envolve a quimiotaxia
de leucdcitos e 0 aumento da permeabilidade vascular, o que acaba por
favorecer 0 aumento da exsudacdo (VON KNETHEN; SOLLER; BRUNE,
2007). Quando o processo inflamatério é estabelecido, a enzima iNOS é
expressa nas células endoteliais e é a principal fonte geradora de NO
(LUIKING; ENGELEN; DEUTZ, 2010). Os macrofagos e as células
endoteliais estimuladas por citocinas pré-inflamatdrias, como o TNF-a e a IL-
1B, induzem a ativagdo da enzima iNOS, e consequentemente ocorre aumento
nas concentracbes de NO (VAIDOVICH, 2008). Além disso, experimentos
realizados com animais nocautes para iNOS demonstraram que ha relagdo
direta entre a reducdo da exsudacdo e concentragBes de NO no modelo de
pleurisia induzida pela carragenina (CUZZOCREA et al., 2001). A reducdo na
produgdo do NO, também foi verificada por outros autores quando utilizaram
outras espécies do género Polygala. Li e colaboradores (2012), em um estudo in
vitro em células BV-2 estimuladas com LPS, seguindo de tratamento com
extratos da Polygala tricornis, obtiveram uma inibicdo significativa da
produgdo de NO (LI et al., 2012). Cho e colaboradores (2012) demonstraram
significante reducdo da producdo de NO, também por células BV-2 da
microglia estimuladas com LPS, apds o tratamento com constituintes da
Polygala tenuifolia (CHO et al., 2012). Com isso, os resultados obtidos no
presente estudo permitem sugerir que a diminuicdo do exsudato verificado no
tratamento dos animais com a Polligala molluginifolia, pode estar diretamente
relacionado com a capacidade da planta em reduzir a producéo efou liberagdo
de NO.

Em contraste, a Rutina foi capaz de reduzir a exsudacéo, porém, ndo
reduziu a producéo de NO. Esse resultado suporta a hipétese de que pelo menos
neste modelo experimental a formacéo do exsudato também esta ligada a outros
mediadores inflamatorios, como a exemplo do aumento na sintese de
prostaglandinas. Kawamura e colaboradores (2000), demonstraram que a
producdo de prostanoides exerce importante funcdo durante a pleurisia induzida
pela carragenina (KAWAMURA et al., 2000), e Morikawa e colaboradores
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(2003) que observaram uma reducdo significativa na formacéo de exsudato em
modelo de bolsa de ar induzida pela carragenina em ratos, atribuindo essa
reducdo a habilidade da Rutina em inibir a sintese de prostaglandina E, (PGE,)
(MORIKAWA et al., 2003). Alem disso, a explicacdo pode estar na dose de
Rutina utilizada nos experimentos para a analise do NOx, visto que estudo
desenvolvido por Wang e colaboradores (2012) a rutina demonstrou capacidade
em inibir a producdo de NO, porém em estudo in vitro em cultura de células de
neuroblastoma.

Assim como 0 aumento na sintese e liberagdo de MPO e ADA, e
mediadores como 0 NO, ja é bem estabelecido que em processos inflamatérios,
existe também a sintese e liberacdo de outros importantes sinalizadores inter e
intracelulares os quais tem a funcdo principal de amplificar o processo
inflamat6rio, com destaque para as citocinas pré-inflamatdrias. Dentre as
citocinas pré-inflamatdrias, destacam-se 0 TNF-a e a IL-1B que possuem papel
preponderante em diversas doencas de carater inflamatério. O TNF-a. e a IL-1p,
induzem a producdo/liberacdo de outras citocinas e quemocinas, expressdo de
moléculas de adesdo, angiogénese e mediam efeitos inflamatdrios sistémicos,
como a febre, a hipotenséo além de promoverem a neutrofilia (FERRANTE,
1992; TINCANI et al., 2007). Em nossos experimentos, 0 material vegetal
estudado apresentou importante efeito inibitorio sobre a concentracdo e a
transcricdo do RNA de ambas as citocinas estudadas. Um fato a ser destacado é
que, 0 TNF-a e a IL-1p estdo diretamente relacionadas ao aumento da
expressao de INOS pelas células endoteliais e consequente aumento nos niveis
de NO (KOBAYASHI, 2010).

Os resultados obtidos no presente estudo apontam que ambos 0s
compostos isolados foram efetivos em diminuir tanto a concentracdo dessas
citocinas quanto a transcricdo de seus mRNA, apontando para um controle na
produgdo das referidas citocinas. Corroborando com nossos resultados, em
estudo recente, Borges e colaboradores (2014) demonstraram que 0 extrato
hidroalcodlico de outra espécie do género Polygala (Polygala sabulosa) foi
capaz de reduzir a concentragdo de TNF-o e IL-1B no modelo de peritonite
induzida por LPS em ratos (BORGES et al., 2014). Também em estudo
semelhante, Kim et al. mostraram que a fragdo aquosa de Diospyros kaki, fonte
de compostos polifendlicos como a P. molluginifolia, mostrou reduzir a
expressdo génica e a secrecdo de TNF-o e IL-1pB, assim como redugdo da
atividade do NF-kB em um modelo de inflamacdo alérgica induzida pelo
composto 48/80 em camundongos (KIM et al., 2013a).

Analisando os resultados obtidos com a Iso e a Rut sobre a inibi¢éo
na sintese e liberagdo das citocinas, pode-se sugerir que o principal mecanismo
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anti-inflamatorio da P. molluginifolia, poderia ser atribuido a estes compostos,
relacionado a capacidade dos mesmos em interferir o processo inflamatério em
nivel transcripcional, ou seja, interferindo nas vias de sinalizagdo intracelular
deste processo. Dentre essas vias de sinalizagdo, a via do fator de transcrigdo
nuclear (NF-xB) é uma das mais importantes na sintese de mediadores pro-
inflamatdrios, como o T/NF-o. e a IL-1B, bem como para a expressao da iNOS
responsavel pela producdo de NO em grandes concentracBes durante 0s
processos inflamatorios (DIAMANT; DIKSTEIN, 2013). Ao avaliar o efeito
dos compostos em nivel transcripcional, verificou-se que ambos foram capazes
de diminuir a ativagdo do fator de transcricio NF-kB, principal fator de
transcricdo responsavel pela expresséo génica das citocinas estudadas durante o
desenvolvimento da resposta inflamatoria. Ambos os compostos estudados,
mostraram-se capazes de reduzir a fosforilagdo da p65 nas amostras de tecido
pulmonar, passo impressindivel na ativagdo deste fator.

A ativacdo da via de sinalizagdo do NF-kB ¢é fortemente regulada e
uma ativacdo inapropriada dessa via estd correlacionada com doengas
autoimunes, inflamacao e cancer. Nas células que ndo estdo estimuladas, 0 NF-
kB esta ligado ao kB, uma proteina inibitoria que impede o sinal de localizagdo
nuclear e previne 0 NF-kB de se ligar ao DNA. Além disso, a subunidade p65
do NF-«xB quando ligada com a kB parece mudar de conformacéo, o que evita
a sua ligacdo ao DNA (NAPETSCHNIG; WU, 2013). Entretanto, quando h&
um estimulo extracelular, como a ativacao de receptores de IL-1p, a cascata de
sinalizacdo do NF-xB ¢ ativada culminando na ativagdo da IxB cinase (IKK),
que por sua vez fosforila a kB, levando a sua degradacdo via ubiquitinacéo.
Uma vez livre no citoplasma, o dimero NF-xB rapidamente migra para o
nlcleo ativando a transcri¢do génica (HUANG et al., 2010). Ademais, uma das
subunidades do NF-xB, a p65 esta envolvida com a inibicio do promotor da IL-
8, que é responsavel pela ativacdo da transcricdo nuclear dessa quimiocina. A
IL-8 é uma quimiocina importante na regulacdo de processos inflamatdrios
agudos, é rapidamente sintetizada e participa no recrutamento e ativagdo de
células inflamatorias de carater agudo, como os neutréfilos. (NOURBAKHSH
etal., 2001; REMICK, 2005; WAN; LENARDO, 2010).

Alguns estudos com outras espécies de Polygala apresentaram
resultados semelhantes quanto a reducdo da liberacdo de citocinas e sobre a
ativacdo do NF-xB. Cheong e colaboradores (2011), demonstraram que o
extrato aquoso da P. tenuifolia foi capaz de reduzir a liberagdo dos mediadores
inflamat6rios em células isoladas da microglia, como TNF-a e IL-1B, NO e
PGE?2, e atribuiram esse efeito a prevencio da ativacdo do NF-«kB e inibi¢do da
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degradagdo do IkB (CHEONG et al., 2011). Além disso, Kim e colaboradores
(2013) demonstraram que o tenuifosilideo A, um fenilpropanoide dirivado da
Polygala tenuifolia, inibiu a translocacdo da subunidade p65 do NF-xB para
dentro do ndcleo em experimentos in vitro com macrdfagos estimulados com
LPS (KIM et al., 2013b), e um estudo recente utilizando a técnica de QSAR
conclui que as isoflavonas e seus derivados tém a capacidade de reduzir a
fosforilacdo da subunidade p65 do NF-xB (LEE et al., 2010).
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7 CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste estudo indicam que o material vegetal
obtido da Polygala molluginifolia apresenta importante efeito anti-inflamatdrio,
avaliado no modelo in vivo de pleurisia induzida pela carragenina em
camundongos. Este efeito foi observado, pois 0 EB, as fragbes Ag, AcOEt e
Hex, além dos compostos isolados Iso e Rutina, foram capazes de:

1) Reduzir a atividade da MPO e ADA, relacionada a ativagdo e
recrutamento de neutr6filos, além de contribuir para a
homeostase da inflamac&o (Figura 23, 1);

2) Reduzir os niveis de NOx (exceto a Rutina) (Figura 23, 2);

3) Diminuir a sintese e as concentra¢des das citocinas TNF-o. e
IL-1p (Figura 23, 2)

Portanto, o efeito anti-inflamatério da P. molluginifolia pode estar
relacionado a grande quantidade dos compostos isolados Iso e Rutina. Além
disso, 0 mecanismo de acdo anti-inflamatério parece ocorrer a nivel
transcripcional, uma vez que os compostos isolados interferem na transcrigao
nuclear e na via de sinalizacdo do NF-«B (Figura 23, 3 e 4).
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Figura 23. Resumo grafico dos efeitos da Polygala molluginifolia sobre os mediadores pro-inflamatérios
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[2+.3%:76 | isoflavone

This study was conducted to investigate the anti-inflammatory activity of Polygala moluginifolia ( Polygalaceae)
«on the mouse pleurisy model induced by carrageenan. P. moluginifolia is a plant native to southern Brazil that
is popularly called “canfora”. The Polygala genus is used to treat different pathologies, induding inflammatory
diseases, in traditional medicine.
Material and methods: The whole P. moliuginifolia plant material was extracted by maceration with 96% ethanol.
The crude hyd roakcoholic extract (CE) was subjected to chromatographic procedures to produce various derivate
fractions, ind uding its aqueous (Aq). ethyl acetate (EtOAc), and hexane (Hex) fractions. Compound 1 (5,3, 4"-ri-
hydroxy-6".6"-dimethyl pyrano [2°,3":7.6] isoflavone) (Iso), which was isolated from the EtDAc fraction, and
Compound 2 ( rutin) ( Rut), which was isolated from the Aq fraction, were identified using 'H and "*C NMR spec-
troscopy and quantified using an HPLC apparatus.
Resulrs: The CE the Ag, EtOAc., and Hex fractions, and the isolated compounds Iso and Rut were able to reduce cell
migration and exudation. Furthermore, the plant material also decreased the myeloperoxidase (MPO) and
adenosine -deaminase (ADA) activiies and the nitric axide (NO,), tumor neaosis factor-alpha (TNF-a), and
interleukin-1 beta (IL-1() levels. In addition, Iso and Rut reduced the TNF-ox and IL-1p mRNA expression levels
and significantly decreased NF+B p65 phosphorylation.
‘Conchusior: The results show that P. moluginifolia has a significant anti-inflammatory action and that this effect is
«due, at least in part, to the presence of Iso and Rut in large amounts. Moreover, this effect was found to be closely
related to the inhibitory effects of the isolated compounds on the NF«B pathway.
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