UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
PROGRAMA DE POS GRADUAGCAO EM FARMACIA

SIMONY DAVET MULLER

ESTUDO DAS ATIVIDADES ANTIOXIDANTE E ANTI-
INFLAMATORIA DE Cecropia glaziovii SNETH. E Cecropia
pachystachya TRECUL

DOUTORADO

FLORIANOPOLIS
2016






Simony Davet Muller

ESTUDO DAS ATIVIDADES ANTIOXIDANTE E ANTI-
INFLAMATORIA DE Cecropia glaziovii SNETH. E Cecropia
pachystachya TRECUL.

Tese submetida ao Programa de POs-
graduacéo em Farmacia da
Universidade  Federal de Santa
Catarina para a obtengdo do Grau de
Doutor em Farmécia.

Orientador: Prof. Dr. Flavio Henrique
Reginatto

Coorientador:  Prof. Dra Fabricia
Petronilho.

Floriandpolis SC
2016



Ficha de identificacdo da obra elaborada pelo autor
através do Programa de Geragdo Automatica da Biblioteca Universitaria
da UFSC.

Miller, Simony Davet

Estudo das atividades antioxidante e anti-
Inflamatéria de Cecropia glaziovii sneth. E
Cecropia pachystachya trécul / Simony Davet
Miller; orientador, Flavio Henrique
Reginatto; coorientadora, Fabricia Petronilho.
- Floriandpolis, SC, 2016.

193 p.

Tese (doutorado) - Universidade Federal de
Santa Catarina, Centro de Ciéncias da Saude.
Programa de Pds-Graduacdo em Farmacia.

Inclui referéncias

1. Farmacia. 2. C. glaziovi. 3. C.
pachystachya. 4.Atividade antioxidante. 5.
Atividade anti-inflamatéria. I.Reginatto,

Flavio
Henrique. II. Petronilho, Fabricia. III.
Universidade Federal de Santa Catarina.

Programa
de Pés-Graduacdo em Farmacia. IV. Titulo.




“ESTUDO DAS ATIVIDADES ANTIOXIDANTE E
ANTI-INFLAMATORIA DE Cecropia glaziovii
SNETH. E Cecropia pachystachya TRECUL.”

POR

Simony Davet Muller

Tese julgada e aprovada em sua
forma final pelo(a) Orientador(a) e
membros da Banca Examinadora,
composta pelos Professores
Doutores:

Banca Examinadora:

“QA'UAL o P U

Prof(a). Dr(a). Cristiane Ritter (UNESC - Membro Titular)

}\\" 5
Prof(a). Dr(a). Emilio Streck(UNESC Membro Titular)

Prof(a). Dr(a). Feh[ﬂa;yﬁ tg;sc Membro Titular)

Prof(a). Dr(a). Angela Machado De Campos (UFSC — Membro
Titular) 5. 4 A/
el M«JJ/M

Prof(a). Dr(a). Cix('ifia gﬁﬂﬁitMembro Titular)

Prof(a). Dr(a). Flivio Henriqu@ Reginatto (UFSC - Orientador)

Profa. Dra. Tania Beatriz Creczynski Pasa
Coordenadora do Programa de Pés-Graduagio em Farmicia da
UFSC

Florianopolis, 08 de julho de 2016.






Dedico este trabalho ao meu esposo José Luis e a
nossa filha Jilia. Por todo o incentivo e amor que
sempre me deram.






AGRADECIMENTOS

Ao meu orientador, Prof. Dr. Flavio Henrique Reginatto, que
sempre me direcionou ¢ me “aguentou” durante toda esta trajetoria
desafiadora. Foram muitos acertos e erros inerentes as investigacoes,
porém muito importantes para minha formacdo, sobretudo por sempre
olhar nos meus olhos e com franqueza me direcionar. Obrigado pela
paciéncia, orientacdo, dedicacdo e principalmente pela amizade. Foi
uma grande honra fazer parte do seu grupo de pesquisa. Os
ensinamentos aprendidos com o senhor serdo lembrados e aproveitados
durante toda minha vida profissional.

A minha coorientadora Prof’. Dr®. Fabricia Petronilho que abriu
as portas de seu laboratério e permitiu que grande parte do trabalho
fosse realizado 1a com sua equipe eficiente e amiga. Obrigada pelos
ensinamentos, pelos momentos de descontracdo, pela amizade sincera e
por fazer parte da familia FICEXP/UNISUL;

Ao Prof. Dr Eloir Paulo Shenkel, que me recebeu prontamente no
Programa de PoOs-Graduacdo em Farmicia e me direcionou ao meu
orientador Dr Flavio;

A Luci, Drielly, Andrielli, Monique, amigas maravilhosas,
companheiras de trabalho no laboratorio, a ajuda de vocés foi
imprescindivel neste trabalho! Adoro vocés e estarei sempre a
disposicédo para ajuda-las!

A Carol, que além de companheira de trabalho no laboratdrio foi
e é também uma amiga querida fora dele, sempre me ajudando quando
ndo pude estar presente em Floriandpolis, me dando auxilio e atencao;

A Larissa, amiga querida atenciosa que me auxiliou muito na
interpretacdo dos resultados e me fez entender muitas coisas, que
abrangem um doutorado;

Ao Vitor e ao Carlos, amigos queridos e sempre atenciosos!

A todos os professores do Programa de Pds-Graduagdo em
Farmacia da Universidade Federal de Santa Catarina, pelo carinho,
atencdo e compartilharem seus conhecimentos. Em especial aquela que
foi minha orientadora do mestrado: Maique!

A todos 0s meus amigos que adquiri ao longo dos anos em que
vivi em Florianépolis;

Ao meu esposo José Luis, por todo carinho, cumplicidade, apoio,
dedicacdo e principalmente paciéncia. Te amo! Sou muito feliz ao seu
lado, junto com nossa filha, a maravilhosa Jalia!






“Md um tempo em que é preciso abandonar as roupas
usadas, que jd tem a_forma do nosso corpo, e esquecer 0s
nossos caminfios, que nos levam sempre aos mesmos
lugares. & o tempo da travessia: e, se ndo ousarmos fazé-
la, teremos ficado, para sempre, d margem de nds mesmos.
” (Fernando Pessoa).






RESUMO

O género Cecropia (Urticaceae) é composto por cerca de 60 espécies,
sendo C.glaziovii Sneth e C. pachystachya Trécul. consideradas as de
maior ocorréncia na regido Sul e Sudeste do pais, em especial na zona
da Mata Atlantica. Conhecidas popularmente como ‘embatba’ e
amplamente utilizadas na medicina popular para o tratamento da tosse,
asma, bronquite, pressdo alta, inflamacdo e problemas cardiacos. Na
composicdo quimica destas duas espécies citadas, sdo descritos
compostos fendlicos, como acido clorogénico e os flavonoides C-
glicosilados isoorientina, orientina e isovitexina. O objetivo do estudo
foi avaliar as atividades antioxidante (in vitro) e anti-inflamatoria
através do modelo da pleurisia induzida por carragenina em animais, dos
extratos aquosos (EA) e suas fragbes enriquecidas em flavonoides C-
glicosideos (FEF) de C. pachystachya e C. glaziovii. Folhas secas e
moidas de ambas as espécies foram extraidas por infusdo para obtencédo
dos extratos aquosos de C. glaziovii (EA-Cg) e C. pachyscatchya (EA-
Cp). A partir dos EA foram obtidas suas fracBes enriquecidas em
flavonoides C-glicosideos (FEF-Cg) e (FEF-Cp), respectivamente.
Extratos e fracbes foram caracterizados qualitativamente e
guantitativamente por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a
detector de arranjo de diodos (CLAE/DAD). Para a avaliagdo da
atividade antioxidante in vitro foi utilizado o ensaio TBARS
(Substancias Reativas ao acido Tiobarbitirico) com adicdo de trés
geradores: AAPH (2,2’-azobis (2-amidino-propano) dicloreto), FeSO,
(sulfato ferroso) e H,O, (peréxido de hidrogénio). A atividade anti-
inflamatoria foi investigada empregando o modelo da pleurisia induzida
pela carragenina em ratos, avaliando-se a migracdo de leucocitos. Além
disso, técnicas padronizadas na literatura foram empregadas, com o
intuito de verificar os efeitos das amostras de C. glaziovii e C.
pachystachya sobre as concentragfes dos metabdlitos do éxido nitrico
(NO), niveis de lactato desidrogenase (LDH) bem como os niveis das
interleucinas IL-1p e IL-6 e do fator de necrose tumoral-a (TNF-a) no
exsudato pleural dos ratos. A atividade enziméatica da mieloperoxidase
(MPO), grupos de proteinas carbolinadas, grupos de proteinas sulfidrilas
e TBARS foram avaliados no tecido pulmonar dos animais. Os EA-Cg,
EA-Cp e suas fracbes FEF-Cg e FEF-Cp, demonstraram protecdo ao
dano lipidico frente aos trés geradores de radicais livres utilizados. No
modelo da pleurisia, animais tratados com EA-Cg, EA-Cp e FEF-Cp,
inibiram a migragdo leucocitéria para a cavidade pleural, os niveis de
proteinas, a atividade da LDH, as concentragcGes de NO, IL-1p e IL-6,



TNF-0 e 0s parametros associados ao dano oxidativo induzido pela
carragenina (P<0,05). Os resultados do presente estudo demonstraram
que os extratos e fragcBes de C. glaziovii C. pachystachya possuem
atividades anti-inflamatéria e antioxidante, atividades estas, relacionadas
a presenca de isoorientina, isovitexina e acido clorogénico como os
componentes principais em ambas as espécies.

Palavras chaves: C. glaziovii. C. pachystachya. Atividade antioxidante.
Atividade anti-inflamatoria. Estresse oxidativo.



ABSTRACT

The Cecropia genus (Urticaceae) consists of about 60 species,
C.glaziovii Sneth and C. pachystachya Trécul. They are the most
frequent in the South and Southeast of the country, especially in the area
of the Atlantic Forest. Popularly known as 'embauba’ and widely used in
popular medicine for the treatment of cough, asthma, bronchitis, high
blood pressure, inflammation, and heart disease. In the chemical
composition of these two species mentioned, phenolic compounds are
described, such as chlorogenic acid and flavonoid C-glycosides
isoorientina, orientin and isovitexin. To evaluate the antioxidant activity
(in vitro), anti-inflammatory through the pleurisy model induced by
carrageenin of aqueous (CAE) and fractions enriched flavonoid C-
glycosides (EFF) C. pachystachya and C. glaziovii. Dried leaves and
ground of both species were extracted by infusion for obtaining aqueous
extracts of C. glaziovii (CAE-Cg) and C pachyscatchya (CAE-Cp). The
CAE were obtained from their fractions enriched flavonoid C-glycosides
(EFF-Cg) and (EFF-Cp), respectively. Extracts and fractions were
characterized qualitatively and quantitatively by high-performance
liquid chromatography coupled with diode array detector (HPLC/DAD).
For the evaluation of the antioxidant activity (in vitro) test was used
TBARS (thiobarbituric acid reactive substances) with addition of three
generators: AAPH (2,2'-azobis (2-amidino-propane) dichloride), FeSO,
(ferrous sulfate) and H,0, (hydrogen peroxide). The anti-inflammatory
activity was investigated employing the pleurisy model of evaluating the
migration of leukocytes. In order to verify the effects of C. glaziovii
samples were evaluated and C. pachystachya concentrations of nitric
oxide metabolites (NO) levels of lactate dehydrogenase (LDH) as well
as the interleukins IL-1p and IL-6, factor a-tumor necrosis factor (TNF-
a) into the pleural exudate of rats. The enzymatic activity of the
myeloperoxidase (MPO), carbolinadas groups of proteins, protein
sulfhydryl groups and TBARS were assessed in lung tissue of animals.
Results: CAE-Cg, CAE-Cp and its fractions EFF-Cg and EFF-Cp
demonstrated the protective lipid damage to the three front free radical
generators used. In the model of pleurisy, the animals treated with CAE-
Cg, CAE-Cp and EFF-CP, inhibited leukocyte migration into the pleural
cavity, protein levels, activity of LDH, NO concentrations, IL-1p and
IL-6, TNF-o. and the parameters associated with oxidative damage
induced by carrageenan (P <0.05). Conclusion: The results of this study
showed that extracts and fractions de C. glaziovii C. pachystachya have
anti-inflammatory and antioxidant activities, activities related to the



presence of isoorientin, isovitexin and chlorogenic acid as the main
components in both species.

Key words: C. glaziovii. C. pachystachya. Antioxidant activity. Anti -
inflammatory activity. Oxidative stress.
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APRESENTACAO

A investigacdo de produtos naturais com finalidade terapéutica
vem evoluindo consideravelmente, visando tanto a descoberta de
modelos moleculares para a sintese de novos farmacos quanto a busca
de preparacdes possiveis de serem utilizadas como fitoterapicos.
(BAUER; BRONSTRUP, 2014). Em um levantamento realizado
recentemente, foi demonstrado que entre os 877 protdtipos novos
introduzidos no mercado mundial como farmacos, de 1981 a 2014, 61%
sdo substancias naturais ou derivadas de produtos naturais ou, ainda,
planejadas a partir deles. (NEWMAN; CRAGG, 2012).

Dentre as varias espécies vegetais com atividade farmacolégica
conhecida, destacam-se algumas espécies de Cecropia (Urticaceae),
género que possui cerca de 60 espécies descritas com ampla distribui¢do
na América Latina. No Brasil, onde sdo conhecidas popularmente como
embauba, imbalba ou umbalba, as espécies deste género podem ser
encontradas nas regides Norte (Floresta Amazonica), Centro-Oeste, bem
como no Sudeste e Sul (Mata Atlantica). (BERG; ROSSELLI, 2005;
P10 CORREA, 1978).

A importancia do género em paises como o Brasil, México,
Argentina e Paraguai ndo esté relacionada somente na sua amplitude de
distribuicdo, mas também pelos seus diversos usos na medicina popular.
De maneira geral, espécies do género Cecropia sdo utilizadas
popularmente para o tratamento de problemas respiratorios, como tosse,
asma e bronquite, e também para pressdo alta, diabetes, inflamacdes,
além de serem empregadas como diurético e cardiotdnico. Nessas
preparacdes sdo utilizadas principalmente as folhas, além de cascas e
brotos. (DI STASI; SEITO; HURUMA-LIMA, 2002; LORENZI;
MATOS, 2008; PIO CORREA, 1978; SIMOES et al., 1998).

No género Cecropia, apenas C. glaziovii Sneth. e C.
pachystachya Trécul. sdo abundantes na regido Sul do pais, em especial
na zona da Mata Atlantica (BERG; ROSSELLI, 2005). Embora estas
espécies estejam entre as mais estudadas do género, os relatos sobre a
composicdo quimica e acgbes farmacol6gicas sdo recentes. Estudos
fitoquimicos realizados com estas duas espécies descrevem a presenca
de 4cidos fendlicos, flavonoides C-glicosideos, além de
proantocianidinas como constituintes majoritarios. (COSTA et al., 2011;
LACAILLE-DUBOIS; FRANCK; WAGNER, 2001; ROCHA; LAPA;
DE LIMA, 2002).

No que concerne aos estudos farmacoldgicos in vivo e in vitro das
espécies do género Cecropia investigadas no presente trabalho foi


http://pubs.rsc.org/en/results?searchtext=Author%3AArmin%20Bauer
http://pubs.rsc.org/en/results?searchtext=Author%3AMark%20Br%C3%B6nstrup
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verificado para Cecropia glaziovii efeito  anti-hipertensivo.
(CYSNEIROS, 1996; LIMA-LANDMAN et al., 2007; NINAHUAMAN
et al., 2007); inibicdo da enzima conversora de angiotensina (ECA)
(LACAILLE-DUBOIS; FRANCK; WAGNER, 2001); efeito ansiolitico
(ROCHA; LAPA; DE LIMA, 2002); efeito antidepressivo (ROCHA et
al., 2007); efeito broncodilatador (DELARCINA JUNIOR et al., 2007);
antiulcera (SOUCCAR et al., 2008), anti-HSV-1 (SILVA et al., 2010) e
efeito hepatoprotetor (PETRONILHO et al., 2012). Para Cecropia
pachystachya  foram  detectadas atividades anti-inflamatéria
(HIKAWCZUK et al., 1998; SCHINELLA et al., 2008), antioxidante
(DUQUE et al., 2016; GAZAL et al., 2015; VELAZQUEZ et al., 2003),
anti-hipertensiva (CONSOLINI; MIGLIORI, 2005), cardiotonica e
sedativa (CONSOLINI et al., 2006), hipoglicemiante (ARAGAO et al.,
2010); antimalarica (UCHOA et al., 2009); leishmanicida (CRUZ et al.,
2013); anti-inflamatéria e antioxidante (PACHECO et al., 2014).
Recentemente, foram demonstradas atividades antidepressiva (GAZAL
et al., 2014; ORTMANN et al.,, 2016), prevengdo de transtornos
bipolares (GAZAL et al., 2015) e na cicatrizacao de feridas. (DUQUE et
al., 2016).

Com base nos dados da literatura acima apresentados, para o
presente trabalho foi estabelecido como objetivo principal avaliar as
atividades antioxidante (in vitro) e anti-inflamatéria (in vivo) dos
extratos aquosos brutos (EA) e suas fragdes enriquecidas em flavonoides
C-glicosideos (FEF), das espécies C. pachystachya e C. glaziovii.

Dessa forma os objetivos especificos foram assim estabelecidos:

v’ Caracterizar e quantificar os compostos majoritarios, por
CLAE-DAD nos extratos aquosos brutos e suas fragdes enriquecidas em
flavonoides C-glicosideos de C. pachystachya e C. glaziovii;

v Investigar a atividade antioxidante in vitro dos extratos
aquosos brutos e fragdes enriquecidas em flavonoides C-glicosideos de
C. pachystachya e C. glaziovii na formacéo de substancias reativas ao
acido tiobarbitdrico (TBARS);

v Avaliar os efeitos anti-inflamatérios dos extratos aquosos
brutos e fracbes enriquecidas em flavonoides C-glicosideos de C.
pachystachya e C. glaziovii sobre a migracéo dos leucécitos no exsudato
pleural no modelo da pleurisia induzida pela carragenina em ratos;

v Investigar os efeitos dos extratos aquosos brutos e fragGes
enriquecidas em flavonoides C-glicosideos sobre os niveis de proteinas
totais, atividade da enzima lactato desidrogenase (LDH), sobre as
concentragbes dos metabdlitos do 6xido Nitrico (NOx), do fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a) e das interleucinas IL-1p e IL-6 no
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exsudato pleural no modelo da pleurisia induzida pela carragenina em
ratos;

v Verificar o efeito dos extratos aquosos brutos e fracOes
enriquecidas em flavonoides C-glicosideos sobre o dano lipidico, sobre
a atividade da enzima mieloperoxidase (MPQ) e nos niveis dos grupos
de proteinas carboniladas e sulfidrilas no tecido pulmonar no modelo da
pleurisia.

Considerando os objetivos apresentados, o presente trabalho esta
organizado em cinco capitulos:

v' O primeiro capitulo apresenta uma breve revisdo da literatura
sobre o género Crecropia sp., com foco principal nas espécies C.
glaziovii e C. pachystachya, englobando tdpicos sobre taxonomia,
aspectos etnobotanicos, quimicos e atividades bioldgicas;

v O segundo capitulo apresenta os resultados da caracterizagéo
guimica dos compostos majoritarios dos extratos e suas fraces
enriquecidas em flavonoides C-glicosideos através de CLAE/DAD e
também os resultados obtidos na avaliacdo da atividade antioxidante (in
vitro) frente a formacao de substancias reativas ao acido tiobarbitlrico
dos respectivos extratos e suas fracbes de C. glaziovii e C.
pachystachya;

v O terceiro capitulo apresenta uma breve revisdo da literatura
sobre o processo inflamatdrio e o estresse oxidativo;

v' O quarto capitulo apresenta os dados referentes a atividade
anti-inflamatoria do extrato aquoso bruto da espécie C. glaziovii
utilizando-se o modelo da pleurisia induzida pela carragenina em ratos;

v' O quinto capitulo descreve os dados referentes a atividade
anti-inflamatoria do extrato aquoso bruto e sua fracdo enriquecida em
flavonoides C-glicosideos de C. pachystachya utilizando-se o0 modelo da
pleurisia induzida pela carragenina em ratos.

Ao final, serd apresentada a discussdo geral dos resultados
obtidos e as conclusdes.
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1 CAPITULO 1-REVISAO BIBLIOGRAFICA: O GENERO
Cecropia sp., ASPECTOS ETNOBOTANICOS, QUIMICOS E
ATIVIDADES BIOLOGICAS DE C. pachystachya E C.
glaziovii.

1.1 O GENERO Cecropia

O nome Cecropia tem origem grega, cecrops que significa
“chamar”, “escoar”, referindo-Se ao caule e aos ramos ocos das plantas
deste género, utilizados na fabricacdo de instrumentos de sopro (DI
STASI; SEITO; HURUMA-LIMA, 2002). No territorio Brasileiro
ocorrem cerca de 60 espécies deste género sendo encontradas no Norte,
principalmente na Floresta Amazonica, parte do Centro-Oeste e também
nas regides Sudeste e Sul (OLIVEIRA et al., 2000; PIO-CORREA,
1978;). Outro fato a ser destacado sobre as espécies de Cecropia, é que
estas estdo geralmente associadas com formigas do género Azteca em
uma relagdo mutualistica, em que as formigas habitam os
compartimentos ocos dos caules e ramos e alimentam-se,
principalmente, dos corpusculos millerianos — tricomas produtores de
proteinas encontrados em determinadas espécies do género. (BERG,
1978; VIANNA-FILHO et al., 2005).

O género Cecropia foi inicialmente classificado por Berg (1978)
como integrante da Familia Cecropiaceae (ordem Urticales). Contudo,
estudos apontaram uma nova classificacdo para o género Cecropia
(SYTSMA et al., 2002) e a incluiram, novamente, na familia Urticaceae.

O uso etnomedicinal das folhas é citado especialmente para o
tratamento de problemas respiratérios, cardiovasculares e diabetes (DI
STASI; SEITO; HURUMA-LIMA, 2002; SIMOES et al., 1998). Apesar
de seu amplo uso popular, a maior parte dos estudos quimicos e
farmacoldgicos descritos na literatura referem-se a C. glaziovii, C.
obtusifolia e C. lyratiloba. (COSTA et al., 2011).
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A figura 1 apresenta as espécies C. pachystachya e C. glaziovii,
objetos de estudos deste trabalho.

Figura 1 — Espécies de Cecropia predominantes na Mata Atlantica
conhecidas popularmente como ‘embatba’. Esquerda: C. glaziovii
(embadba vermelha), Direita: C. pachystachya (embauba prateada)

Fonte: Lorenzi (1998).

Em relagdo a constituicdo quimica de Cecropia sp, sdo relatados
compostos pertencentes as classes dos terpenoides (acido ursélico,
oleandlico e pomdlico) e seus derivados (GOMES, 2003; MACHADO
et al.,, 2008; OLIVEIRA et al.,, 2000; PINHEIRO, 1999; RIBEIRO,
1999; UCHOA, 2004), mono e sesquiterpenos, acidos graxos e
esteroides (p-sitosterol) (GOMES, 2003; HIKAWCZUK et al., 1998;
MACHADO et al.,, 2008; UCHOA et al., 2009), escopoletina e
principalmente  compostos  fendlicos, como  proantocianidinas
(LACAILLE-DUBOIS; FRANCK; WAGNER, 2001), é&cido
clorogénico e flavondides (HIKAWCZUK, et al., 1998; LACAILLE-
DUBOIS; FRANCK; WAGNER, 2001; COSTA et al., 2011).

As proantocianidinas, catequina, epicatequina e procianidinas B2
e C1 foram relatadas para as espécies C. glaziovii, C. hololeuca e C.
pachystachya. (LACAILLE-DUBOIS; FRANCK; WAGNER, 2001). Ja
as procianidinas B3 e B5 foram identificadas em C. glaziovii (TANAE
et al., 2007) enquanto cido clorogénico foi relatado para C. glaziovii, C.
hololeuca, C. pachystachya e C. peltada. (ANDRADE-CETTO;
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WIEDENFELD, 2001; LACAILLE-DUBOIS; FRANCK; WAGNER,

2001; NICASIO et al., 2005).

No quadro 1 s8o apresentados os flavonoides descritos para
espécies de Cecropia sp. A figura 2 apresenta as estruturas destes
compostos descritos para C. glaziovii e C. pachystachya.

Quadro 1 — Flavonoides descritos para Cecropia sp.

Cecropia sp Parte da Favonoides Referéncias
planta
C. glaziovii Estipulas, Isoquercitrina, (LACAILLE-DUBOIS;
Folhas orientina, FRANCK; WAGNER,
isoorientina e | 2001);
isovitexina. (COSTA et al., 2011).
C. Folhas Isoquercitrina, (LACAILLE-DUBOIS;
pachystachya isoorientina e | FRANCK; WAGNER,
isovitexina. 2001)
(ARAGAO et al., 2010);
(COSTA et al., 2011);
(ARAGAO, et al.,
2013).
C. hololeuca Folhas Orientina, (LACAILLE-DUBOIS;
cascas isoorientina. FRANCK; WAGNER,
2001).
C. lyratiloba Folhas Orientina, (ROCHA et al., 2007).
isoorientina e
isovitexina e a
C-glicosilflavona
6-C-galactosil-
67-0-pB-
galactopiranosila
pigenina.
C. obtusifolia Folhas Isoorientina. (ANDRADE-CETTO;
WIEDENFELD, 2001)
Fonte: Adapatado de Costa et al. (2011).
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Figura 2 — Estruturas quimicas de compostos fendlicos encontrados com
maior frequéncia em C. glaziovii e C. pachystachya.

o
\/\ R 2 ]/
8 .
‘ 1 /D OH A 0.0 - \/ 3

Acido clorogénico (1)

Flavonoides R R® R® R*
Isoorientina (2) OH H GLU H
Orientina (3) OH H H GLU
Isovitexina (4) H H GLU H
Isoquercetrina (5) OH 0O-GLU H H

Fonte: Adapatado de Costaet al. (2011).

1.2 Cecropia glaziovii SNETH: ASPECTOS BOTANICOS,
QUIMICOS E ATIVIDADES BIOLOGICAS

C. glaziovii sdo &rvores com altura de 8-16 metros, tronco ereto
e cilindrico, fistuloso e com formigas agressivas no seu interior, com
casca lisa marcadas pelas cicatrizes dos peciolos e folhas antigas. As
folhas sdo alternas ouverticiladas simples, 7-11 lobadas, discolores e
peltadas. Constituidas de infrutescéncias cilindricas com muitos frutos
de sabor adocicado quando maduros, esta espécie ocorre na mata pluvial
da encosta Atlantica e na mata da planicie costeira (LORENZI, 1998),
podendo ser encontrada também na regido norte, abrangendo a Floresta
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Amaz0nica, e também nas regides Centro-Oeste, Sudeste e Sul (BERG;
ROSSELI, 2005; TANAE et al.,, 2007). Quanto ao uso popular, sdo
encontrados relatos da utilizagdo da planta para tratamento de doencas
do coracdo, tosse, asma, bronquite, dispnéia, como agente diurético e
antidiabético (PIO-CORREA, 1978).

1.2.1  Aspectos quimicos

Sobre a constituicdo quimica de C. glaziovii se destacam
flavonoides, procianidinas, &cidos fendlicos e catequinas como
metabolitos majoritarios presentes. A seguir, serdo descritos de forma
mais detalhada os dados quimicos presentes na literatura para esta
espécie.

O extrato metanolico de estipulas de C. glaziovii foi analisado por
CLAE tendo sido identificados os compostos catequina, epicatequina e
procianidinas B2 e C1. J& no extrato metandlico das folhas da mesma
espécie foi verificada a presenca do &cido clorogénico e também
epicatequina e as procianidinas B2 e C1. Quanto & caracterizacdo dos
flavonoides, isoorientina foi identificada como constituinte majoritario
em ambos os extratos, enquanto isoquercitrina foi detectado apenas no
extrato metanolico das estipulas (LACAILLE-DUBOIS; FRANCK;
WAGNER, 2001).

Tanae et al. (2007), através de cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE), identificaram em extratos aquosos das folhas de C.
glaziovii acido clorogénico, procianidinas B5, B6 e C1, orientina,
isorientina e isovitexina. Os mesmos autores afirmam que 19% da
concentracdo dos compostos identificados nestes extratos correspondem
a flavonoides e 12% a catequinas.

Ja Costa et al. (2011) desenvolveram e validaram método por
CLAE/DAD para caracterizagdo e quantificacdo simultanea dos
compostos majoritarios das folhas de Cecropia sp. Foram detectados
para C. glaziovii acido clorogénico, e os flavonoides C-glicosideos
isoorientina, orientina, isovitexina e o flavonoide O-glicosilado
isoquercetrina.

1.2.2  Atividades biolégicas
Os estudos farmacolégicos de C. glaziovii descrevem apenas

estudos pré-clinicos para distintas atividades, as quais estdo resumidas a
seguir e sumarizadas no Quadro 2:
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1.2.2.1 Atividade anti-hipertensiva

A atividade hipotensora do extrato aquoso das folhas foi avaliada
por Cysneiros (1996). O extrato nas doses entre 0,15 a 0,50 g/kg (v.0)
apresentou atividade hipotensora pelo relaxamento da musculatura lisa,
sendo esta estimulada por mecanismos de blogueio dos canais de calcio
tipo | e por acdo em receptores adrenérgicos p-2.

Dez anos ap6s, Lima-Landman et al. (2007), avaliaram a
atividade hipotensora do extrato aquoso (0,5 g/Kg/dia) e da sua fragdo n-
butandlica (0,1 g/Kg/dia) por via oral. A administragdo crbnica dos
extratos induziu hipotensdo tanto em ratos normotensos quanto em
hipertensos.

Neste mesmo ano, Ninahuaman et al. (2007) avaliaram a
capacidade de inibicdo da enzima conversora de angiotensina (ECA) do
extrato aquoso padronizado das folhas. O estudo demonstrou que a
administracdo do extrato (1,0 g/Kg) em dose Unica (v. 0), ndo foi capaz
de inibir a enzima. Contudo, a administracdo crénica (0,5 g/Kg) durante
60 dias reduziu a pressao arterial apés 14 dias de tratamento.

1.2.2.2 Atividade ansiolitica e antidepressiva

A atividade tipo ansiolitica do extrato aquoso das folhas (0,25-1,0
g/kg) foi avaliada em ratos sob tratamento agudo e crbnico. Os autores
atribuiram o efeito ansiolitico detectado, aos flavonéides isoorientina e
orientina presentes na fracdo butanolica, como possiveis responsaveis
pela atividade no SNC. (ROCHA; LAPA; DE LIMA, 2002).

O extrato aquoso padronizado das folhas e a sua fragdo butandlica
foram avaliados também no modelo nado forgado. O extrato aquoso e
sua fracdo butandlica, apresentaram atividade tipo antidepressiva devido
ao blogqueio da recaptacdo de monoaminas. Os autores atribuiram este
efeito aos compostos catequina, procianidinas B3 e B2. (ROCHA et al.,
2007).

1.2.2.3 Atividade antioxidante e hepatoprotetora

O extrato hidroetanolico de C. glaziovii (2, 20 e 200 uL/mL) foi
avaliado quanto a sua atividade antioxidante in vitro. O extrato foi capaz
de reduzir a peroxidagdo lipidica induzida por trés geradores de radicais
livres: H,0,, FeSO,4, AAPH em todas as concentracdes avaliadas. Além
disso, o efeito hepatoprotetor do extrato foi investigado através do
ensaio de hepatotoxicidade induzida pelo tetracloreto de carbono (CCly).
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O extrato (5, 20 e 40 mg/Kg) foi capaz de reduzir o0 dano hepatico em
ambas as doses testadas, sendo a dose de 20 mg/kg a mais efetiva.
(PETRONILHO et al., 2012).

1.2.2.4 Atividade antiviral

A avaliacdo da atividade antiviral in vitro do extrato aquoso das
folhas, fracdo butandlica e uma fracdo enriquecida em flavonoides C-
glicosideos (MeOHawg) foi realizada utilizando-se o ensaio de reducéo
de placas de lise frente ao HSV-1 (cepa KOS) e HSV-2 (cepa 333). O
extrato e a fragdo MeOHawsg, rica em flavonoides C-glicosideos, foram
capazes de reduzir a infectividade viral do HSV-2, inibir a penetracéo
dos virus nas células e também gerar dano ao envelope proteico do
HSV-1. (SILVA et al., 2010).

Adicionalmente, o extrato hidroetanélico das folhas apresentou
efeito inibidor significativo na replicacdo do HSV-1 (cepa 29R -
resistente a aciclovir) com uma ECsy de 40 pg/mL e um indice de
seletividade igual a 50. (PETRONILHO et al., 2012).

1.2.2.5 Outras atividades farmacolégicas

Outros estudos ainda sdo relatados para C. glaziovii e descrevem
as atividades brocodilatadora e inibitéria da secrecdo de acido gastrico
para extrato hidroalco6lico padronizado e sua fragéo butandlica.

Os efeitos do extrato aquoso das folhas e sua fracdo butandlica
foram avaliados (in vivo) em porcos da india tratados com histamina
para inducdo do broncoespasmo. O estudo demonstrou que apds
administracdo da fragdo butandlica, a resposta maxima a histamina foi
reduzida em até 55%. No experimento in vivo, apés a administracdo do
extrato aquoso (1,0 g/kg, v.0) e da fracdo butandlica (0,1 g/kg, v.0), a
concentracdo de histamina necessaria para produzir broncoespasmo foi
aumentada em cinco vezes para 0 extrato aquoso e em duas vezes para a
fracdo butandlica. (DELARCINA JUNIOR et al., 2007).

O extrato aquoso (0,5-2,0 g/kg, v.0) e a fracdo butandlica (0,05-
0,50 g/kg v.0.) das folhas de C. glaziovii foram avaliados (in vivo) em
modelos de inibicdo da secrecdo acida, e de lesdo aguda da mucosa
gastrica. A administracdo de ambos os extratos produziu diminui¢do da
secrecdo de &cido gastrico basal, efeito relacionado com a inibicdo da
bomba de prétons. (SOUCCAR et al., 2008).
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1.2.2.6 Toxicidade

A literatura relata dois estudos sobre a toxicidade do extrato de C.
glaziovii. O extrato hidroalcodlico das folhas de C. glaziovii foi
administrado diariamente a ratas gravidas 1,0 g/kg, sendo a DLsg
observada superior a 5,0 g/kg. Com base nestes resultados foi possivel
demonstrar que o extrato ndo afeta significativamente o
desenvolvimento fisico e comportamental dos animais, conferindo baixa
toxicidade para a prole. (GERENUTTI et al., 2008).

Em outro estudo, o extrato hidroalcodlico das folhas de C.
glaziovii foi administrado em um periodo de 24 a 48 horas, nas doses de
300, 600 e 900 mg/Kg, em camundongos. Ndo foram observados ébitos
nas doses testadas durante os dois periodos observados. (STANGE et
al., 2009).

O quadro 2 sumariza os dados da literatura encontrados para C.
glaziovii.

Quadro 2 - Atividades farmacoldgicas de extratos e compostos
quimicos isolados da espécie C. glaziovii.

Atividade Extrato/Fracéo Referéncias
Farmacoldgica
Anti-hipertensiva Extrato aquoso (CYSNEIROS, 1996);
(in vivo) (LIMA-LANDMAN et
Fracdo BuOH al., 2007).
Inbi¢do da ECA Extrato EtOH (LACAILLE-DUBOIS;
(in vitro) FRANCK; WAGNER,
2001);
Extrato aquoso (NINAHUAMAN et al.,
Extrato MeOH 2007);
(BRAGA et al., 2007).
Ansiolitica Extrato aquoso (ROCHA; LAPA; DE
(in vivo) Fracdo BUuOH LIMA, 2002).
Antidepressivo (in | Extrato (ROCHA et al., 2007).
vivo) recaptacdo de | Fracdo BuOH
monoamina (in | Catequina
vitro) Procianidina B2
Procianidina B3
Hepatoprotetora e | Extrato EtOH (PETRONILHO et al.,
antioxidante (in 2012).
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vivo)

Antiviral Fragdo enriquecida | (SILVA et al., 2010).
HSV1 e HSV2 (in com flavonoides C-

vitro) glicosilados

Antiviral HSV-1 (in | Extrato EtOH (PETRONILHO et al.,,
vitro) 2012).

Antiulcera e | Extrato aquoso | (SOUCCAR et al,
antissecretéria  de | Fracdo BuOH 2008).

acido gastrico (in

vivo)

Broncodilatacdo Extrato aquoso | (DELARCINA JUNIOR
(in vivo) Fracdo BUOH et al., 2007).

Fonte: Adaptado de Costa, Schenkel, Reginatto (2011).

1.3 Cecropia pachystachya TRECUL: ASPECTOS BOTANICOS,
QUIMICOS E ATIVIDADES BIOLOGICAS

Cecropia pachystachya € uma arvore didica, de 4-7 metros de
altura, com tronco de 15-20 centimetros de didmetro. Possui folhas
divididas de 9-10 lobos separados até o peciolo por espagos de 2-3
centimetros, com a face superior um tanto aspera e a inferior niveo-
tormentosa. (LORENZI; MATOS, 2002).

Conhecida popularmente pelos nomes de umbalba, imbalba,
embalva, umbauba-do-brejo, arvore-da-preguica, umbaubeira, pau-de-
lixa, umbaldba branca, arvore-da-preguica, embaulba prateada, entre
outras (HIKAWCZUK et al., 1998), C. pachystachya é caracteristica de
solos Umidos, tipica da borda de matas, clareiras grandes e de estradas.
(HERNANDEZ-TERRONES et al., 2007).

Quanto ao uso popular, os autores Hernandez-Terrones et al.
(2007) relatam que a planta é utilizada no tratamento de diabetes, tosse,
bronquite e como diurética. Existem relatos também de seu uso popular
para o tratamento de micoses e hipercolesterolemia (CRUZ, 2008).

1.3.1  Aspectos quimicos

Sobre a composicdo quimica de C. pachystachya sdo descritos
esteroides, triterpenos, catequinas e flavonoides. Especificamente em
relagdo aos compostos fendlicos, segue a descricdo dos estudos
guimicos relatados na literatura sobre esta espécie.
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O extrato metandlico das folhas foi submetido a fracionamento
por cromatografia em coluna (Sephadex LH 20) utilizando-se como
eluente acetato de etila/etanol/agua (2:1:2). As fracGes obtidas foram
analisadas por CLAE sendo caracterizados os compostos fendlicos:
protocatequina, &cido clorogénico, catequina, epicatequina, isovitexina,
isoquercitrina e isoorientina. (LACAILLE-DUBOIS; FRANCK;
WAGNER, 2001). Também, nos estudos de Aragdo et al. (2010) e
Duque et al. (2016) foram identificados por CLAE/DAD, a presenca dos
flavonoides C-glicosideos isoorientina, orientina e o &cido clorogénico.

Costa et al. (2011), desenvolveram e validaram método analitico
por CLAE/DAD para caracterizagdo quimica e quantificacdo simultanea
dos compostos majoritarios de extrato aquosos das folhas de Cecropia
sp. Foram encontrados para espécie C. pachystachya: acido clorogénico,
isoorientina, orientina, isovitexina e isoquercitrina, sendo que a
isoquercetrina apresentou-se em menor quantidade quando comparado a
C. glaziovii.

1.3.2  Atividades bioldgicas

Os estudos farmacologicos encontrados, conforme ja
mencionado, descrevem apenas estudos pré-clinicos para diversas
atividades sumarizadas no Quadro 3:

1.3.2.1 Atividades anti-inflamatoria e antioxidante

O efeito anti-inflamatério do extrato diclorometano das folhas e
do composto isolado acido pomoélico, foram avaliados empregando o
modelo de edema de pata induzido por carragenina. Tanto o extrato
como o0 composto isolado reduziram a inflamacdo, atividades
relacionadas a inibicdo do apoptose das PMN (células polimorfas
nucleares). (SCHINELLA et al., 2008).

A atividade anti-inflamat6ria do extrato metandlico de C.
pachystachya, foi avaliada através do modelo edema de orelha induzido
pelo 6leo de créton. A dose de 300 mg/Kg (via tépica, uma hora apo6s a
induc&o) foi capaz de inibir 85% do edema. (ARAGAO et al., 2013).

O extrato metandlico de C. pachystachya foi avaliado in vitro
através dos ensaios DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazil) e TBARS
(substancias reativas ao acido tiobarbitlrico) apresentando uma
consideréavel acdo antioxidante. (PACHECO et al., 2014; VELAZQUEZ
et al., 2003). Adicionalmente, o extrato metandélico (0,1; 0,5 e 1 mg) foi
avaliado in vivo quanto a atividade anti-inflamatéria no modelo edema
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de orelha induzido pelo dleo de créton. Os autores concluiram que o
extrato metandlico de C. pachystachya apresentou relevante efeito
antiedematoso tdpico no modelo testado nas 3 doses. (PACHECO et al.,
2014).

As atividades do extrato etandlico (0,59/Kg/dia, v.0.) das folhas
de C. pachystachya, foram avaliadas em ratos nefrectomizados, no
tratamento da hipertensdo, inflamacdo e doenca renal progressiva. Os
animais nefrectomizados desenvolveram albumindria progressiva e
aumento da PAS (pressdo arterial sistdlica) que foi menos intenso no
grupo tratado com o extrato. No grupo tratado com o extrato, houve
redugdo da PAS e na taxa de filtracdo glomerular. O tratamento atenuou
também alteracBes histolégicas, reduziu a expressdo e a atividade da
arginase renal, o nimero de macrdfagos e a expressao da enzima p-JNK
no cértex renal dos animais. (MAQUIAVELI et al., 2014).

Recentemente, gel contendo extrato acetato de etila das folhas de
C. pachystachya foi avaliado in vitro através dos ensaios DPPH (1,1-
difenil-2-picrilhidrazil) e TBARS (substancias reativas ao acido
tiobarbitdrico); e in vivo na cicatrizagdo de feridas. Os resultados
apresentados demonstraram uma consideravel acdo antioxidante e
cicatrizante. (DUQUE et al., 2016).

1.3.2.2 Atividades cardiovascular e no sistema nervoso central

Os extratos aquosos de folhas coletadas em diferentes regifes da
Argentina foram avaliados quanto a atividade cardiotdnica em 6rgdo
isolado (ex vivo) e quanto aos efeitos no SNC através do teste de campo
aberto (in vivo). Os extratos das amostras coletadas na regido
neotropical (Misiones/Argentina) apresentaram atividade hipotensora
superior quando comparada com a amostra coletada em uma regido de
clima temperado (Cordoba/Argentina). No teste do campo aberto, ambos
0s extratos diminuiram a locomocdo espontanea e do comportamento
exploratdrio dos animais nas doses entre 180 e 600 mg/kg, atividade
relacionada a liberagcdo do neurotransmissor dopamina induzida pelos
extratos. (CONSOLINI et al., 2005).

As atividades antidepressiva e ansiolitica do extrato aquoso de C.
pachystachya foram avaliadas in vivo através do modelo do estresse
cronico e do teste do nado forgado. A administracdo do extrato aquoso
(200 e 400 mg/Kg v.0) durante 14 dias promoveu efeito antidepressivo,
mas ndo promoveu o efeito ansiogénico induzido pelo modelo do
estresse crénico imprevisivel. Os autores atribuem o efeito tipo
antidepressivo aos compostos fendlicos majoritarios da planta, os
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flavonoides C-glicosideos orientina e isovitexina, O-glicosideo
isoquercitrina e 4cido clorogénico. (GAZAL et al., 2014).

Adicionalmente, o extrato aquoso das folhas de C. pachystachya
foi avaliado in vivo quanto ao efeito neuroprotetor e antioxidante,
através de um modelo de mania induzido pela cetamina em ratos. Os
resultados demonstrarm que o pré-tratamento dos animais com extrato
aquoso (200 e 400 mg/kg v.o, durante 14 dias) impediu os transtornos
comportamentais como também os efeitos pré-oxidantes gerados pela
cetamina. Os autores sugerem que C. pachystachya pode ser uma
alternativa para intervencao preventiva em transtorno bipolar, reduzindo
a recidiva e os danos oxidativos associados com a fase maniaca da
doenca. (GAZAL et al., 2015).

Outro estudo recente para esta planta, avaliou uma fracéo
enriquecida em flavonoides a partir do extrato das folhas de C.
pachystachya, quanto a atividade tipo-antidepressiva em animais
submetidos ao protocolo de stresse crénico moderado. Os autores
observaram que a fracdo enriquecida em flavonoides reverteu o
comportamento tipo-depressivo e apresentou efeito neuroprotetor
atuando no balanco oxidativo em diferentes regides cerebrais avaliadas.
(ORTMANN et al., 2016).

Adicionalmente as atividades apresentadas, foram encontrados
outros trabalhos descrevendo atividades hipoglicemiante Aragdo et al.
(2010), antimalarica Uchba et al. (2009), anticociceptiva, citotoxica
Aragdo et al. (2013) e leishmanicida Cruz et al. (2013) para os extratos
metandlicos, etandlicos padronizados e fragfes de C. pachystachya.

1.3.2.3 Toxicidade

Extratos aquosos das folhas de C. pachystachya foram
administrados por via oral (0,75 g¢/Kg) durante 16 dias em
camundongos. A salde geral dos animais foi avaliada através do
consumo de alimento, avaliacdo anatdmica e histopatol6gica de 6rgaos
(figado, rins e pulmao) e contagem de células no lavado bronco alveolar.
Para avaliagdo da ansiedade foi utilizado o teste labirinto em cruz
elevado. Nao foi observado nenhuma alteracdo durante o tratamento in
vivo quando comparado com o grupo controle. Na avaliacdo ex vivo, foi
observado aumento de peso significativo dos rins e figado, embora nao
tenham sido detectadas alteragGes histoldgicas nos o6rgdos avaliados
(BIGLIANI et al., 2010).

Uma compilagdo das informagBes acima descritas estd
apresentada no Quadro 3.
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Quadro 3 — Atividades farmacoldgicas de extratos e compostos

guimicos isolados da espécie C. pachystachya

vivo)

Acido pomélico.

Extrato MeOH;

Atividade Extrato/Fracao Referéncias
Farmacologica
Antinflamatéria (in | Extrato CH,CI,, (SHINELLA et al,

2008).

(ARAGAO et al., 2013).

Extrato MeOH
Extrato MeOH

Extrato H,0O

Fracdo MeOH

Extrato MeOH (PACHECO et al,
2014).
Extrato EtOH
(MAQUIAVELI et al.,
2014).
Antioxidante Extrato MeOH (VELAZQUEZ et al.,
(in vitro e in vivo) 2003).

(ARAGAO et al., 2010).
(PACHECO et al,
2014).

(GAZAL et al., 2014).
(GAZAL etal., 2015).
ORTMANN et
2016).

al.,

Antioxidante e
cicatrizante
(in vitro e in vivo)

Extrato EtOH

(DUQUE et al., 2016).

ﬁ—sitosterol
Acido tormentico

Atividade Fracdo Acetato, (CRUZ et al., 2013).
leishmanicida Orientina

(in vitro)

Antimalérica *Extrato EtOH (UCHOA et al., 2009).
(in vivo)

Antinociceptivo

Extrato MeOH

(ARAGAO et al., 2013).

Sedativo (in vivo)

(in vivo)

Antihipertensivo Extrato H,0 (CONSOLINI;

(in vivo) MIGLIORI, 2005).
Cardiotonico

(ex vivo) (CONSOLINI et al,

2006).

Fonte: Adaptado de Costa, Schenkel, Reginatto et al. (2011).

Parte utilizada: * Cascas
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2 CAPITULO 2: AVALIACAO DA ATIVIDADE
ANTIOXIDANTE (in vitro) DOS EXTRATOS AQUOSOS E
FRACOES ENRIQUECIDAS EM FLAVONOIDES C-
GLICOSIDEOS DE C. pachystachya E C. glaziovii NA
FORMACAO DE SUBSTANCIAS REATIVAS AO ACIDO
TIOBARBITURICO (TBARS).

2.1 INTRODUCAO

Nesse capitulo serdo apresentadas contextualizagdes sobre
estresse oxidativo, acdo antioxidante e pro-oxidante de compostos
fendlicos com énfase nos flavonoides. Posteriormente, sera descrita a
caracaterizacdo quimica e a avaliacdo antioxidante (in vitro) dos extratos
aquosos e das fragdes enriquecidas em flavonoides C-glicosideos das
espécies de C. glaziovii e C. pachystachya.

2.1.1 Estresse oxidativo

O estresse oxidativo esta relacionado com a origem de varias
doencas, entre elas as pulmonares e cancer. (HALLIWELL, 2000;
SCHOCK et al., 2001; SUN et al., 2015). Muita énfase tem sido dada
sobre a funcdo do estresse oxidativo nas doencas cronicas, incluindo a
doenca de Alzheimer e as doencas pulmonares obstrutivas crénicas
(DPOC), demonstrando a importancia da pesquisa sobre o equilibrio
redox para o surgimento de novos farmacos. (SUN et al., 2015;
WEIDINGER; KOZLOV, 2015).

Radical livre é um termo utilizado para designar qualquer &tomo
ou molécula contendo um ou mais elétrons ndo pareado nos orbitais
externos, sendo considerados compostos altamente reativos, capazes de
reagir com qualquer composto situado proximo a sua drbita externa
passando a ter uma funcdo oxidante ou redutora. (HALLIWELL;
GUTTERIDGE, 1999). Nos sistemas biol6gicos os radicais livres séo
derivados de moléculas de oxigénio, nitrogénio e enxofre.

As terminologias espécie reativa de oxigénio (ERO), espécie
reativa de nitrogénio (ERN) e espécie reativa de enxofre (ERS) incluem
as espécies radicais livres e outras moléculas que ndo possuem elétrons
desemparelhados (RIBEIRO et al., 2005). Dentre estas, destacam-se as
espécies reativas como o anion superéxido (0,"), o radical
hidroperoxila (HOO®), o radical hidroxila (OH®), o éxido nitrico (NO) e
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outras como o per6xido de hidrogénio (H,0,), oxigénio singleto (*O,),
acido hipocloroso (HOCI) e o perdxido nitrito (ONOO).

O anion 0,*, como oxidante direto, é irrelevante, mas em meio
aquoso ocorreu ma reacgao de dismutagdo, resultando em uma molécula
de H,0O, e uma molécula O,. O anion O,*participa de producdo do
radical OH®, através da reducéo de quelatos de Fe (I11), formando Fe*?
através das reacGes de Haber-Weiss e Fenton. (HALLIWELL, 2006).

Tendo importancia vital para as células de defesa, apesar dos
efeitos danosos, o O,*¢é gerado in vivo pelos fagdcitos ou linfocitos e
fibroblastos durante o processo inflamatério, sendo um defensor do
organismo contra infeccBes causadas por virus, bactérias e fungos. E
considerado um bactericida fraco, agindo através da inativagdo de
proteinas ferro-sulfurosas das bactérias, porém gera produtos que
possuem forte atividade antimicrobiana, tais como o HOCI, H,0, e
ONOO'que sdo os principais responsaveis pelo combate a corpos
estranhos. (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006).

Ja o radical OH® é considerado um dos radicais mais reativos e
juntamente com o anion O,*, séo caracterizados como radicais livres de
oxigénio. O H,0,, embora ndo seja um radical livre, & um produto
reativo que, com a participacdo dos metais ferro e cobre e através da
reacdo Haber-Weiss ou da reacdo de Fenton, pode servir como um
importante precursor de radical OH®. Este por sua vez pode oxidar
qualquer molécula biolégica. (HALLIWELL; ARUOMA, 1991;
HALLIWELL, 2000).

A espécie reativa de nitrogénio (ERN) 6xido nitrico (NO®), pode
ser produzida no organismo pela acdo da enzima 6xido nitrico sintetase
a partir da arginina, do oxigénio, do NADPH (Nicotinamide Adenine
Dinucleotide Phosphate-Oxidase) e dos fagdcitos. E encontrado em
abundancia nos sistemas biolégicos, possui curta meia vida devido asua
rapida oxidacdo a nitrito e nitrato, gerando o &acido nitroso (HNO,).
Como exemplo de sua importancia nos organismos esta sua atuagdo nas
bases do DNA, onde o HNO, promove a desaminacdo, formando a
uracila, hipoxantina e xantina (VALKO et al., 2007).

O NO° ndo ¢ suficientemente reativo para atacar o DNA
diretamente, mas pode reagir com o O,*produzido pelos fagdcitos,
gerando peroxinitrito (ONOQ"). Este ltimo pode, por sua vez, sofrer
reacOes secundarias formando agentes capazes de nitrar aminoacidos
aromaticos, como por exemplo a tirosina. Assim, é importante salientar
que o efeito deletério do NO®, depende da concentracdo em que esta
presente e da interagdo com outras espécies reativas. (SEN;
CHAKRABORTY, 2011; VALKO et al., 2007). Apresenta propriedades
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semelhantes as do radical OH®, espécie responsavel por ocasionar danos
a inimeras moléculas bioldgicas, dentre as quais os lipidios, 0s grupos
sulfidrilas (S-H) das proteinas e estimular a formacdo de OH®,
independente da presenca de metais de transicdo (VASCONCELOS et
al., 2007).

A maior parte da produgdo das EROs, tem origem na cadeia de
transporte de elétrons na mitocOndria, especialmente a partir dos
complexos | e Ill. As mitocondrias desempenham um papel chave no
metabolismo celular aerdbio, sendo a principal fonte formadora de ERO.
A geracdo também ocorre nas membranas celulares e citoplasma, sendo
gue estes mecanismos podem ser favorecidos pelos ions cobre e ferro
(HOLZEROVA; PROKISCH, 2015).

Através de um sistema enzimatico intracelular, as células
normalmente possuem capacidade de se defender do dano causado pelas
EROs, mantendo a homeostase destas espécies em niveis baixos. No
entanto, durante o estresse e disfuncdo celular, os niveis de EROs
podem elevar-se drasticamente e causar dano celular significativo.
(HOLZEROVA; PROKISCH, 2015).

Os organismos com o objetivo de prevenir ou reduzir o dano
oxidativo causado pelas EROs, desenvolveram sistemas de defesas
antioxidantes para a prevencdo de vérias doengas, que incluem a
quelacdo de minerais, atividade scavenger dos radicais livres e atividade
enzimatica para neutralizar estes radicias depois de serem formados.
Entre estas defesas enddgenas estdo as enzimas catalase (CAT),
glutationa-peroxidase ~ (GPx) e  superdxido-dismutase  (SOD)
favorecendo a diminuicdo da concentracdo da maioria dos oxidantes
nocivos e consideradas a primeira linha de defesa (Figura 03).
Adicionalmente, numa segunda linha de defesa estdo os sistemas nao
enzimaticos, tais como glutationa, ubiquinol, acido Urico e a transferrina
gue sdo moléculas provenientes do metabolismo normal. (LI; HORKE;
FORSTERMANN, 2013). Outras sdo exogenas sendo as mais
conhecidas as vitaminas C, E, carotenoides e os compostos fenélicos.
(CHEN, et al., 2004; HALLIWELL, 1995).
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Figura 3 — Sistema antioxidante enzimatico: Enzimas envolvidas na
geracdo e na inativacdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e as
consequéncias do desequilibrio das EROs.

HoOCI
A
1 Mieloperoxidase
a
NADPH oxidase . Fet Fe¥
Xantinaoxidase = 0. , » 1,000 -- ne s S
eNOS Desacoplado — _~ 2 Reagiio de Fenton
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2GSH ‘ ~ Trx(SH), «
‘GSH Trx
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anti-oxidantes

Oxidantes

Consequéncias
do desequilibrio
de ERO

Fonte: adaptado de Li, Horke, Forstermann (2013), Shirley, Ord, Work (2014).
O anion superdxido (0,") pode ser produzido através da NADPH-oxidase,
xantina oxidase, desacoplando a 6xido nitrico sintase (eNOS), e a liberagdo de
oxigénio ativado das mitocéndrias durante a respiragdo oxidativa. O O, pode ser
convertido em peréxido de hidrogénio (H,O,) pela enzima superdxido
dismutase (SOD). O H,0, pode sofrer conversdo espontanea em radical
hidroxila (OH®) Através da reacdo de Fenton. O OH® é extremamente reativo a
ataque aos componentes celulares. O H,0, pode ser destoxificado através de
glutationa peroxidase (GSH), catalase ou tioredoxina peroxidase (Trx) para H,O
e 0,. A mieloperoxidase (MPO) pode utilizar H,O, para oxidar o cloreto de
acido hipocloroso, forte agente oxidante (HOCI). O HOCI pode clorar e, assim,
inativar varias biomoléculas, incluindo lipoproteinas e o eNOS substrato L-
arginina.
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2.1.2 Peroxidacao lipidica

Ao longo das Gltimas quatro décadas, um extenso campo de
literatura sobre a peroxidacdo lipidica tem mostrado seu importante
papel na biologia celular e na saide humana. Desde o inicio da década
de 1970, o total de artigos de pesquisa publicados sobre o tema da
peroxidacéo lipidica foi 98 (1970-1974), aumentando quase 135 vezes,
com 13.165 artigos publicados (2010-2013) nos altimos anos. (AYALA,
MURNOZ; ARGUELLES, 2014).

No processo da peroxidagdo lipidica ocorre uma cascata de
reacdes bioguimicas resultantes da acdo das EROs com os lipidios
insaturados das membranas celulares levando aalteragéo da sua estrutura
e a transtornos da permeabilidade, tais como alteragdo do fluxo idnico,
fator queresulta na perda da seletividade para entrada e/ou saidas de
nutrientes e substancias tdxicas das células, inativacdo dos mecanismos
de trocas metabdlicas, liberagdo dos contelidos das organelas, formacéao
de produtos citotoxicos, como o malondialdeido e dienos conjugados, e
alteragdes no DNA levando & morte celular. (HALLIWELL;
GUTTERIDGE, 1999).

A descricdo dos mecanismos da peroxidacdo ndo enzimatica que
envolve a participacdo de ERO, nitrogénio e metais de transi¢do
ocorrem em trés fases: iniciacdo, propagacdo e terminacao.

Iniciacdo: A peroxidacdo lipidica inicia com o sequestro do
hidrogénio do acido graxo poli-insaturado (LH) da membrana lipidica.
Este sequestro pode ser realizado tanto atravésdo radical alcoxila (LO),
qguanto do radical hidroxila (OHe¢), seguido da formagdo do radical
lipidico (Le) e H,O (I). O radical OHe ¢ reconhecido como a espécie
iniciadora e a mais importante desse processo. Este radical formado é
estabilizado por um rearranjo molecular formandor um dieno conjugado.
(HALLIWELL; CLEMENT; LONG, 2000).

() LH+ OHe ou (LO*) —%.« + H,O

Propagacdo: Em meio aerébio, o radical alcoxila inicialmente
formado se combina com o O, formando o radical peroxila (LOO*) (l1).
Este radical pode abstrair um hidrogénio alélico de um outro &cido
graxo (LH), gerando um novo radical de carbono (L¢) e promovendo a
etapa de propagacdo. A reacdo do radical peroxila com o atomo de
hidrogénio abstraido gera um hidroperdxido lipidico. (LOOH) (lI1).
(HALLIWELL, GUTTERIDGE, 1999).

(11) Le + 02 ».00°
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(1)  LH+LOO- » Le+LOOH

Terminagdo: A terceira e Ultima etapa da reacdo, da-se pela
aniquilacéo dos radicais formados originando produtos néo radicalares.
Os radicais peroxila e alcoxila também pode sofrer dismutagdo ou
clivagem formando aldeidos; formar uma ligacdo covalente com
residuos de aminodcidos ou sofrer um rearranjo formando produtos
secundérios da LPO (derivados hidroxi-, ceto-, cetohidroxi- e epoxi-
hidroxi-acido graxo). Entre estes compostos ndo radicalares formados
estd o oprincipal deles que é o malondialdeido, considerado
extremamente toxico. (LIMA; SAES; ABDALLA, 2001).

(IV)  LOOe+Le » LOOL

(V) LOOs + LOO- ».OOL + O,

Em uma outra hip6tese, a peroxidacéo lipidica pode ser catalisada
por ions ferro via conversdo de hidroperdxidos lipidicos (LOOH) em
radicais extremamente reativos tais como peroxila (LOO¢®) e alcoxila
(LO*), os quais ddo inicio a uma nova cadeia de reagdes, que podem ser
lentas ou répidas, dependendo da valéncia do ferro (VI e VI11). (SILVA,;
CERCHIARO; HONORIO, 2011).

(VI) LOO + Fe* rapida _ LOe+OH + Fe*

(VI) LOO + Fe* lenta , LOO« + OH" + Fe*'

Ressalta-se que aldeidos a,p-insaturados derivados da
peroxidacdo lipidica, tem demonstrado que estas substancias ndo
radicalares desempenham um papel fisiopatolégico importante em
diversas doencas. A partir de fontes exdgenas e/ou enddgenas, Sdo
consideradas moléculas eletrofilicas altamente reativas, capazes de
modificar proteinas e DNA resultando em toxicidade. Além disso,
aldeidos «,f-insaturados podem agir como indutores da inativagdo de
enzimas antioxidantes como a GPx, ativando a via de sinalizacdo de NF-
kB e por conseguinte a estimulagdo da resposta inflamatoria através da
ativagdo das vias de sinalizagdo pro-inflamatérias potencializando o
dano oxidativo. (ESTERBAUER, SCHAUR; ZOLLNER, 1991; LEE;
PARK, 2013). (Figura 04).
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Figura 4 — Representacdo esquematica de aldeidos «, g-insaturados
induzindo a inflamacéo.
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Fonte: Adaptado de Lee, Park, (2013).

Aldeidosa, p-insaturados reagem direta ou indiretamente, com varios genes e
fatores de transcricdo induzem o estresse oxidativo que pode desempenhar um
importante papel em doencas inflamatorias.

2.1.3 Compostos fenélicos como antioxidantes

A atividade antioxidante dos compostos fenélicos é uma das suas
caracteristicas mais investigadas, sendo que um amplo espectro de
atividades bioldgicas destes compostos tém sido relatados. (RICE-
EVANS, 2001).

Especificamente para os flavonoides inimeros estudos sdo
encontrados na literatura sobre suas variadas acdes bioldgicas, entre elas
a atividade antioxidante. (HARBORNE; WILLIAMS, 2000; RICE-
EVANS, 2001; LITVINOV, 2007; NIJVELDT, 2001; SANDHAR et
al., 2011). A atividade antioxidante dos flavonoides depende de sua
estrutura e pode ser determinada por varios fatores, entre eles: inibicao
da atividade de enzimas, agdo quelante de ions metalicos envolvidos no
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processo de geragdo de ERO, eliminacdo de ERO e agdo sinérgica com
outros antioxidantes. (BARREIRO; FRAGA, 2001; HALLIWELL,;
RAFTER; JENNER, 2005).

Na sequéncia serd apresentada uma breve descricdo sobre
flavonoides, acdo antioxidante e relagdo estrutura-atividade destes
compostos.

Figura 5 — Exemplos de compostos fendlicos presentes em vegetais

Compostos fendlicos

Acido hidréxi Acido hidréxi Flavonois Flavonas Flavanéis Fl

benzoico cindmico
"
Q Catequi Eriodictol Cianidina Genisteina
Kampferol Luteolina P peridi :
Mirecetina o I Peonidina Gliciteina
Galangina Vitexina quina e —

Fonte: Adaptado de Karacaya (2004).

2.1.3.1 Flavonoides, acdo antioxidante e relago estrutura atividade

A maioria dos representantes desta classe possui 15 atomos de
carbono em seu nucleo fundamental distribuido em trés anéis, com
distribuicdo do tipo CsC3Cs e identificados como anéis A, C e B. O
sistema de numeracdo tem inicio no heterodtomo de oxigénio e seguindo
até os carbonos da estrutura da benzopirona e formando assim a
estrutura base da flavona (2-fenil-benzopirona). (HARBORNE,
WILLIAMS, 2000; TALHI; SILVA, 2012) (Figura 06).



59

Figura 6 — Nucleo flavona (2-fenil-benzopirona)
3

Fonte: Talhi, Silva (2012).

Estes compostos tém origem biosintética mista, sendo o anel A
formado “via acetato” e os anéis B e C sintetizados via “xiquimato”.
Como consequéncia, de substituicdo mais frequente é a hidroxilagdo
alternada do anel A, nas posigdes 5 e 7, e a hidroxilagdo na posicéo para
no anel B, que pode ser do tipo 4’-OH, 3°,4’-di-OH ou 3°,4°,5’-tri-OH.
(BRUNETON, 1999).

Embora a biossintese de flavonoides venha sendo um dos
sistemas metabolicos mais intensivamente estudados. (CUNHA, 2010) a
biossintese para a classe dos flavonoides C-glicosideos ainda ndo €
totalmente clara. Estudos tém demonstrado que a glicosilacdo dos
flavonoides ocorre por meio de enzima especifica, chamada C-
glicosiltransferase ou O-glicosiltransferase, originando os flavonoides C
e O-glicosideos, respectivamente. (HAMILTON et al., 2009).

Os flavonoides podem ser subdivididos em 9 grupos, com base na
oxidacdo do anel heterociclico C: chalconas, flavonas, flavondis,
flavanonas, di-hidroflavonais, flavano-3,4-didis, catequinas,
antocianidinas e isoflavona. Estes compostos possuem particularidades
que os diferenciam uns dos outros, principalmente quanto ao nimero e
localizagéo de grupos hidroxila, o que é crucial para suas propriedades
farmacoldgicas. A maioria dos flavonoides contém um grupo hidroxila
nas posicdes C-5 e C-7, no anel A, enquanto as diferencas de
hidroxilagéo aparecem principalmente na unidade de fenilpropano, que
normalmente tem uma estrutura de catecol em que o anel B, contém
grupos OH nas posicdes 3 ‘e 4'. (HEIM; TAGLIAFERRO; BOBILYA,
2002).

Novas propriedades bioativas importantes deste grupo de
flavonoides tém sido relatados durante a Gltima década, especialmente
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pelo progresso na extracdo e isolamento dos flavonoides C-glicosideos
de diferentes espécies vegetais. (TALHI; SILVA, 2012). Trabalhos
recentes tém revelado o enorme potencial dos flavonoides demonstrando
suas propriedades antioxidantes, sendo estas propriedades relacionadas
com a estrutura molecular destes compostos, conforme descritas na
sequéncia. (GULCIN, 2012; HEIM, TAGLIAFERRO; BOBILYA,
2002; LAGO et al., 2014; PRAVEENA et al., 2013; RICE-EVANS,
MILLER; PAGANGA, 1996; SEKHER et al., 2001; TALHI; SILVA,
2012).

e Os grupos hidroxilas no anel B sdo doadores de elétrons para
os radicais. O grupo orto-hidroxi (catecol) no anel C, exibe significativa
capacidade de "scavenge" ERO e ERN, também garante estabilidade do
radical fenoxila formado. Porém, a posicdo dos grupos hidroxilas no
anel B tem papel na presenca da atividade antioxidante, assim a posi¢do
para é essencial para esta acdo e a presenca de um segundo grupo
hidroxila potencializa a acéo;

e A presenca de disubstituicdo o-diidroxi no anel B e da dupla
ligacdo C2-C3, conjugada ao grupo 4-oxo (C4) (como observado nas
flavonas) é essencial a atividade antioxidante;

e Grupos hidroxilas em C-3 e em C-5 no anel A proximos ao
grupo 4-oxo, geram efeitos maximos de eliminacédo de radicais livres;

e As propriedades antioxidantes sdo diminuidas pela presenca
de grupos metoxi na posicdo C-3 nos flavonoides, provavelmente como
resultado de impedimento estérico;

e A glicosilagdo na posicdo C-3 diminui a capacidade
antioxidante dos flavonoides. Agliconas sdo antioxidantes mais
poderosos do que as suas formas ligadas glicosidicas. Além da presenca
e numero de aglcares ligados a molécula, a sua posigdo e estrutura
desempenham um papel importante na atividade antioxidante. (HEIM,
TAGLIAFERRO; BOBILYA, 2002);

e A (glicosilagio na posicdo C-6 aumenta a atividade
antioxidante em relagdo a glicosilacdo na posicdo C-1. Além disso, é
descrito na literatura que o aumento na cadeia do acUcar ligante aumenta
a atividade antioxidante de flavonoides glicosilados. (ZENG et al.,
2013)

Assim, o sistema de ligagGes conjugadas e certos padrdes de
hidroxilagdo, como o C;-OH, séo considerados importantes para a
atividade antioxidante, pois suprimem a geragdo de radicais livres,
reduzindo os niveis de oxidacdo através da inibicdo da formacdo ou
desativacdo das espécies precursores de radicais livres. Apesar da
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atividade antioxidante de flavonoides estar altamente relacionada a
capacidade de doacdo de elétron, a atividade antioxidante ndo depende
apenas da forca de energia de ligagdo O-H, pois a estabilizacdo das
espécies formadas também deve ser considerada. (CAO; SOFIC;
PRIOR, 1997).

Além de eliminacdo e/ou supressdo de radicais, os polifendis em
geral sdo também conhecidos como agentes quelantes de metais. A
quelagdo de metais de transicdo, tais como Fe®* podem inibir
diretamente a reacdo de Fenton, impedindo, assim, a oxidacdo causada
por radicais hidroxila. (PERRON; BRUMAGHIM, 2009; PIETTA,
2000).

Os flavonoides também sdo considerados ligantes ideais de
radicais peroxil, devido a seus potenciais de reducdo favoraveis a
radicais alquil peroxil, o que os torna eficazes inibidores de peroxidac&o
lipidica (GUO; HSIEH; HU, 2009; RICE-EVANS, MILLER,;
PAGANGA, 1996; RICE-EVANS, 2001).

2.1.3.2 Atividade pré oxidante

Em contraste com os beneficios que a atividade antioxidante
exerce, 0s compostos fendlicos, mais especificamente alguns
flavonoides tém demonstrado efeito mutagénico em ensaios biol6gicos
in vitro. Tais efeitos estdo relacionados com uma atividade pro-oxidante
mais significativa do que a atividade antioxidante. (CAO; SOFIC;
PRIOR, 1997).

Os flavonoides possuem potencial para atuarem como pro-
oxidantes na presenga de O, e em sistemas contendo altos niveis dos
ions de metais de transi¢do como ferro (Fe) e cobre (Cu) favorecendo a
formacéo das EROs e radicais fenoxilas que podem danificar o DNA,
lipidios e outras moléculas bioldgicas. (AREM et al., 2013; GALATI,
O’BRIEN, 2004). (Figura 7).

A atividade pré-oxidante de flavonoides sobre diferentes sistemas
bioldgicos, incluindo a mitocdndria, tem sido objeto de investigacoes.
Este efeito depende da concentracdo do antioxidante, da fonte de ERO e
da presenca de metais de transicdo que podem ser fatores determinantes
gue afetam o equilibrio entre as atividades antioxidante e pro-oxidante.
(BOUAYED; BOHN, 2010). Neste contexto, enquanto as caracteristicas
estruturais que determinam a atividade antioxidante de flavonoides séo
bem estabelecidas pelos critérios de Rice-Evans. (RICE-EVANS;
MILLER; PAGANGA, 1996), as caracteristicas estruturais que
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determinam a atividade pro-oxidante destes compostos, ainda carecem
de estudos.

Figura 7 — Oxidacéao do grupo catecol através de metais
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Dano ao DNA

Fonte: Adaptado de Sakihama et al. (2002).

fon Cu®, gerando uma semiquinona (reacéo 1); formacgdo de O,* (reacdo 2);
regeneragdo da semiquinona e formagdo do H,0, (3); H,O, também pode ser
formado pela dismutacéo de O, (reagdo 4); formacdo de OH® através da reacio
de Fenton (reag&o 5).

2.2 OBJETIVO

v Investigar a atividade antioxidante in vitro dos extratos
aquosos e fracGes enriquecidas em flavonoides C-glicosideos das
espécies de C. pachystachya e C. glaziovii na formacdo de substancias
reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS).
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2.3 MATERIAIS E METODOS
2.3.1 Material vegetal

Folhas de Cecropia glaziovii Sneth. foram coletadas no municipio
de Florianépolis, Estado de Santa Catarina. JA as folhas de C.
pachystachya Trécul. foram coletadas no municipio de Torres, Estado
do Rio Grande do Sul. As exsicatas estdo depositadas no Herbario do
Departamento de Botanica da Universidade Federal de Santa Catarina e
catalogadas sob os registros FLOR 37143 (Cecropia glaziovii Sneth.) e
Departamento de Boténica da Universidade Federal do Rio Grande do
Sul ICN 150025 (Cecropia pachystachya Trécul.).

Apos a coleta, as folhas foram secas separadamente em estufa de
ar circulante (35-40°C) durante sete dias, moidas em moinho de facas e
posteriormente acondicionadas em recipiente fechado sob abrigo da luz
até a realizacdo do processo de extracdo.

2.3.2  Processo extrativo e obten¢do das fracdes enriquecidas das
folhas de C. glaziovii e C. pachystachya

Os extratos brutos aquosos de C. glaziovii (EA-Cg) e C.
pachystachya (EA-Cp) foram obtidos por infusdo, na propor¢do 1:10
(m/v), durante 30 minutos. Os extratos foram filtrados, o solvente
eliminado em evaporador rotatério a 40°C e armazenado a -20°C até o
momento da realizacdo dos experimentos.

Os extratos aquosos brutos secos, (600 mL de cada) foram
submetidos ao fracionamento para a obtencdo das fracGes enriquecidas
em flavonoides C-glicosideos, através do seguinte procedimento: os
extratos foram retomados com agua, particionados com os solventes em
ordem crescente de polaridade, acetato de etila (3 x de 200mL) e n-
butanol (2 x de 200mL), que foram posteriormente eliminados em
evaporador rotatério a 40 °C, obtendo-se as fracdes acetato de etila e
butandlica. Posteriormente, a fragdo butandlica foi resolubilizada em
agua, tratada com resina de troca idnica Amberlite® XAD-16 na
proporcao de 1:10:100 (m/m/v) durante 30 minutos, sob agitagdo. Apds
filtracdo, os compostos adsorvidos na resina foram extraidos com
metanol durante uma hora, o solvente organico eliminado em
evaporador rotatério e as fragdes enriquecidas em flavonoides C-
glicosideos, identificadas, respectivamente, como FEF-Cg e FEF-Cp.
(ORTMANN et al., 2016).
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2.3.3  Analise do perfil quimico das folhas de C. glaziovii e C.
pachystachya

A analise do perfil quimico qualitativo e quantitativo das espécies
em estudo, foi realizada através de metodologia desenvolvida e validada
por Costa et al. (2011), em CLAE/DAD.

Para as analises foi utilizado cromatografo Perkin Elmer Série
200 equipado com detector de arranjo de diodos, bomba quaternéria,
desgaseificador e autoamostrador. Os dados foram processados pelo
software Chromera® (Version 3.2.0.4847).

Como fase estacionaria foi utilizada uma coluna Brownlee®
Choice C-18 (150 x 4,6 mm i.d.; 5um) e a fase movel consistiu em um
gradiente de acetonitrila (A) e solucdo aquosa de acido acético 1% (pH=
3) (B) nas seguintes condicGes: 0-30 minutos gradiente linear de A-B
(5:95 v/v) para A-B (20:80 v/v); 30-40 minutos, isocratico A-B (20:80),
com fluxo constante de 1,0 mL.min™. O volume de injegdo foi de 10 pL.
A fase mdvel foi preparada diariamente e desgaseificada através de
sonicagdo antes da utilizacéo.

Os cromatogramas foram adquiridos no comprimento de onda de
340 nm enquanto os espectros de UV foram monitorados na faixa de
200 — 400nm. Os extratos aquosos brutos (EA-Cg e EA-Cp) e as fraches
enriquecidas (FEF-Cg e FEF-Cp) foram analisados nas concentragdes de
1,0 mg.mL™ para todas as amostras.

Como amostras de referéncia foram utilizados padrbes Sigma-
Aldrich®. Para verificagdo do perfil quantitativo dos EA e FEF foram
utilizados trés marcadores: acido clorogénico, isoorientina e isovitexina.
Para isto, foram realizadas curvas de calibracdo nas faixas de 0,5-100
pg/mL para os flavonoides e 0,5-50 pg/mL para o acido fendlico, com
valores de coeficiente linear (r®) acima de 0,99. Os teores foram
expressos em miligramas do composto por grama de extrato (mg/g).
Todas as andlises foram realizadas em triplicata.

2.3.4 Determinacdo das substancias reativas ao acido
tiobarbitdrico (TBARS) in vitro

O TBARS é um método bastante empregado para analisar a
capacidade de uma amostra em prevenir o dano a lipidios (peroxidacdo
lipidica). Para avaliar e quantificar a presenca desta propriedade nos
extratos e fracBes enriquecidas de C. glaziovii e C. pachystachya,
utilizou-se uma adaptagdo do método in vitro empregando gema de ovo
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como fonte lipidica. (ESTERBAUER; SCHAUR; ZOLLNER, 1991;
PETRONILHO et al., 2012).

2.3.5.1 Fonte lipidica

A fonte lipidica foi obtida apartir de gema de ovo, e
homogeineizada com 500 pL em tamp&o fosfato 1% (pH 7,4). A mistura
foram adicionados 500 pL de 4cido tricloroacético (10 %) e
centrifugados a 1.200 rpm (10 min). A solucédo de lipidio foi preparada
imediatamente antes ao uso e recebeu o nome de “substrato lipidico”.

2.3.5.2 Indutores de dano

Para verificar o comportamento dos extratos e suas fraces
enriquecidas frente a protecdo contra peroxidacdo lipidica foram
utilizados como indutores de radicais solugdoes de AAPH (2,2’-azobis
(2-amidino-propano) dicloreto) (0,5 M); FeSO, (0,145 mM) ou H,0,
0,4 M).

2.3.5.3 Preparo das amostras

Os extratos avaliados (EA-Cg e EA-Cp) e suas fracdes
enriquecidas em flavonoides C-glicosideos (FEF-Cg e FEF-Cp) foram
solubilizados em agua ultrapura nas concentragdes 20, 200, 2000 pg.mL’
1 20 e 200 mg.mL™, respectivamente.

2.3.5.4 Procedimento

A matriz lipidica foram adicionadas os extratos e fracdes
enriquecidas nas diferentes concentra¢fes juntamente com solugdes dos
geradores de radicais livres: AAPH (2,2’-azobis (2-amidino-propano)
dicloreto) (0,5M) ou FeSO, (0,145 mM) ou H,0; (0,4 M) para a inducao
da peroxidacdo lipidica.

Os tubos foram mantidos a temperatura ambiente por 15 min e
posteriormente foram adicionados 500 uL de acido tiobarbitdrico (TBA
— 0,67%) seguido de aquecimento (100 °C) por 30 min. Os grupos
controle foram preparados adicionando-se agua purificada com ou sem
gerador de radicais livres realizados simultaneamente aos grupos testes.
As anélises foram realizadas em espectrofotdbmetro a 532nm e 0s
resultados expressos como o equivalente de malondialdeido formado em
nmol (MDA).mL de substrato™.
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2.3.5.5 Curva padréo de TMP

A quantificacdo das espécies reativas ao TBA foi realizada
através de uma curva de tetrametoxipropano (TMP) construida entre
0,02 e 1,0 nmol (R? = 0,9902). Em diferentes aliquotas de TMP 2 mM
foram adicionados volumes de &gua ultrapura g.s.p. para 500 uL e 500
uL de TBA 0,67 %. Os demais procedimentos foram realizados
conforme descrito no item 2.3.5.3.

2.3.5 Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média = DP e valores de p
foram considerados significantes quando p<0.05. Diferencas entre 0s
grupos foram determinadas por ANOVA. A comparagdo entre as médias
foi realizada utilizando o pos teste Tukey.

2.4 RESULTADOS

2.4.1 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE/DAD) dos
extratos das folhas (EA) e suas fragdes enriquecida em
flavonoides C-glicosideos (FEF) de C. glaziovii e C.
pachystachya. Analise qualitativa e quantitativa

Ap6s a preparagdo dos extratos e fragbes, os perfis
cromatograficos das amostras foram avaliados por CLAE/DAD
conforme descrito por Costa et al. (2011). Foram identificados os
metabdlitos majoritarios nos extratos e em suas fragdes nas duas
espécies estudadas pela técnica de co-injecdo com padrdo, tempo de
retengdo e espectro de UV nas amostras analisadas. Conforme
demonstrado nos cromatogramas, é possivel observar acido clorogénico
nos primeiros 20 min de andlise, e os flavonoides C-glicosideos
isoorientina e isovitexina entre 20 e 30 min em ambas as espécies.
(Figuras 8 e 9).
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Figura 8 — Cromatograma do (a) extrato aquoso (EA-Cg) e (b) da fracdo
metanolica (FEF-Cqg) das folhas de C. glaziovii
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Figura 9 — Cromatograma do (c) extrato aquoso (EA-Cp) e (d) da fragédo
metandlica (FEFp) das folhas de C. pachystachya
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As andlises quantitativas foram realizadas para o acido
clorogénico, isoorientina e isovitexina. A curva analitica para estes
compostos foi construida em cinco concentracdes diferentes.Os teores
encontrados para o EA-Cg, FEF-Cg, EA-Cpe FEF-Cp estdo
demonstrados na Tabela 1.

Tabela 1 — Teores dos metabdlitos secundarios presentes nos EA e FEF
de C. glaziovii e C. pachystachya.

Composto  EA-Cg* FEF-Cg* EA-Cp* FEF-Cp*

Acido

clorogénico 12,14 +0,66 9,38 +0,38 11,40+1,0 12,21+ 0,14
Isoorientina 6,4 0+ 0,41 68,77 + 048 10,03+0,39 61,23 +0,65
Isovitexina 7,70 £ 0,33 86,88+ 0,95 4,37+0,34 20,11 + 0,33

*Valores expressos em miligrama por grama de EA/FEF + desvio padrdo. Estas
andlises foram realizadas em triplicata.

2.4.2 Determinacdo das TBARS in vitro, do extrato das folhas de
C. glaziovii (EA-CQg) e sua fracéo enriquecida (FEF-Cg) em
flavonoides

Na segunda etapa deste trabalho foi realizada a determinacdo da
inibicdo da peroxidagdo lipidica induzida por trés diferentes geradores
(AAPH, FeSO, e H,0,) dos extratos aquosos (EA-Cg e EA-Cp) e suas
fracBes enriquecidas em flavonoides C-glicosideos (FEF-Cg e FEF-Cp).

O EA-Cg (0,02; 02, 2, 20 e 200 mg.ml") reduziu as
concentracBes de TBARS frente ao gerador AAPH em todas as
concentracBes avaliadas, quando comparado ao grupo controle (0,02
mg.ml™: 0,9 + 0,06; 0,2 mg.ml™: 0,9 + 0,06; 2 mg.ml™: 0,8 + 0,05; 20
mg.ml™: 0,8 + 0,16; 200 mg.ml-1: 0,8 + 0,03). Contudo, n&o foram
observadas diferencas estatisticas entre as concentracoes testadas (P <
0,05). (Figura 10 A).

Frente ao gerador FeSOy4, 0 EA-Cg também demonstrou protecao
ao dano lipidico em todas as concentracdes avaliadas, quando
comparado ao grupo controle. Porém, as concentracdes de 20 e 200
mg.ml™, apresentaram maior protecdo ao dano lipidico, quando estas
concentragdes foram comparadas as demais concentrag@es avaliadas (20
mg.ml*: 0,5 + 0,06 e 200 mg.ml™: 05 + 0,04). Ndo houveram
diferengas significativas entre estas duas cocentragdes (Figura 10 B).

Ja na avaliacdo com o gerador H,O5, 0s resultados mostraram que
a efetividade do EA-Cg foi também detectada nas concentracdes de 20 e
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200 mg.ml™ (20 mg.ml™: 0,56 + 0,07 e 200 mg.ml™*: 0,5 + 0,09) quando
comparadas com o grupo controle. (Figura 10 C).

Figura 10 — Efeito do extrato aquoso das folhas de C. glaziovii (EA-Cg)
na inibicdo da formacéo das substancias reativas ao 4cido tiobarbitdrico
(TBARS) utilizando os geradores AAPH (A), FeSO, (B) e H,0; (C).
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Controle = grupo controle negativo (substrato lipidico), Gerador de ERO =
grupo controle positivo (AAPH ou FeSO, ou H,0,). As colunas verticais
representam média + desvio padrdo em relagdo os grupos controle® ou gerador
ERO®, respectivamente.

a = diferencas estatisticas em relacéo a concentragéo 0,02 mg.mL™

b = diferencas estatisticas em relagdo a concentracéo 0,2 mg.mL™

¢ = diferencas estatisticas em relag&o a concentragdo 2 mg.mL"

d = diferencas estatisticas em relacéo a concentracéo 20 mg.mL™

e =diferencas estatisticas em relago a concentrago 200 mg.mL™

Diferencas significativas foram determinadas por ANOVA seguida do pos teste
de Tukey com p < 0,05. N =5 tubos.

O presente estudo indicou que a FEF-Cg (0,02; 0,2, 2, 20 e 200
mg.ml™), avaliada frente ao gerador de EROs AAPH, demonstrou maior
inibicdo na formacdo de TBARS na concentracdo de 200 mg.ml™,
guando comparada ao grupo controle e as demais concentracGes
avaliadas. Além disso, com o aumento da concentracdo da FEF- Cg%
diminuiram aos niveis de TBARS (0,02 mg.mI™:0,8 + 0,12; 0,2 mg.ml
0,7 +0,01; 2 mg.ml™*:0,5 + 0,04; 20 mg.mI™: O461003e200mgm|1
0,4 £0,07). (Figura 11 A).

Na avaliagdo da FEF-Cg frente ao gerador FeSQ,, a fracdo foi
capaz de inibir a formacdo de TBARS em todas as concentracBes
avaliadas, sendo a maior atividade detectada na concentragdo de 200
mg.ml™ (200 mg.ml™: 0,19 + 0,03). (Figura 11 B).

JA na avaliagdo da FEF-Cg, frente ao gerador H,O,, as
concentracdes 2 e 20 mg.ml™ inibiram a formagdo de TBARS, porém
ndo foi observado diferencas estatisticas entre estas duas concentragdes
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avaliadas. Também foi possivel observar que a concentracdo de 200
mg.ml™foi a mais efetiva na diminuicdo dos niveis de TBARS se
comparado com o grupo controle e as demais concentracdes da fracdo
avaliadas (0,02 mg.ml™:0,82 + 0,03; 0,2 mg.mI™": 0,6 + 0,03; 2 mg.ml’
1:0,3 + 0,05; 20 mg.mI™: 0,3 + 0,03 e 200 mg.ml™*: 0,1 + 0,04). (Figura
11 C).

Figura 11 — Efeito da fracdo enriquecida em flavonoides C-glicosideos
das folhas de C. glaziovii (FEF-Cg) na inibicdo da formacdo das TBARS
utilizando os geradores AAPH (D), FeSO4 (E) e H,0, (F).
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Controle = grupo controle negativo (substrato lipidico), Gerador de ERO =
grupo controle positivo (AAPH ou FeSO, ou H,0,). As colunas verticais
representam média + desvio padrdo em relacdo os grupos controle® ou gerador
ERO", respectivamente.

a = diferencas estatisticas em relagdo a concentragdo 0,02 mg.mL™

b = diferencas estatisticas em relagéo a concentracéo 0,2 mg.mL™

¢ = diferencas estatisticas em relacéo a concentragéo 2 mg.mL™

d = diferencas estatisticas em relacéo a concentracéo 20 mg.mL™

e =diferencas estatisticas em relagio a concentragdo 200 mg.mL™

Diferencas significativas foram determinadas por ANOVA seguida do pos teste
de Tukey com p < 0,05. N =5 tubos.
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2.4.3 Determinacdo das substancias reativas ao acido
tiobarbiturico (TBARS) in vitro, do extrato das folhas de C.
pachystachya (EA-Cp) e sua fragdo enriquecida em
flavonoides (FEF-Cp)

O EA-Cp demonstrou efetividade na reducdo dos niveis de
TBARS frente aos geradores testados, quando comparado com 0 grupo
controle.

Especificamente frente ao gerador AAPH, o EA-Cp demonstrou
melhor atividade nas concentracdes de 20 e 200 mg.ml™, quando
comparadas ao grupo controle. Ja as concentragfes intermediérias (0,2 e
2 mg.ml™), quando comparadas entre si, ndo demonstraram diferencas
significativas (0,02 mg.ml™:1,3 + 0,04; 0,2 mg.ml™: 1,1 + 0,06; 2
mg.ml™:1,09 + 0,08; 20 mg.ml™: 0,6 + 0,03 e 200 mg.mlI™: 0,7 + 0,07).
(Figura 12 A).

O resultado frente ao gerador FeSO4, 0 EA-Cp ndo demonstrou
diferencas significativas entre as concentracdes de 0,2 e 20 mg.ml™.
Contudo, foi capaz diminuir os niveis de TBARS nas concentracOes
avaliadas, quando comparadas ao grupo controle. A concentracdo de 2
mg.ml™, foi a que demonstrou maior inibicdo na formacéo de TBARS
(0,02 mg.ml™:1,4 + 0,01; 0,2 mg.ml™: 0,8 + 0,05; 2 mg.mI™:0,6 + 0,03;
20 mg.ml™: 0,8 + 0,07 e 200 mg.ml™: 0,86 + 0,03). (Figura 12 B).

Também, o EA-Cp, avaliado in vitro, nas mesmas concentracdes
e tendo o H,0, como gerador de EROs, foi capaz reverter os niveis de
TBARS nas concentracdes de 2, 20 e 200 mg.ml™, néo sendo observado
diferencas siginificativas entre estas concentrac@es. lgualmente ndo foi
observado diferenca significativa entre as concentrati()es de 0,02 ¢ 0,2
mg.ml™, quando comparadas entre si (0,02 mg.ml™:1,09 + 0,04; 0,2
mg.ml™: 1,0 + 0,05; 2 mg.mI™:0,67 + 0,02; 20 mg.ml™*: 0,59 + 0,03 e
200 mg.ml™: 0,54 + 0,07). (Figura 12 C).
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Figura 12 — Efeito do extrato aquoso das folhas de C. pachystachya
(EA-Cp) na inibicdo da formaclo das substincias reativas ao &cido
tiobarbitdrico (TBARS) utilizando os geradores AAPH (A), FeSO4 (B)
e H,0, (C)
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representam média + desvio padrdo em relagdo os grupos controle® ou gerador
ERO", respectivamente.

a = diferencas estatisticas em relacéo a concentragéo 0,02 mg.mL™

b = diferencas estatisticas em relacdo a concentracéo 0,2 mg.mL™

¢ = diferencas estatisticas em relacéo a concentragéo 2 mg.mL™

d = diferencas estatisticas em relacdo a concentragdo 20 mg.mL™

e =diferencas estatisticas em relagdo a concentragdo 200 mg.mL™

Diferencas significativas foram determinadas por ANOVA seguida do pos teste
de Tukey com p < 0,05. N =5 tubos.

A FEF-Cp, também foi efetiva ao reduzir os niveis de TBARS
nas mesmas condi¢des do EA-Cp, quando comparadas ao grupo
controle.

As EROs geradas pelo AAPH, demonstraram menor nivel de
peroxidacdo lipidicaatravés da diminuicdo de formagdo de TBARS,
guando na presenca da FEF-Cp. As concentra¢fes 0,2 e 2 mg.ml
'demonstraram ser as mais efetivas, quando comparadas com o grupo
controle. Contudo ndo foram observadas diferencas significativas entre
estas concentraces. (0,02 mg.ml™:0,56 + 0,02; 0,2 mg.ml™: 0,35 +
0,07; 2 mg.ml™:0,37 + 0,05; 20 mg.ml™*: 0,75 + 0,05 e 200 mg.ml™*: 0,87
+ 0,06). (Figura 13 A).

A FEF-Cp quando avaliada frente ao gerador FeSO4, apresentou
as concentragdes intermediarias (0,2, 2 e 20 mg.ml™) como as mais
efetivas na reducdo dos niveis de TBARS (2 mg.ml™). Diferencas
S|gn|f|cat|vas néo foram observadas entre as concetragoes de 0,2 e 20
mg.mI™(0,02 mg.mI™:0,711 + 0,03; 0,2 mg.ml™: 0,38 + 0,04; 2 mg.ml"
0,32 + 0,05; 20 mg.ml™: 0,41 + 0,09 e 200 mg. mit: 1,24 + 0,06). Ja a
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concentracdo de 200 mg.ml™ demonstrou ser a menos efetiva na
protecdo ao dano lipidico, quando comparada a controle. (Figura 13 B).

Finalmente a FEF-Cp enriquecida em flavonoides, avaliada frente
ao gerador H,O,, demonstrou ser igualmente efetiva na inibicdo da
formacdo das TBARS nas concentracdes intermediarias (0,2; 2 e 20
mg.ml"). N&o foi observado diferencas significativas entre as
concentracdes 0,2 e 2 mg.ml*. A concentracdo de 200 mg.ml™,
demonstrou ser a menos efetiva na Protegao ao dano lipidico, quando
comparada ao controle (0,02 mg.ml™:0,94 + 0,06; 0,2 mg.ml™: 0,41 +
0,17; 2 mg.ml™:0,39 + 0,08; 20 mg.ml™*: 0,25 + 0,05 e 200 mg.ml™*: 1,03
+0,02). (Figura 13 C).

Figura 13 — Efeito da fragdo enriquecida em flavonoides C-
glicosideos das folhas de C. pachystachya (FEF-Cp) na Inibicdo da
formagdo das TBARS utilizando os geradores AAPH (A), FeSO4 (B) e
H20; (C).
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Controle = grupo controle negativo (substrato lipidico), Gerador de ERO =
grupo controle positivo (AAPH ou FeSO, ou H,0,). As colunas verticais
representam média + desvio padrdo em relacdo os grupos controle® ou gerador
ERO®), respectivamente.

a = diferencas estatisticas em relagdo a concentragdo 0,02 mg.mL™*

b = diferencas estatisticas em relagéo a concentrag&o 0,2 mg.mL™

¢ = diferencas estatisticas em relacdo a concentragdo 2 mg.mL™

d = diferencas estatisticas em relago a concentragéo 20 mg.mL™

e =diferencas estatisticas em relacéo a concentracéo 200 mg.mL™

Diferencas significativas foram determinadas por ANOVA seguida do pds teste
de Tukey com p < 0,05. N =5 tubos.
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2.5 DISCUSSAO

O perfil qualitativo dos extratos das folhas e suas fracOes
enriquecidas em flavonoides avaliados por CLAE/DAD, apresentaram o
mesmo relatado nos estudos de Costa et al., (2011) para C. glaziovii e C.
pachystachya. Os perfis quantitativos das FEF e dos EA foram avaliados
com base nos compostos majoritarios conhecidos de ambas as espécies
(4cido clorogénico, isoorientina e isovitexina). Foi possivel verificar que
o perfil quantitativo de compostos fendlicos é diferente entre as espécies
estudadas e também difere entre os EA e as FEF utilizados neste estudo.

A relacdo entre atividade antioxidante de extratos vegetais e
compostos fendlicos ja& é bem consolidada na literatura. (RICE-
REVANS et al., 1996). Diversos estudos publicados demonstraram que
espécies com flavondides C-glicosideos possuem propriedades
antioxidantes, as quais podem ser avaliadas utilizando ensaios in vitro.
(TALHI; SILVA, 2012). De acordo com Halliwell (1995), a atividade
antioxidante de um composto ou de uma substancia, deve ser avaliada
inicialmentein vitro, pois o resultado obtido permite verificar o potencial
antioxidante da amostra testada.

Os fosfolipidios sdo considerados componentes estruturais
importantes da membrana celular e a sua peroxidacdo, através do
estresse oxidativo, representa uma grave ameacga para a integridade
celular implicada na patogénese de varias doencas, incluindo doencas
neurodegenerativas, lesdo pulmonar aguda, fibrose pulmonar entre
outras. (ADIBHATLA; HATCHER, 2010; CATALA, 2009;
HEPPLESTON, 1991; PIZZIMENTI et al., 2013).

Hidroperdxidos lipidicos sdo os produtos primarios de
peroxidacdo lipidica e também a fonte de produtos secundarios
altamente toxicos tais como aldeidos. (CATALA, 2009). Assim, a
capacidade de reduzir niveis de hidroperoxidos lipidicos, ou seja,
reparar 0s lipideos da membrana peroxidada, & de primordial
importancia na recuperacdo de células do estresse oxidativo. Numerosos
estudos tém investigado lesdo e reparacdo do DNA e proteina, mas
existem relativamente poucos estudos sobre a reparagdo de lipidios
oxidados e cujos mecanismos de reparo s&o mal compreendidos. (LI et
al., 2015; FRANCA et al., 2013).

O MDA ¢é um aldeido de cadeia curta, sendo um dos compostos
medidos pela reagdo TBARS. A formacdo de MDA ocorre pela
decomposicédo dos hidroperdxidos lipidicos e sua concentracdo tem sido
utilizada para estimar a intensidade da peroxidac&o lipidica em sistemas
bioldgicos, em células e tecidos. (BONNES; GUERIN, 1992).
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O método TBARS ¢ utilizado desde 1950 para estimar a
intensidade da peroxidacdo lipidica na membrana celular em sistemas
bioldgicos. O principio deste método consiste na formacéo de produtos
da peroxidacdo lipidica, como o MDA que reage com o 4cido
tiobarbitdrico (TBA), formando como produto um cromogeno de cor
rosa fluorescente, capaz de ser detectado através de leitura
espectrofotométrica. (HALLIWELL, 2000; HODGES et al., 1999).

Considerado um método de féacil execucdo, o método TBARS néo
é especifico para 0 MDA, reagindo com uma ampla variedade de
compostos como agucares, aminoacidos, proteinas, aminas e bilirrubina.
(GROTTO etal., 2007).

Uma grande variedade de métodos tem sido utilizada para
determinar a atividade antioxidante de amostras. Contudo, nenhum
ensaio proporciona um método preciso para determinar a capacidade de
sequestrar radicais livres e/ou para impedir a oxidacdo de lipidios,
principalmente em um sistema complexo, tais como extratos vegetais.
(MOON; SHIBAMOTO, 2009).

Para estabelecer o modelo de estresse oxidativo, é importante
selecionar uma fonte adequada de geradores de radicais livres (HE et al.,
2013). No presente trabalho, a peroxidacéo lipidica foi induzida por trés
diferentes geradores de EROs, sendo 0 AAPH, FeSO, e H,0, e avaliada
(in vitro) através dos niveis da reducéo de TBARS.

A substancia 2,2’-azobis (2-amidinopropano) di-hidrocloreto
(AAPH), utilizada neste estudo, é uma pequena molécula, soltvel em
agua, amplamente utilizada com a funcéo de geradora de ERO no estudo
de peroxidacdo de lipidios e para a caracterizacdo de antioxidantes.
(MACIEL et al., 2014; NOGUCHI et al., 1998). A decomposicdo de
AAPH produz um mol de nitrogénio e dois moles de radicais de
carbono. Os radicais de carbono se combinam para produzir produtos
estaveis ou reagir com o oxigénio molecular para gerar radicais peroxila.
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999; TANG; LIU, 2007).

A avaliacdo da atividade antioxidante dos extratos aquosos e suas
fragdes das folhas de C. glaziovii (EA-Cg e FEF-Cg) e C. pachystachya
(EA-Cp e FEF-Cp) in vitro, apresentaram atividade antioxidante através
da protecdo ao dano lipidico. Também foi possivel observar neste
estudo, diferencas quantitativas na formacdo das TBARS, entre 0s
extratos e suas respectivas fraces das espécies estudadas.

Na avaliacdo da atividade antioxidante do EA-Cg e da FEF-Cg
das folhas de C. glaziovii, frente ao gerador AAPH, foi observado
reducdo ao dano lipidico em todas as concentragdes testadas. Contudo,
para 0 EA-Cg, ndo se observou diferencas significativas entre as
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concentragOes avaliadas. Resultados semelhantes foram verificados com
os estudos de Petronilho et al, (2012), onde o extrato hidroetandlico
padronizado das folhas de C. glaziovii foi avaliado quanto a atividade
antioxidante in vitro através do método TBARS nas concentracdes de 2,
20 e 200 pg/mL. Todas as concentracdes testadas demonstraram reduzir
a peroxidacdo lipidica induzida frente aos trés geradores de radicais
livres: AAPH, FeSO, e H,0,. Adicionalmente, ndo foi verificada
relagdo entre as diferentes concentracbes do extrato com a atividade
antioxidante, embora todas as concentra¢des testadas tenham reduzido o
dano lipidico.

Ja para a FEF-Cg, nas mesmas condi¢Bes, foram detectadas
diferencas significativas em todas as concentragdes avaliadas. Ainda foi
possivel observar que o aumento da concentracdo estava relacionado ao
aumento da protecdo ao dano lipidico causado pelo gerador AAPH.

Para C. pachystachya, avaliada frente ao gerador AAPH, também
nas mesmas condigdes, EA-Cp demonstrou sua efetividade em
concentragcBes maiores. Resultados opostos a FEF-Cp que demonstrou
maior atividade antioxidante nas concentragdes intermediérias. Este fato
pode estar relacionado aos diferentes teores de flavonoides C-
glicosideos presentes nas amostras, conforme demonstrados na Tabela
1, onde a FEF-Cp possui maiores teores de 4acido clorogénico e
flavonoides c-glicosideos quando comparado com o EA-Cp.

A geracdo de ERO em sistemas vivos é estreitamente ligada a
participacdo de metais ativos dentro do meio celular, tais como ferro,
cobre, cromo e cobalto mantidos dentro dos rigorosos limites
fisiolégicos. Estes metais podem ser submetidos a reacdes de clivagem e
consequentemente participarem da transferéncia de elétrons entre metais
e substratos desempenhando funcdo importante na manutencdo de
homeostase celular. Porém o rompimento dessa homeostase pode
conduzir a formacdo de ERO que participam nas modificacbes das bases
do DNA e da peroxidagdo lipidica. (VALKO et al., 2007).

Na avaliagdo da atividade antioxidante dos EA-Cg e EA-Cp,
frente ao gerador FeSO,, demonstraram protecdo ao dano lipidico. Ja
FEF-Cg demonstrou mais efetividade na prote¢do ao dano lipidico,
mesmo has menores concentracdes avaliadas. A FEF-Cp apresentou
efetividade nas concentracdes intermedidrias. Esses resultados vém em
concordancia ao previsto na literatura em outros trabalhos que relatam a
forte atividade antioxidante de flavonoides contra peroxidagdo lipidica
induzida por ferro. A remoc¢do de metais de transi¢do livres no meio
biologico é fundamental para a protecdo antioxidante do organismo,
visto que esses catalisam as reagGes de Fenton e de Haber Weiss,
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formadoras do radical HO®, reconhecido como a espécie iniciadora e a
mais importante da peroxidacéo lipidica. (HALLIWELL, 2006).

Pacheco et al. (2014), avaliaram in vitro o potencial antioxidante
do extrato metanodlico das folhas de C. pachystachya através dos ensaios
DPPH e TBARS. Também, recentemente em outro estudo, realizado por
Duque et al. (2016), extrato de acetato de etila da planta foi avaliado
através dos ensaios in vitro DPPH e TBARS. Os autores concluem que
em ambos os métodos utilizados, 0s extratos apresentaram uma
consideravel acdo antioxidante. Esses resultados corroboram com nosso
estudo, considerando a composi¢do quimica majoritaria em compostos
fendlicos da espécie C. pachystachya, a capacidade de quelar Fe** e
ligar-se aos radicais livres, torna os flavonoides bons antioxidantes,
sendo muitas das a¢des farmacoldgicas explicadas por essa propriedade.
(HAVSTEEN, 2002; VASQUEZ-MARTINEZ et al., 2007).

Apesar de ndo ser considerado uma ERO propriamente dita por
ndo possuir um elétron desemparelhado em sua Ultima camada
eletronica, o H,O, pode danificar tecidos pela sua alta capacidade de
difuso através das membranas celulares. Além disso, esta molécula
também pode danificar as membranas celulares por apresentar intensa
reatividade com os fosfolipidios componentes das membranas, proteinas
citoplasmaticas e bases nitrogenadas. Em particular, H,O, é uma fonte
potencial de radical hidroxila (OH®), um dos radicais deletério formado
pela Reacdo de Fenton, na presenca de ions de metais de transicéo,
como o ferro. (CAO; SOFIC; PRIOR, 1997; EATON; QIAN, 2002).

Neste estudo foi possivel demonstrar que o EA-Cg foi capaz de
protejer o dano lipidico gerado pelo H,0,. J4 a FEF-Cg demonstrou ser
capaz de proteger com maior efetividade. Foi possivel verificar
diferencas significativas relacionadas ao decréscimo dos niveis de
TBARS entre as diferentes concentracbes da FEF-Cg avaliadas.
Resultados semelhantes foram observados para EA-Cp e FEF-Cp, que
também tiveram a capacidade de proteger o dano lipidico nas mesmas
condicdes. Porém para o EA-Cp, as concentracdes elevadas (20 e 200
mg.mL™) foram mais eficazes, enquanto que para a FEF-Cp foram as
concentracgdes intermediarias.

Finalmente, os resultados aqui apresentados demonstram que as
fracBes enriquecidas em flavonoides da espécie C. glaziovii (FEF-Cg) e
C. pachystachya (FEFp) apresentaram resultados mais efetivos na
protecdo ao dano lipidico, se comparado com 0s extratos aquosos das
duas espécies (EA-Cg e EA-Cp), fato que pode ser atribuido aos
flavonoides nas fracfes metanolicas. Porém, outra observacdo para a
atividade da FEF frente aos indutores de EROs utilizados neste
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experimento, foi a concentragdo de 200 mg.mL™ que demonstrou elevar
os niveis de TBARS, se comparados com as demais concentracdes
testadas. Este fato pode estar relacionado com a atividade pro-oxidante
de flavonoides. (HALLIWELL, 2008; OHSHIMA et al., 1998; RICE-
EVANS; MILLER; PAGANGA, 1996).

Dzoyem e Eloff (2015), afirmam que ndo ha uma relacdo direta
entre atividade antioxidante de extratos vegetais e o teor de compostos
fendlicos totais e flavonoides, ou seja, a atividade antioxidante ndo
poderia ser explicada somente com base no teor destes compostos, pois
a caracterizacdo estrutural dos mesmos deve ser considerada.

Porém é conhecido que os flavonoides em geral possuem a
estrutura molecular com capacidade de agir como antioxidantes. (RICE-
EVANS, 2001; NICKAVAR; KAMALINEJAD; IZADPANAH, 2007).
Quanto maior o nimero de hidroxilas, maior ¢ a atividade como agente
doador de préton e elétrons, sendo considerados antioxidantes fracos os
flavonoides monoidroxilados (CAO; SOFIC; PRIOR, 1997). Ja entre 0s
flavonoides diidroxilados, destacam-se aqueles que possuem o sistema
catecol (3, 4’-dihidroxi) no anel B. (CAO; SOFIC; PRIOR, 1997,
YANG et al., 2015).

Os flavonoides glicosilados, possuem caracteristicas polares, ndo
sendo assimilados pelas membranas bioldgicas, porém nesta forma eles
podem ser armazenados por vesiculas, possuindo um tempo maior de
permanéncia no organismo. (ZENG et al., 2013). A hidrofobicidade
relativa de flavonoides depende do nimero de grupos hidroxilas
(HENDRICH, 2006) e das glicoses. (ZENG et al., 2013).

Ainda outro fator importante a ser considerado que pode
influenciar a atividade antioxidante de flavonoides, é a sua interagéo
com as membranas bioldgicas, sendo assim a lipofilicidade destes
metabdlitos secundarios é importante na incorporacdo as membranas
bioldgicas, ja que estas sdo alvos das maiorias das EROs. (TSUCHIYA,
2010). Assim deve-se considerar a necessidade de haver uma
concentragdo minima de flavonoides por acido graxo, de modo
assegurar a presenca das moléculas préximas ao sitio de ataque das
EROs. (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006).

Adicionalmente, os efeitos da interagdo das membranas
bioldgicas e flavonoides sdo influenciados pela composicéo lipidica da
membrana, o grau de insaturacdo dos fosfolipidios e o teor de colesterol.
(LONDONO-LONDONO et al., 2010; REVUELTA et al., 20086).

Para integrar o novo conhecimento das atividades farmacolégicas
e o0s resultados de relacdo dos flavonoides C-glicosideos na medicina
humana, pesquisas futuras devem investigar a relagéo estrutura atividade
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precisa destes compostos no que diz respeito a atividade
hepatoprotetora, anti-inflamatdria, anti-viral, anti-glicacdo e anti-
hiperglicemica. Além disso, também necessario delinear as diferencas
das atividades farmacoldgicas entre os flavonoides C-glicosideos e 0s
O-glicosideos. (ZENG et al., 2013).

2.6 CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos neste capitulo, foi possivel
concluir que:

e O método utilizado para as analises das amostras por CLAE,
demonstrou que os EA das folhas das espécies estudadas, sao
constituidos por compostos fendlicos, entre eles estdo presentes duas
classes de metabolitos secundarios, os acidos fenolicos e os flavonoides.
Em relacdo aos acidos fenolicos, o acido clorogénico faz parte dos
compostos majoritarios dos EA de C. glaziovii e de C. pachystachya.
Considerando os flavonoides, estes compostos estdo presentes em sua
forma conjugada a moléculas de aclcar, destacando-se 0s compostos
majoritarios os flavonoides C-glicosideos isovitexina e isoorientina.
Estes presentes em maior quantidade nas FEF de C. glaziovii e C.
pachystachya, respectivamente.

e O EA-Cg das folhas de C. glaziovii, inibiu a formacgédo de
TBARS induzido pelos trés indutores do estresse oxidativo, AAPH,
FeSO,4 e H,0,, aos quais sdo formadores das ERO peroxila, hidroxila e
peroxido de hidrogénio, respectivamente, em todas as concentracdes
testadas. Porém ndo demonstrou diferencas significativas se comparado
com asas demais concentragtes avaliadas frente ao gerador AAPH.

e A FEF-Cg das folhas de C. glaziovii, inibiu a formacéo de
TBARS induzido pelos trés indutores do estresse oxidativo. A
concentracdo de 200 mg/mL, demonstrou ser mais efetiva quando
comparada com o grupo controle e as demais concentragdes avaliadas;

e O EA-Cp das folhas de C. pachystachya, inibiu a formag&o de
TBARS induzido pelos trés indutores do estresse oxidativo utilizados,
em todas as concentragdes testadas, porém apresentou diferencas no que
concerne as concentragdes do EA-Cp avaliadas e a formagéo de TBARS
pelos diferentes indutores de ERO. Para o indutor AAPH, as
concentracdes de 20 e 200 mg/mL foram as mais efetivas. Ja para o
indutor FeSQ,, as concentragfes 0,2 e 2 mg/mL demonstraram maior
protecdo ao dano lipidico e para o H,O, as concentragdes 2, 20 e 200
mg/mL foram as mais efetivas;
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e A FEFp das folhas de C. pachystachya inibiu a formacéo de
TBARS induzido pelos trés indutores do estresse oxidativo utilizados,
em todas as concentracdes testadas. A maior protecdo ao dano, foi
detectada nas concentracGes intermediérias (0,2, 2 e 20 mg/mL). Por
outro lado, a concentracdo maior elevou os niveis de TBARS, quando
comparada as demais concentragoes;

e Os extratos aquosos e fragdes, demonstraram possuir acéo
antioxidante, embora os resultados das fracdes enriquecidas em
flavonoides (FEF-Cg e FEFp) foram mais efetivos, onde menores
concentracdes foram capazes de exercer maior protecdo ao dano lipidico
da membrana.
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3 CAPITULO 3. 0 PROCESSO INFLAMATORIO~E (0]
ESTRESSE OXIDATIVO: UMA BREVE REVISAO

3.1 INTRODUCAO

Para as espécies C. glaziovii e C. pachystachya, embora existam
alguns estudos quimicos e farmacoldgicos, poucos sdo os estudos in vivo
que se referem as acdes anti-inflamatéria e antioxidante dos extratos
aquosos e suas fragdes enriquecidas em flavonoides C-glicosideos,
como ja apresentado no Capitulo 2. Buscou-se desse modo, avaliar tais
atividades, considerando que durante o processo inflamatdrio,
macréfagos e neutrédfilos, bem como as células teciduais lesadas,
liberam uma variedade de substancias oxidantes e enzimas gerando
estresse oxidativo. (HENSLEY et al., 2000; HALLIWELL, 2014).
Ainda, deve-se considerar que para o0 tratamento do processo
inflamatdrio, varios farmacos agem através de mecanismos
antioxidantes como parte de sua atividade bioldgica, como a nimesulida
(FACINO; CARINI; ALDINI, 1993) e os aminosalicilatos. (MILES;
GRISHAM, 1994).

Vérios modelos farmacoldgicos para a avaliacdo da atividade
anti-inflamatéria in vivo de farmacos e/ou plantas ja foram descritos,
com destaque para 0 modelo experimental da pleurisia. Considerando
que diversas doencas de carater inflamatorio induzem a formacdo de
edema, a infiltracdo de leucocitos e a liberacdo de varios mediadores
pré-inflamatorios, o modelo da pleurisia possibilita a avaliacdo do
extravasamento de liquidos, bem como a migracdo de células, e seus
mediadores quimicos como citocinas e quimiocinas pré-inflamatdrias.
(DALMARCO et al., 2009; SALEH; CALIXTO; MEDEIROS, 1996).

Nesse capitulo serd apresentada inicialmente uma breve revisao
sobre o processo inflamatorio e o estresse oxidativo, posteriormente sera
descrito o modelo experimental pleurisia seguido da atividade anti-
inflamatdria de flavonoides.

3.1.1 O processo inflamatorio e o estresse oxidativo

O processo inflamatério ocorre como uma resposta do tecido a
lesdo celular e caracteriza-se por um fenémeno complexo podendo
manifestar-se a partir de um agente lesivo fisico, quimico ou bioldgico,
levando a ocorréncia de calor, vermelhiddo, dor, inchaco e perda de
funcdo. (SONNENBERG; ARTIS, 2015). A resposta inflamatoria aguda
envolve uma cascata complexa de eventos bioquimicos e celulares,
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consistindo em uma reagdo inata, ndo imunoldgica, com eventos
vasculares, celulares e uma resposta imune adquirida. (MEDZHITOV,
2010). Considerado um processo necessario para protecdo contra a
infeccdo e promocao ao reparo tecidual, a inflamacgéo é benéfica quando
ocorre a manutencdo da homeostasia tecidual. Porém, na inflamacao
cronica, o resultado de cada reacdo inflamatéria pode ser prejudicial,
contribuindo diretamente para a patogénese e progressdo dos Varios
disturbios infecciosos, inflamatdrios e metabdlicos. (GRIVENNIKOV;
GRETEN; KARIN, 2011; MEDZHITOV, 2010).

O processo inflamatério pode ser dividido em trés etapas
distintas: a primeira etapa € caracterizada pela vasodilatagdo arteriolar,
com consequente aumento de fluxo sanguineo local, seguido de uma
reducdo na velocidade do fluxo sanguineo contribuindo para os sinais de
calor e vermelhiddo. Esta fase tem como finalidade facilitar a
distribuicdo local de mediadores e células inflamatdrias, sendo estes
mediadores o oxido nitrico (NO), cininas, histamina, serotonina,
leucotrienos, PAF-aceter (fator ativador de plaquetas), fracdo Cb5a do
sistema complemento, prostaglandinas (PGD2, PGE2, PGI2, PGF2) e
substancias  liberadas localmente das terminagBes nervosas
(taquicininas) e o peptideo relacionado ao gene da calcitonina - (CGRP).
(SCHMID-SCHONBEIN, 2006).

Na segunda etapa, ocorre alteragdo e a ativacdo das células
endoteliais e leucdcitos circulantes, que passardo a expressar moléculas
de adesdo, permitindo a migracdo transendotelial de leucécitos com
extravasamento para 0s tecidos. Estas alteragBes sdo iniciadas por
citocinas (interleucinas, IL) produzidas pelos macrofagos ativados.
Nesta fase, neutrofilos e outros leucocitos requerem fatores
quimiotaticos para facilitar a migragdo para o local da injuria ou
infeccdo. Dentre estes fatores quimiotaticos podemos citar produtos
bacterianos, componentes do sistema complemento e citocinas
(quimiocinas). (GRANGER; SENCHENKOVA, 2010).

Na terceira etapa, a alteracdo vascular é caracterizada pelo
aumento na permeabilidade vascular com exsudacéo de liquido para os
tecidos, resultando em edema, dor e contribuindo para a ativacdo das
proteases, componentes das cascatas enzimaticas proteoliticas, o sistema
do complemento, da coagulacdo, fibrinolitico e o sistema das cininas
desencadeando formacdo de substancias quimiotaticas que atrairdo
células e irdo estimular e liberagdo dos mediadores inflamatorios, entre
eles a histamina, bradicinina, serotonina, produtos da cascata do acido
araquidénico e ATP. (MEDZHITOV, 2008; MEDZHITOV; HORNG,
2009; NATHAN; DING, 2010).
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As principais células envolvidas no processo inflamatorio
compreendem as mononucleares e polimorfonucleares.  As
mononucleares, que fazem parte do sistema fagocitico e com funcgdes
distintas compreendem os mondcitos e macrofagos. Os macréfagos,
mondcitos teciduais em sua forma madura, ocorrem na inflamagéo, com
trés principais funcGes: a apresentacdo do antigeno, a fagocitose e
producdo de imunomodulacdo através de varias citocinas e fatores de
crescimento. Os macrofagos desempenham um papel critico na
iniciacdo, manutencdo e resolucdo de inflamacdo. (FUJIWARA;
KOBAYASHI, 2005).

As células mononucleares possuem vida longa e algumas podem
se proliferar in situ. J& as células polimorfonucleares (neutrdfilos)
possuem vida curta e necessitam ser continuamente produzidas. Estas
células possuem funcéo fagocitaria, sendo a primeira linha de defesa do
sistema imune inato, e quando rapidamente recrutadas para o sitio de
infeccdo pelo hospedeiro e/ou por componentes microbianos se
acumulam por horas no local da inflamacdo aguda. (LUSTER, ALON,
VON ANDRIAN, 2005).

Durante o processo inflamatério, macréfagos, neutréfilos e as
células epiteliais lesadas, liberam uma variedade de substancias
oxidantes e enzimas, sendo as principais efetoras da imunidade inata e
representam a primeira linha de defesa contra os microrganismos
patogénicos.

Os neutréfilos possuem quatro compartimentos intracelulares que
compreendem os granulos primarios (azuréfilos), granulos secundarios
(especificos), granulos terciarios e vesiculas secretoras, cujos contetdos
podem ser secretados durante a ativagdo celular. Os principais
componentes citotoxicos microbicidas destas células sdo encontrados
nos azurofilos, dentre eles a enzima MPO que, em combinagdo com
H,O, e ions cloretos (CI), constituem um potente sistema
antimicrobiano, sendo expressas em grande quantidade nos neutréfilos
e, em menor quantidade, nos monocitos e macréfagos. (KLEBANOFF
etal., 2013).

A fungdo dos leucdcitos nos locais de lesdo tecidual é bastante
complexa, mas pode ser sumarizada pela a¢do de endocitose de material
estranho e secrecdo de enzimas intracelulares, como elastase,
endopeptidases e MPO. (KLEBANOFF et al., 2013).

A MPO ¢é uma enzima que catalisa a formagdo de numerosas
espécies reativas oxidantes, sendo a reacdo da MPO com H,0,
proveniente das células fagocitarias formando um complexo enzima-
substrato com potente capacidade oxidativa, consideravel consumo de
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0, e intensa liberagdo de proteinas no espaco fagosomal. A MPO faz
parte de 5% das proteinas dos neutréfilos e a enzima responsavel pelo
consumo de oxigénio € um complexo NADH oxidase que através da
abertura de canais na membrana da célula fagocitica, possibilita a
entrada de O, no citoplasma favorecendo uma variedade de compostos
como o anion O,* e o H,0,. Ainda a MPO oxida halogénios e forma o
acido hipocloroso (HOCI), sendo a Unica enzima humana capaz de gerar
HOCI (KLEBANOFF et al., 2013; NAUSEEF, 2014). (Figura 14).

Apds a conversdo do oxigénio molecular em anion O,
promovido pela enzima nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato
oxidase (NADPH) (1), a enzima SOD converte 0 O,°~ em H,0,, 0 qual
possui acdo microbicida. A reacdo subsequente envolve a ligacdo da
MPO com o H,0, e sua conversdo em OH e HOCI, o qual também
possui intensa atividade microbicida (11). (NAUSEEF, 2014).

20, +2H" ___NoPH 0, + H,0,(I)
H,0,+CIT __MP° HOCI + OH" (I1)

Além de integrantes da resposta imune inata, evidéncias tém
comprovado a contribuicdo desses oxidantes para o dano tecidual
durante inflamagdo, pois células como os macréfagos e 0s
polimorfonucleares, liberam EROs, que podem reagir com Varias
biomoléculas levando a lesdo de proteinas, lipideos e também do acido
desoxirribonucléico (DNA) de células vizinhas no local do processo
inflamatdrio. (DALMARCO et al., 2009).

E provavel que a quebra da homeostasia entre os niveis oxidantes
e antioxidantes representa um importante mecanismo que relacione o
estresse oxidativo fisiolégico com doengas inflamatérias (KAMPER et
al., 2009).
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Figura 14 — Producédo de EROs pelo neutréfilo ativado.

Fonte: adaptado de Klebanoff et al. (2013).

A NADPH oxidase e a SOD sédo responsaveis pela formacéo de peroxido de
hidrogénio, o qual é convertido em &cido hipocloroso pela enzima MPO e tem
importante agio microbicida e na resposta imune inata. Cl-: cloreto; H*: hidron;
H,O: é&gua; H,0,: peroxido de hidrogénio; HOCI: &cido hipocloroso; MPO:
mieloperoxidase; NADPH: nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato
oxigenasse; O, anion superdxido; O,: oxigénio molecular; SOD: superdxido
dismutase.

Durante o desenvolvimento do processo inflamatério, outros
mediadores sdo importantes. Os macrdfagos e os leucocitos polimorfo
nucleares recrutados pelos sitios da lesdo celular, desempenham funcéo
importante na liberagdo de citocinas (ou interleucinas, IL), destacando-
se inicialmente a liberacdo da interleucina-1p (IL-1p), interleucina-6
(IL-6) e fator de necrose tumoral o (TNF- a).

As citocinas sdo um grupo de proteinas sollveis ou proteinas de
membrana celular ou glicoproteinas mensageiras, consideradas
importantes mediadores no diagnoéstico, prognostico e na terapéutica das
doencas humanas. (DINARELLO, 2007). Diversos sdo os estimulos
para a liberacdo das citocinas, incluindo bactérias, virus, parasitas,
fungos, tumores, traumas, estimulos fisicos (queimaduras, irradiacées),
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necrose tecidual (infarto), células ativadas que participam da resposta
imune, entre outros. (CARTA et al., 2009).

Especificamente em relagdo ao processo inflamatério, séo
basicamente divididas em: pré-inflamatorias (IL-1, IL-6, TNF-a, TGF-j,
IL-17A) e anti-inflamatorias (IL-10, IL- 4, IL-1Ra). (DINARELLO,
2007).

As citocinas agem especificamente em nivel celular mediante
ativacdo de receptores localizados na superficie da célula alvo. Possuem
fungdo autdcrina agindo na prépria célula produtora, paracrina atuando
em células préximas e endécrina quando sua acdo é a distancia. Atuam
em concentracdes baixissimas e sua sintese habitualmente ocorre ap6s
estimulacdo antigena, sendo imprescindivel o balango adequado entre as
citocinas pré e anti-inflamatérias na resposta imune do processo
inflamatdrio. (FRODE; SOUZA; CALIXTO, 2002; YU et al., 2012).

Durante o processo inflamatério da pleurisia induzida pela
carragenina, ja é estabelecido que o TNF-o e a IL-1B. (SALEH;
CALIXTO; MEDEIROS, 1996) e IL-6 (FRODE; SOUZA; CALIXTO,
2002) exercem funcdo central regulando a resposta inflamatéria. A
maioria das citocinas funcionam unicamente por ligacdo a receptores
especificos da superficie celular, o que inicia uma cascata de sinais
intracelulares que afetam a expressao de genes mediada por factores de
transcricdo tais como NF-kB e AP-1. (DINARELLO, 2007). A ativagdo
do NF-kB tem sido demonstrado em diversos modelos, dentre eles o
modelo da pleurisia induzida pela carragenina, em camundongos.
(CUZZOCREA et al., 2008).

3.1.2 APleurisia

A pleurisia caracteriza-se pela inflamacdo da pleura, membrana
que recobre os pulmdes, mediante uma agressdo direta ou indireta a
cavidade pleural, ocorrendoa ativacdo das células mesoteliais, e
iniciando uma resposta inflamatéria imediata. Com a persisténcia do
estimulo, o processo se perpetua em funcdo do recrutamento de mais
células inflamatorias, principalmente neutr6filos, modulando a
intensidade da resposta inflamatéria. (SALEH; CALIXTO;
MEDEIRQOS, 1996).

Na pleurisia, a resposta inflamatéria gerada pela carragenina (cg)
promove 0 aumento da migracdo de leucdcitos principalmente de
neutréfilos e o extravasamento de proteinas vasculares no sitio
inflamatério. O lavado pleural dos animais submetidos a esta inflamacéo
apresenta um aumento na concentracdo de mediadores proé-
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inflamatdrios, 0 que permite a investigacdo de diferentes tipos de
substancias, como: farmacos, drogas e produtos naturais. (FRODE;
SOUZA; CALIXTO, 2002).

A cg é um agente usado com frequéncia no modelo experimental
de pleurisia. Esse modelo possibilita a avaliagdo da exsudacgdo, da
migracdo celular, bem como a participacdo de diversos mediadores
como citocinas e enzimas. E caracterizado pelo aumento de leucdcitos
do tipo neutrdfilos e da exsudacdo, 4 h ap6s a administracdo da cg na
cavidade pleural. No fluido da cavidade pleural de animais submetidos a
inflamacdo por cg ocorre a liberacdo de diferentes mediadores pro-
inflamatdrios como citocinas, EROs, bradicinina, substancia P e
histamina, entre outros. (FRODE; SOUZA; CALIXTO, 2002; SALEH;
CALIXTO; MEDEIROS, 1996).

Considerando que o modelo da pleurisia possui evidéncias que a
apartir da coleta do lavado na cavidade pleural é possivel analisar e
quantificar os componentes celulares e humorais da inflamacéo através
de metodologias ja validadas, possibilitando que diferentes agentes
flogisticos possam ser comparados e estudados, optou-se por este
modelo experimental para a avaliacdo anti-inflamatdria e antioxidante
das espécies de C. glaziovii e C. pachystachya.

3.1.3 Atividade anti-inflamatéria de flavonoides

Estudos  tém demonstrado  significativas  atividades
farmacoldgicas atribuidas aos flavonoides, entre elas as atividades anti-
inflamatdria e antioxidante. (BOBE et al., 2010; LAGO et al., 2014;
MIDDLETON et al., 2000).

Os efeitos anti-inflamatdrios dos flavonoides estéo relacionados a
sua capacidade de modular a expressdo génica pré-inflamatdria das
enzimas ciclooxigenase (COX), lipooxigenase (LPQO) e também através
da ativacdo do fator nuclear (NF-xB). (BASTIANETTO; ZHENG;
QUIRION, 2000). O fator nuclear NF-x} tem sido citado como um dos
mais importantes reguladores pré-inflamatdrios de expressdo génica
sendo responsaveis por mediar a sintese de varias citocinas: TNF-a, IL-
1B, IL-6, e IL-8, bem como a COX-2. (TAK; FIRESTEIN; 2001; LEE et
al., 1998).

E descrito também que os flavonoides exercem os efeitos anti-
inflamatérios modulando as células inflamatdrias, inibindo a
proliferagdo de linfdcitos T, das citocinas pré-inflamatérias (TNF-a, IL-
1B), controlando enzimas derivadas do acido araquidénico e regulando a
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formagdo do NO nos macréfagos. (MIDDLETON, KANDASWAMI,
THEOHARIDES, 2000).

Durante a inflamacéo, os flavonoides neutralizam a formacéo de
EROs e evitam a degradacdo do tecido conjuntivo. (KIM et al., 2004).
Além disso, estes compostos possuem ac¢do sobre a hialuronidase, uma
enzima que durante o processo inflamatorio participa da degradacéo de
glicosaminoglicanas, = componentes  fundamentais da  derme.
(MEDZHITQV, 2010). Embora esta enzima seja importante para iniciar
0 processo de reparo do tecido, ela rompe a integridade do mesmo
favorecendo a invasdo de infectantes. Outras metaloenzimas séo inibidas
pelos flavonoides, como a elastase neutrofilica liberada durante o
processo inflamatério. (MIDDLETON; KANDASWAMI;
THEOHARIDES, 2000). Vaérios autores atribuem esta atividade dos
flavonoides em interagir com metaloenzimas ligando-se ao seu sitio
ativo, a sua capacidade de quelar metais. (KIM et al., 2004,
HENDRICH, 2006).

Também sdo descritas interacfes dos flavonoides com a enzima
fosfolipase A,, enzima responsdvel pela hidrdlise de fosfolipideos
presentes nas membranas celulares, com a liberacdo do &cido
araquidénico. (TOYAMA et al., 2014). Os produtos das hidrolises de
fosfolipases e proteases sdo segundos mensageiros envolvidos em
processos celulares na resposta inflamatdria. (CASLAKE; PACKARD,
2005).

Outras enzimas oxigenases e peroxidases da cascata inflamatéria
como COX, xantina oxidase, MPO podem ser inibidas pelos flavonoides
através de varios mecanismos, entre eles capturando seus substratos
como EROs, quelando metais Fe** e Cu®* ou atuando como substrato
para enzimas evitando a oxidacdo de outras moléculas. (BELLIK et al.,
2012; RICE-EVANS; MILLER; PAGANGA, 1996). Os flavonoides
podem atuar também na inibicdo de enzimas envolvidas no processo
inflamatdrio assim como na migragdo de leucdcitos ao sitio da
inflamacdo. (CIZ et al., 2012; SANDHAR et al., 2011). No entanto, 0s
mecanismos envolvidos na inibicdo destas enzimas, ndo estdo
totalmente elucidados. (LAGO et al., 2014).
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4 CAPITULO 4 AVALIAGAO DA ATIVIDADE ANTI-
INFLAMATORIA DO EXTRATO AQUOSO DAS FOLHAS
DE C. glaziovii SNETH. (EMBAUBA), UTILIZANDO-SE O
MODELO DA PLEURISIA INDUZIDA PELA
CARRAGENINA EM RATOS

4.1 OBJETIVOS

v' Avaliar o efeito anti-inflamatdrio do EA de C. glaziovii Sneth.
sobre a migracdo dos leucdcitos no lavado pleural no modelo da
inflamac&o pleural induzido pela carragenina em ratos;

v Investigar o efeito do EA de C. glaziovii Sneth. sobre os niveis
de proteinas totais, atividade da enzima lactato desidrogenase
(LDH), sobre as concentragcbes dos metabolitos do Oxido
Nitrico (NO), do fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e das
interleucinas 1p (IL-1B) e IL-6 no lavado pleural,

v Verificar o efeito do EA de C. glaziovii Sneth sobre a atividade
da enzima mieloperoxidase (MPO) no tecido pulmonar.

v" Verificar o efeito do EA de C. glaziovii Sneth sobre o dano
lipidico no tecido pulmonar e os niveis de grupos de proteinas
carboniladas e sulfidrilas no tecido pulmonar;

4.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

Este capitulo serd apresentado na forma de artigo, o qual descreve
a caraterizacdo quimica do EA, a avaliacdo da atividade antioxidante in
vitro, bem como a atividade anti-inflamatéria do EA das folhas de C.
glaziovii Sneth. (Embauba), utilizando-se 0 modelo da pleurisia induzida
pela carragenina em ratos.

4.3 PUBLICACAO
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Cecropia genus (Urticaceac) is a native tree of Central and South America
that comprises 70-80 species (Souccar ot al., 2008). It is commonly used in

Prolonged use of anti-inflammatory drugs, particularly in high dosage and  traditional medicine, with a broad range of therapeutic applications (Andrade-
prolonged can provoke diminished resistance to infections, aggravation of Cetto and Heinrich, 2005; Consolmi ct al., 2006; Perez-Guerrera et al.. 2001;
ulcers, and osteoporosis (Da Silva et al., 2014). In addition, the usc of COX-2  Ramos Almeida et al., 2006; Rajas et al,, 2006). Cecropia glaziovii Sncth.,
selective inhibitors is also associated with increased risk of cardiovascular popularly
disease (Recio et al., 2012). In this context, it is important to identify drugs that
can promote a reduction in inflammation process.

1. Introduction
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Under pathological ~circumstances related  to
inflammatory  process, excessive  production  of
polymorphonuclear neutrophil derived ROS, such as
hydrogen peroxide, superoxide, and hydroxyl radicals
determine the secondary formation of other oxygen
radicals, which react with biological targets to promote

cell damage and recruit ils at the sites
of inflammation, lipid peroxidation, and DNA single-
strand damage (MacNee. 2001).

Therefore, in the present study, we investigated the in
vitro antioxidant effects of crude aqueous extract (CAE)
of C. glaziovii leaves, as well as its in vivo anti-
i activity on the i response
caused by carrageenan in the mouse pleurisy model. In
particular, we investigated the in vitro lipid peroxidation
induced by several inductors of oxidative stress, and in
vivo lipid idation on (i) lactate y
(LDH) activity, tolal protein, cell infiltrate,
proinflammatory cytokiines release (TNF-at, 1L-1 and IL-
6), nitrite/nitrate concentration in the pleural exudate and
(i) the formation of lipid peroxidation, protein
carbonylation, and sulfhydryl (SH) group and neutrophil
infiltration in the lung tisse.

2. Materials and methods
2.1, Plant material

The leaves of C. glaziovii were collected in
Florianopolis, Santa Catarina State, Brazil. A voucher
specimen was identificd by Dr. Daniel Falkenberg, and
deposited in the Herbarium of the Universidade Federal de
Santa Catarina (FLOR 37,143).

22, Crude aqueous exiract (CAE)

The leaves of C. glaziovii (500 g) were air-dried at
(35-40°C), crushed, andstored in a closed container. The
crushed material was then subjected to extraction by
infusion at 1:10 (m/v) for 30 minutes. The extract was
filtered, frecze-dried and stored at 20 “C until use.

23.  Chemical charactkrization

Qualitative and quanilative analyses of CAE were
performed as previously described (Costa ¢t al, 2011,
Briefly, a PerkinElmer Series 200 HPLC was used,
consisting of a Photodiode Array Detector (PDA),
quatermary pump, autosampler and online degasser. The
data acquisition system was Chromera® software. The
separation was performed in a PerkinElmer Brownlee
Choice CI8 column (150mm 4.6 mm i.d; 5 mm) with 2
gradient of solvent A (actonitrile) and solvent B (acetic
acid 1%, adjusted to pH 30) as follows: 5-20% A (0-30
min) and isocratic 20% A (3640 min) as mobile phase.
The flow rate was kept at 1.0 mL/min. The chromatograms
were recorded at 340 whilsthe UV spectra were monitored
over a range of 200450 nm. All standard solutions were
analyzed in triplicate.

24. Chemical cornpounds studicd in this article

Clorogenic acid (PubChem CID: 1.794,427); Isovitexin (PubChem CID:
162,350); Isoorientin (PubChem CID: 114,776).

25, Invitro antioxidant activity assay

The in vitro antioxidant activity of CAE was estimated by the inhibition
of formation of thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) induced by
three different free radical generators in a lipid rich substrate (Silva ct al.
2007). Briefly, 500 mL of 0.1% (w/v) lipid homogenate in phosphate buffer
(pH 74) was mixed with 500 mL of trichloroacetic acid (10%) and
centrifuged at 1,200 g (10 min). The CAE at different concentrations (0.02,
0.2,2.0,20 and 200 mg/mL) was added to a test tube, together with 2.2"-azobis
(2amidino-propanc) dichloride (AAPH 0.5 M), iron sulfate (FeSOx) (0.145
mM) or hydrogen peroxide (H:0z) (0.4 M) solutions to induce lipid
peroxidation. The tubes were incubated at room temperature for 15 min, and
500 mL of thiobarbituric acid (TBA 0.67%) was added and heated at 100 *C
for 30 min. After cooling, the absorbances were mcasured by a
spectrophotometer (Micronal) at 532 nm, and the results were expressed as
nmol malondialdehyde equivalents (MDA)/mL of substrate.

26, Invivoassays

26.1. Animals

Male Wistar rats (weighing 250-300 g) were used in this study and
obtained from the Central Animal Facility of the University of Vale do
Ttajai/UNIVALL The animals were separated into boxes with five int each
box, with free access to food and water and maintained in 12 h light-dark
cycles at 22 °C (71 “C). All experimental procedures involving animals were
performed according with the Brazilian Guidelines for the Care and Use of
Animals for scicntific and teaching purposes - (DBCA-2013) in accordance
with the US guidelines (NIH publication #85-23. revised in 1996), with the
approval of the Ethics Committee of the Universidade do Sul de Santa
Catarina/UNISUL (number 12.021.4.03 IV).

262. Experimental groups
Rats were randomly allocated to the following groups:

(1) Control. Rats received salincpvehicle (water) (N%6);

(2) Cgvehicle (water). Rats were subjected to Cg-induced pleurisy (NX6);

(3) Cgbdexamethasone (dex). Same as the Cgpvehicle group, except that
dex (0.5 mg/kg ip.) was administered one hour after Cg as reference
drug (N%6),

(4) CgpC. glaziovii CAE (10 mg/kg). Same as the Cgbvehicle group, except
that C. glaziovii CAE (10 mg/kg intragastrically) was administered one
hour after Cg (NX6);

(5) CebC. glaziovii CAE (25 mg/kg). Same as the Cgbvehicle group, except
that C. glaziovii CAE (25 mg/kg intragastrically) was administered one
hour after Cg (N%6);

(6) CgpC. glaziovii CAE (100 mg/kg). Same as the Cgpvehicle group,
except that C. glaziovii CAE (100 mghg intragastrically) was
administered one hour after Cg (NX6);

(7) CebC. glaziovii CAE (300 mg/kg). Same as the Cghvehicle group,
except that C. glaziovii CAE (300 mg/kg intragastrically) was
administered one hour after Cg (N%6).

263, Carageenan-induced pleurisy
Induction of pleurisy was performed according (o Vinegar et al, (19731,
The rats were ancsthetized with ketamine hydrochloride (80 mg/ke) and
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xylazine (10 mg/kg), and a skin incision was made at
the level of the left sixth intercostal space. The rats
received 0.2 mL of salinc containing 2% A-carrageenan
or saline (control) in the pleural cavity. The skin
incision was closed using a suture and one hour later,
the animals were treated with different doses of the
CAE or water only (control). Four hours afler the Cg.
injection, the animals were killed, and approximately |
mL of pleural exudate was obtained from each animal
to determine the total cell count, LDH activity,
nitrite/nitrate concentration, and cytokine levels, Lung
tissue samples were also taken, (o cvaluate
myeloperoxidase (MPO) levels, and oxidative damage
parameters.

264, Quantification of cell migration, total protein and
LDH
Cell migration, as an indicator of inflammation, was
determined by the cell count in the pleural exudate, in
a Neubauer chamber as previously described (Albano
et al,, 2013). The LDH activity was determined using
commercial kits (Analisa ~ LDH UV-PP), and while
total protein content was measured at 700 nm by the
Method of Lowry using bovine serum albumin as
standard (Lowry et al.. 1951).

26.5. Quantification of nitri
Total nitrite concentration in the pleural exudate
was measured using the Griess reaction, by adding 100
UL of Griess reagent [0.1% (W)
naphihylethylendiamide dihydrochloride in H;O and
1% (w/v) sulphanilamide in 5% (v/v) concentrated
H:PO., vol. [1:1] to the 100 WL sample. The
nitrite/nitrate  concentration  was  measured
spectrophotometrically at 550 nm. The results were
expressed as nitrite/nitrate concentration (nmol/mg

protein) (Green et al., 1982).

2.6.6. Measurcment of cytokine levels

Concentrations of TNF-, [L=1B and IL-6 were
determined in the pleural exudate and this colorimetric
assay was performed using a commercial ELISA kit
(Calbiochem-Novabiochem Corporation, USA).

26.7. Determination of mycloperoxidase activity in the
lung tissue
The lung tissue was homogenized (S0 mg/mL) in
hexadecyltrimethylammonium  bromide 0.5% and
centrifuged at 15,000 rpm for 40 min. Next, an aliquot
of the supematant was mixed with a solution of
tetramethylbenzidine 1.6 mM and 1 mM H;0;. The
MPO activity was measured spectrophotometrically at
a wavelength of 650 nm at 37 °C and the results were
expressed as mU/ mg protein (De Young et al,, 1989).

268 Determination of oxidative damage parameters
The formation of TBARS during an acid-heating
reaction is widely adopted as a sensitive method for
measuring lipid peroxidation, Briefly, lung tissue
samples were homogenized and mixed with 1 mL of
10% trichloroacetic acid and | mL of 0.67% TBA.
Subsequently, these were then heated in @ water bath at

100 °C for 30 min. The cquivalent of malondialdchyde (MDA) was
determined by the absorbance at 532 nm using 1,1,33-tetramethoxypropane
as external standard. The results were expressed as MDA equivalents
(nmol/mg protein) (Draper and Hadley, 1990),

Oxidative damage to proteins was assessed by determining the level of
carbonyl groups, based on the reaction with dinitrophenylhydrazine (DNPH).
Briefly, proteins werc precipitated by the addition of 20% trichloroacetic acid
and redissolved in DNPH, and the absorbance was monitored 1 370 nm. The
proteins were expressed as total carbonyl content (nmolimg of protein)
(Levine et al., 1990).

Another method of assessing the oxidative damage to proteins is through
SH group formation. Oxidative damage was analyzed by the amount of thiol
groups in total lung using the 5.5-dithiobis (2 ic acid)
(DTNB) method ly described, with minor ifications (Aksenov
and Markesbery, 2001). Briefly, 30 L of a sample was mixed with 1 mL of
PBS/ | mM EDTA (pH7.5). The reaction was initiated by the addition of 30
ML of 10mM D TNB stock solution in PBS. After 30 min of incubation at
room temperature and absorbance at 412 nm, the amounts of TNB formed
equivalent to the amount of SH groups were calculated.

269.  Quantification of protcins

The quantity of proteins in the ination of nitrit
MPO activity, TBARS test, protein carbonyl and SH groups was measured using
the Lowry method (Lowry et al., 1951).

2610, Statistical analysis

The results were cxpressed as mean7SD and pod.05 was considered
significant, The differences among the groups were determined by One-way
Analysis of Variance, followed by the post hoc Tukey test. All the analyses were
performed in SPSS 20.0 for Windows (SPSS, Chicago, IL).

3. Results

3.1.  Phytochemical characterization

‘The HPLC analysis of the CAE of C. glaziovii showed (1) chlorogenic acid,
(2) isooricntin and (3) isovitexin as the major compounds (Fig. 1).

32 Effect of CAE on in vitro antioXidant activity

The CAE antioxidant activity was verified at all the different concentrations
(0.02, 02, 2, 20, and 200 pg/mL, respectively) inhibiting the formation of
TBARS induced by free radicals gencrators (AAPH, FeSO, and H;0;), and

activity, includi
as low as 0.02 mg/mL (Table 1),
3.3. Effect of CAE on i and oxidative damage p: Cs-
induced pleurisy
331, Acute pleural inflammation and cell damage

The cffects of CAE on inflammatory cell recruitment into the pleural cavity
are illustrated in Fig. 2. Camageenan-induced pleurisy displayed a substantial
increase in leukocytes number in the pleural cavity compared with control rats,
while the treatment with dex or CAE (100 and 300 mg/kg) decreased cells
‘migration in the pleural cavity compared to the Cg group.

‘When compared to the control animals, administration of Cg resulted in an
increase in LDH and total protein levels in the pleural exudates (Iig. 3A and B
respectively). The level of these pleural cell injuries was significantly attenuated
by the treatment with dex and to the same degree, by the treatment with CAE
(25, 100 and 300 mg/kg).
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Carrageenan-induced pleurisy displayed a substantial
increase in the TNE-t, IL-1B and IL-6 levels in pleural
‘exudates compared to thecontrol group (Fig. 4A, Band C
respectivelly). Production of TNF-Q and IL-1B was
significantly reduced i Cginje
(100 and 300 mg/kg) with similar results compared with
dex. However, the treatmets with CAE and dex did not
show a decrease in IL-6 kvels.

In the nitrite/nitrate coacentration evaluation afier Cg.
administration, a significat increase was observed when
compared to the control goup (Fig. 5). On the other hand,
the group

1

A s A e N emarma A v W WA

&

s 1o i » = » n P
Fig. 1. HPLC. £C. glaziovii CAE with d 340 nn. in; 3) see Section 2,
Table 1
Inkibition of lipid peroxidationy CAE induced by FeSOuund AAPH).
Extract and free radicals gencrators MDA (nmoUmL substratc)
Control 0,02 mg/mL 02mg/ml. 2mgmL. 20 mgiml. 200 mg/mL.
CAE
071070021
AAPH 124170.042°
AAPHECAE asTTI0081 092570.011* 088570014 087570017 096670148
H:0: 109870.017
HiOpCAE 073570095 0.72170.004 0.63670067 055270021 0.50370.023"
FeSOu 117670017
FeSOPCAE 072870,140° 0.60070.018* 058970047 0.56270.025* 0.45570.087*
Each value represents mean75 D"
Different from control (potts).
Different from H:0z, FeSOLAAPH

S70ups (5e0.05).
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332 Acute lung inflammation and oxidative damage

We also investigated the effect of CAE on the
presence of neutrophils by measuring the MPO activity
in the lung tissues, which was found to be significantly
clevated at 4 h after Cg administration (Fig. 6). In
addition, in rats treated with CAE (25- 300 mg/kg),
MPO activity in the lungs was significantly reduced
compared 10 the Cg group.

Pulmonary injury in the Cg-treated animals was
also characterized by an increase in the tissue levels of
MDA, indicative of lipid peroxidation (Fig. 7A). MDA
levels were significantly enhanced in lungs collected
from Cg-treated rats when compared to those of the
control group. Nonethelsss, the animals treated with
CAE (25-300 mg/ke) showed significantly reduced
MDA levels, with similar results compared to the dex
group. In addition, Cg increased the carbonyls groups
and decreased the free SH group, and these effects were
reversed by CAE iratment (Fig. 7B and C
respectively).

o
control Cg Cg+dex 10 25 100 300

. Effects of C. laziovii CAE (10-300 mp/ke) sdministered intragastrically in the musine
madel of plewrisy induced by Cg oa LDH activity (A) and fotal peotein (B) in the plewral
exudate. The negative control group was treated oaly with saline solution (0.9% NaCl). Cg is
the pasitive control group with animals trested with Cg only. Dex is the animals treated with
dexamethasone (0.5 mg/kg intraperitoncally). Bars indicate the mean?S.D. of 6 animals,
#po0.05 comparcd 10 the control group 2nd *po0.0S compared to the Ce group.

4. Discussion

In this study, we report the effects of the CAE from C. glaziovii leaves on
in vitro lipid peroxidation and in a well-established murine modcl for acute
inflammation induced by Cg. The CAE showed a significant in vitro

foxi profile against three free radical g lipid rich substrate.
F acute inistration of CAE exhibited in vivo anf
inflammatory activity, characterized by the inhibition of leukocyte influx,
nitrite/nitrate content, TNF-t and IL-1B into the pleural cavity, as well as
neutrophil infiltrate into the lung tissue in the acute model of inflammation
caused by intrapleural administration of Cg. Moreover, CAE clicited
important action against oxidative damage in lipids and proteins. Taken
together, we show, for the first time, that oral treatment of C. glaziovii with
CAE can effectively interfere in the inflammatory process in pleurisy induced

by Ce.
The Cgeinduced animal pleurisy model has been widely used to
investigate the involved in the acute ion, and to test the

effectiveness of anti-inflammatory drugs (Froede et al., 2009; Petronitho et
al.. 2010; Saleh et al,, 1999). Cg administration leads to increased stimulus of
the immune system, characterized by cell migration and, conscquently, a
continuous inflammatory process in the pleural serous layer, which results to
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Thus, in the pathogenesis of most inflammatory pleural effusions, the immune

involved (Wu et al.. 2014).
Studies have also shown that cell influx into the pleural
0.15
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Nitrlte/nitrate concentration
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CAE (mg/kg) + Cg

Fig. 5. Nirite/nitrate concentration in plewral exodaes of rais subjected 1o Cg administration and
treated with C. glaziovii CAE (10-300 mg/kg) intragastrically. The negative control group was.
treated oaly ine solut NaCl). Cg s the positi 1 vith animals treatcd
with Cg ouly. Dex is the growp of amimals treated with dexamethasone (0.5 mp'kg
intraperitoneally). Bass indicate the mean7S.D. of 6 animals, *pe0,05 compared with control group
and 'po0.05 compased with Cg grovp.
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Fig. 6. Myeloperoxidase activity in lung tissue of rats subjected to Cg administration and treated
with C. glaziovii CAE ( i

with saline solution (0.9% NaCl). Cg is the posiive control group with animals treated with Cgy
only. Dex is the group of animals treated with dexamethasoe (0.5 my/kg intraperitomeally), Bars

~ 800 .
: e | IB
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Fig. 4. Levels or TNF-o (A), IL-15 (B) and IL-6 (C) levels in pleural
exudates of rats subjected 1o Cg administration and treated with C.
‘laziovii CAE (10-300 mp/ky) intragastrically. The pegarive control
group was eated only with siine solution (0.9% NaCl). Cg is the
positive contol group with. ssimals treated with Cg only. Dex s the
group of animals treated with dexamethasone (0.5 mgkg
intrapentoncally). Bars indicats he mean7S.D. of 6 animals, *po0.05
compared to the control group sd ‘pof) 08 compared to the Cp group.

the pleura being highly pemeable with parenchymal lung
damage and finally, lag dysfunction by cell death
mediated by oxidative damage (Krocgel and Antony.
1997; Ward. 2010).

The activation of resident macrophages and epithelial
cells for the recruitment ad activation of cell types such

i i monocytes and

involve the inflammationprocess (Lunardelli et a

.2006)

D. of 6 animals, * po0.05 compared
10 the Cg group.

cavity occurs afier the release of chemotactic cytokines by pleural mesothelial
cells, in response to other cytokines (Antony et al., 1993). Another important
mediator in acute inflammation is nitric oxide (NO). NO is a potent vasodilator,
and its involvement in the inflammatory response may be related to the ability to
increase vascular permeability and edema, through changes in local blood flow
(Moncada et al,, 1991; Moncada and Higgs. 1993). It was suggested that NO is
involved in the development of inflammation, at early time points following Cg
administration (Salvemini ¢t ol,, 1996). In this sense, we verified that oral
administration of CAE of C. glaziovii at higher doses in a murine model of
pleurisy induced by Cg, presented inhibition of inflammatory mediators such as
TNF-@, IL-1PB and nitritc/niteate (final metabolites of NO in water) followed by
decreased cell migration into the pleural cavity, with a similar effect to that of
Dex.
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In acute inflammation pocesses, such as acute lung.
injury induced by Cg, th major cells involved are
neutrophils (Pchanka, 201, Neutrophils are rapidly
mobilized, and are the Firstlls to
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arrive at the lesion site, whe they phagocyte and kill
pathogens using different mehanisms, such as release

of enzymes and ROS generation (Li and Ng. 2012), Thus, uncontrolled
inflammatory processes can lead to host tissue damage; control of neutrophil
migration into the lesion site is an important factor for limiting the
inflammatory process, and may represent a therapeutic strategy. As far as we
aware, this is the first report that the oral treatment with CAE of C. glaziovii
reduces Cg-induced MPO activity, which may contribute to the inhibitory
effect on the ils, since this infl enzyme
can reflect  the activation of neutrophils.

In addition, activation and accumulation of neutrophis is one of the
hallmarks of initial tissue injury, due to the release of ROS, which play akey
role in lung injury associated with acute inflammation in both animal and
clinical studies (Albano ct al., 2013; Huang et al, 2015; Petronilho et al..
2010; Turowski et al.. 2015). These specics are cytotoxic agents, inducing
lipid peroxidation and other cellular oxidative stress by cross-linking proteins,
lipids and nucleic acids, which in tum, cause ceilular dysfunction, damage
and eventually death (Pisoschi and Pop. 2015), The antioxidant action of C,
glaziovii hydroethanolic extract against in vitro lipid peroxidation has
previously been demonstrated (Petronilho et al,, 2012). In this study, we
corroborate this evidence by using CAE of C. glaziovii on in vitro analyses
and lung tissue injury induced by Cg administration. The extract at all
concentrations tested inhibited TBARS formation induced by all inductors of
oxidative stress, showing  significant antioxidant activity, including
physiologically relevant concentrations. These results showed that C.
glaziovii CAE could act as a lipid peroxidation chain breaker, direct
scavengers of peroxylhydroxyl/hydrogen peroxide and iron chelator, data
that are also corroborates on our results detected in the in vivo analyses.

Furthermore, it is well recognized that LDH and protein are released into
the extracellular medium during cell injury associated with inflammation and

idati and are ized as markers of processes involved with the
progression of pleural disease (Segura. 2004). Thus, we observed that the anti-
inflammatory and antioxidant activity of C. glaziovii CAE may be directly
related to the decrease in LDH and protein levels shown in the present study.

In conclusion, this study demonstrates, for the first time, that CAE of C,
glaziovii leaves possess in vitro and in vivo antioxidant capacity, as shown by
the inhibition of lipid peroxidation, and could effectively interfere in the
inflammatory process in pleurisy induced by Cg. These related mechanisms
appear to be linked to the reduction in cytokines production, NO formation,
cell infiltrate in the pleural cavity, and the increase of neutrophil recruitment
and oxidative damage, which may lead to a decrease in tissue injury. Finally,
the results demonstrale that C. glaziovii CAE could efficiently act as
antioxidant and anti-inflammatory agents, in similar fashion to dex,
represeating a potential strategy for antioxidant design with novel
perspectives in inflammatory disease.
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Glossary

AAPH: 2.2"az0bis (2-amidina-propane) dichloride;
CAE: erude aqucous cxtrast;
Cg: carragenin;
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Dex: deametasone;
FesO.: iron sulfate;
H:0z hydrogen persoxide;
HPLC: high performance  liquid
chromatography: wLip:
interleakin 1B:

TNFQ: Tumoral Necrosis
Factoe @,
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5 CAPITULO 5. AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTI-
INFLAMATORIA DO EXTRATO AQUOSO E DA FRACAO
ENRIQUECIDA EM FLAVONOIDES C-GLICOSIDEOS DAS
FOLHAS DE C. pachystachya TRECUL (EMBAUBA),
UTILIZANDO-SE O MODELO DA PLEURISIA INDUZIDA
PELA CARRAGENINA EM RATOS

5.1 OBJETIVOS

v' Avaliar o efeito anti-inflamatério do EA e FEF de C.
pachystachya sobre a migracdo dos leucécitos no lavado pleural no
modelo da inflamacdo pleural induzido pela carragenina em ratos;

v" Investigar o efeito do EA e FEF de C. pachystachya sobre os
niveis de proteinas totais, atividade da enzima lactato desidrogenase
(LDH) e sobre as concentracdes dos metabolitos do 6xido nitrico (NOX),
do fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e das interleucinas 1 (IL-1pB)
e IL-6 no lavado pleural;

v Verificar o efeito do EA e FEF de C. pachystachya sobre a
atividade da enzima mieloperoxidase (MPQO) no tecido pulmonar;

v' Verificar o efeito do EA e FEF de C. pachystachya sobre o
dano lipidico no tecido pulmonar e os niveis de grupos de proteinas
carboniladas no tecido pulmonar.

5.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos na avaliacdo da atividade anti-inflamatdria
do extrato aquoso e sua fragdo enriquecida em flavonoides c-glicosideos
das folhas de C. pachystachya Trécul. (embalba), utilizando-se o
modelo da pleurisia induzida pela carragenina em ratos, estdo expostos
na proposta de publicacdo para o periodico cientifico International
Immunopharmacology - Journal, a qual 0 mesmo sera submetido.

5.3 PUBLICACAO

Cecropia pachystachya Trécul. attenuates lung inflammation and
oxidative stress in pleurisy induced by carrageenan in rats.


http://www.journals.elsevier.com/international-immunopharmacology
http://www.journals.elsevier.com/international-immunopharmacology
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ABSTRACT

Background: Oxidative stress plays an important role in
development of acute inflammatory diseases. The
Cecropia pachystachya, is popularly used in bronchitis
and cough treatments. Thus, the investigation of its anti-
inflammatory and antioxidante properties stil remains
relevant. Methods: The extract and its enriched flavonoid
fraction were characterized by HPLC. The in vitro
antioxidant activity was also evaluated. Further, the in
vivo antioxidant and anti-inflammatory effects of the CAE
and EFF-Cp (10-300 mg/kg, intragastrically) were
investigated in the animal model of pleurisy. Results:
HPLC analysis showed the presence of chlorogenic acid
and C-glycosyl flavonoids (isoorientin and isovitexin) as
the major compounds of the CAE and EFF-Cp. Both
samples presented in vitro antioxidant activity induced by
free radical generators AAPH (2,2’-azobis (2-amidino-
propane) dihydrochloride); FeSO, and H,0,. In addition,
the in vivo experiments showed that administration of
carrageenan (Cg) increase the inflammatory parameters
and oxidative damage. These levels were reversed after
CAE (100-300 mg/Kg) and EFF-Cp (10-100mg/Kg)

treatment in animals with similar results to
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Dexametasone (Dex) treatment. Further, the CAE and
EFF-Cp were effective to reduce the proinflammatory
cytokines, cell infiltrate, myeloperoxidase (MPO) activity,
nitrite/nitrate concentration, lactate dehydrogenase (LDH)
activity, activity, total protein levels and parameters of
oxidative damage induced by Cg.

Conclusion: CAE and EFF-Cp of C. pachystachya
exerts significant in vitro and in vivo antiinflammatory and
antioxidant activities, probably to the preence of C-

glycosyl-flavonoids present in these samples.

Keywords: Cecropia pachystachya Trécul.; C-glycosyl
flavonoids; HPLC; pleurisy; oxidative stress

1. Introduction

Many studies have shown that changes in the
reactive oxigen species (ROS) production as well as
antioxidants, leads to oxidative stress involved in
inflammatory processes present in several diseases, as
pneumonia and asthma.'?

Natural products with anti-inflammatory activity
have long been used as a folk remedy for inflammatory

conditions such as fevers, pain, migraine and arthritis. In
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this context Cecropia pachystachya Trécul., popularly
known as ‘umbauba branca, arvore-da-preguica,
embauba prateada’, is reported by traditional medicine
for the treatment of diabetes, cough, bronchitis and as
diuretic.>*?

The relationship between antioxidant ans
antiinflamattory activities of plant extracts and phenolic
compounds is well established in literature.® In addition,
several reports have demonstrated that this specie have
protection against oxidative damage in central nervous

"8 and anti-inflammatory properties.®*? Finally,

system.
three C-glycosyl flavonoids present in C. pachystachya
leaves - isoorientin, orientin, and isovitexin.® are
described as compounds that have antiinflamatory.™
anxiolytc.'* and antioxidant.® Thus, the aim of the
present work was investigated the in vitro and in vivo
antioxidant effects of crude aqueous extract (CAE) and
an enriched flavonoid fraction (EFF-Cp) of C.
pachystachya leaves, as well as its in vivo anti-
inflammatory activity by cell infiltrate, proinflammatory
cytokines release (TNF-a, IL-1B and IL-6) and neutrophil

infiltration in pleurisy model.
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2. Materials and methods

2.1 Plant material

Leaves of Cecropia pachystachya Trécul were
collected in Torres, RS, Brazil. A voucher specimen (ICN
150025) was deposited in the Herbarium of Universidade

Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, Brazil.

2.2 Preparation of crude aqueous extract (CAE) and

enriched flavonoid fraction (EFF-Cp)

The leaves of C. pachystachya (500 g) were air-dried
at (35-40 °C), crushed and stored in a closed container.
The crushed material was then subjected to extraction by
infusion at 1:10 (m/v) for 30 minutes. The CAE was
filtered, freeze-dried and stored at -20 °C until use.

A second part of this extract was then partitioned with
n-butanol, yielding the n-butanolic fraction that was dried
under reduced pressure, and stirred with Amberlite_ XAD-
16 resin. Then, the resin was stirred again in the
presence of methanol for 30 min yielding the enriched C-

glycosyl flavonoid fraction (EFF-Cp).®
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2.3 Chemical Characterization of CAE and EFF-Cp by
HPLC

Qualitative and quantitative analyses of CAE and EFF
were performed as previously described.® Briefly, a
Perkin Elmer Series 200 HPLC, composed of a
Photodiode  Array Detector, quaternary  pump,
autosampler, and online degasser were used. The data
acquisition system was Chromera_ software (Version
3.2.0.4847). The separation was achieved on a
PerkinElImer Brownlee Choice C18 column (150 mm 9
46 mm id; 5 Im) and a gradient of solvent A
(acetonitrile) and solvent B (acetic acid 1 %, adjusted to
pH 3.0) as follows: 5-20 % A (0-30 min) and isocratic 20
% A (30—40 min) as the mobile phase. The flow rate was
kept at 1.0 ml/min. Chromatograms were recorded at
340, while the UV spectra were monitored over a range
of 200-450 nm. The peaks were characterized by
comparing the retention time and UV spectra with the
reference standards, and by the co-injection of the
sample and authentic samples. The crude aqueous
(CAE) and enriched fractions (EFF-Cp) were analyzed at

1.0 mg.mL-1 for all samples.
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As reference samples used were Sigma-Aldrich®
standards. To check the quantitative profile of CAE and
EFF three markers were used: chlorogenic acid,
isoorientina and isovitexin. For this, calibration curves
were performed in the ranges of 0.5-100 ug/ml for
flavonoids and 0.5-50 ug/mL to phenolic acid.The
contents were expressed as milligrams of compound per
gram of extract (mg/g). All analyzes were performed in

triplicate.
2.41n vitro antioxidant activity assay

The in vitro antioxidant activity of CAE and EFF-Cp
was estimated by the inhibition of formation of
thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) induced
by three different free radical generators in a lipid rich
substrate.® Briefly, 500 pl of 0.1% (w/v) lipid homogenate
in phosphate buffer (pH 7.4) was mixed with 500 pl of
trichloroacetic acid (10%) and centrifuged at 1,200g (10
min). The CAE and EFF-Cp at different concentrations
(0.02, 0.2, 2.0, 20 and 200 ug/mL) was added to a test
tube, together with 2,2'-azobis (2-amidino-propane)
dichloride (AAPH - 0.5 M), iron sulfate (FeSO,4) (0.145
mM) or hydrogen peroxide (H,O,) (0.4 M) solutions to
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induce lipid peroxidation. The tubes were incubated at
room temperature for 15 min, and 500 pL of thiobarbituric
acid (TBA - 0.67%) was added and heated at 100°C for
30 min. After cooling, the absorbances were measured
by a spectrophotometer (Micronal®) at 532 nm, and the
results were expressed as equivalentes  of

malondialdehyde (MDA) nmol/mL of substrate.

2.5 In vivo assays

2.5.1 Animals

Male Wistar rats (weighing 250-300 g) were used
in this study and obtained from the Central Animal Facility
of the University of Vale do Itajai/ UNIVALI. The animals
were separated into boxes with five int each box, with
free access to food and water and maintained in 12 h
light-dark cycles at 22 °C (x 1 °C). All experimental
procedure involving animals were performed according
with the Brazilian Guidelines for the Care and Use of
Animals for scientific and teaching purposes - (DBCA-
2013) in accordance with the US guidelines (NIH
publication 85-23, revised in 1996), with the approval of
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the Ethics Committee of the Universidade do Sul de
Santa Catarina/UNISUL (number 12.021.4.03 1V).

2.5.2 Experimental groups

Rats were randomly allocated in the following
groups:
(i) Control. Rats received saline + vehicle (water) (N = 6);
(i) Cg + vehicle (water). Rats were subjected to Cg-
induced pleurisy + vehicle (N= 6);
(i) Cg + dexamethasone (dex). Same as the Cg +
vehicle group, except that dex (0.5 mg/kg i.p.) was
administered one hour after induction (N=6);
(iv) Cg + CAE or EFF-Cp (10 mg/kg). Same as the Cg +
vehicle group, except that CAE or EFF-Cp (10 mg/kg
intragastrically) was administered one hour after Cg
(N=6);
(v) Cg + CAE or EFF-Cp (25 mg/kg). Same as the Cg +
vehicle group, except that CAE or EFF-Cp (25 mg/kg
intragastrically) was administered one hour after Cg
(N=6);
(vi) Cg + CAE or EFF-Cp CAE (100 mg/kg). Same as the
Cg + vehicle group, except that CAE or EFF-Cp (100
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mg/kg intragastrically) was administered one hour after
Cg (N=6);

(vii) Cg + CAE or EFF-Cp (300 mg/kg). Same as the Cg
+ vehicle group, except that CAE or EFF-Cp (300 mg/kg
intragastrically) was administered one hour after Cg
(N=6).

2.5.3 Carrageenan-induced pleurisy

Induction of pleurisy was performed according to.*’
The rats were anesthetized with ketamine hydrochloride
(80 mg/kg) and xylazine (10 mg/kg), and a skin incision
was made at the level of the left sixth intercostal space.
The rats received 0.2 mL of saline containing 2% A-
carrageenan or saline (control) in the pleural cavity. The
skin incision was closed using suture and one hour later,
the animals were treated with different doses of the CAE
or EFF-Cp or water only (control). Four hours after the Cg
injection, the animals were killed, and approximately 1 ml
of pleural exudate was obtained from each animal to
determine the total cell count, LDH activity, nitrite/nitrate
concentration, and cytokine levels. Lung tissue samples
were also taken, to evaluate myeloperoxidase (MPO)

levels, and oxidative damage parameters.
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2.5.4 Inflammatory parameters in pleural exudates

Cell migration, as an indicator of inflammation, was
determined by the cell count in the pleural exudate, in a
Neubauer chamber as previously described.’® The LDH
activity was determined using commercial kits (Analisa —
LDH UV-PP), and while total protein content was
measured at 700 nm by Lowry using bovine serum

albumin as standard.*®

2,55 Measurement of nitrite/nitrate concentration in

pleural exudates

Total nitrite concentration in the pleural exudate
was measured using the Griess reaction, by adding 100
ML of Griess reagent [0.1% (w/v) naphthylethylendiamide
dihydrochloride in H,O and 1% (w/v) sulphanilamide in
5% (v/v) concentrated H3POy4], vol. [1:1] to the 100 uL
sample. The nitrite/nitrate concentration was measured
spectrophotometrically at 550 nm. The results were
expressed as nitrite/nitrate concentration (nmol/mg

protein).”
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2.5.6 Measurement of cytokine levels in pleural

exudates

TNF-a, IL-18 and IL-6 concentrations were
determined in the pleural exudates at 4h after intrapleural
injection of carrageenan. The assay was carried out by
using a colorimetric, commercial ELISA kit
(CALBIOCHEM-NOVABIOCHEM CORPORATION,
USA).

2.5.7 Myeloperoxidase activity in the lung tissue

The lung tissue was homogenized (50 mg/mL) in
hexadecyltrimethylammonium  bromide 0.5% and
centrifuged at 15.000 rpm for 40 min. Next, an aliquot of
the supernatant was mixed with a solution of
tetramethylbenzidine 1.6 mM and 1 mM H,0,. The MPO
activity was measured spectrophotometrically at 650 nm

(37 °C). The results were expressed as mU/mg protein.?*
2.5.8 Determination of oxidative damage parameters
The formation of TBARS during an acid-heating

reaction is widely adopted as a sensitive method for

measuring lipid peroxidation. Briefly, lung tissue samples
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were homogenized and mixed with 1 mL of 10%
trichloroacetic acid and 1 mL of 0.67% TBA.
Subsequently, these were then heated in a water bath at
100°C for 30 min. The equivalent of malondialdehyde
(MDA) was determined by the absorbance at 532 nm
using 1,1,3,3 - tetramethoxypropane as external
standard. The results were expressed as MDA
equivalents (nmol/mg protein).*?

Oxidative damage to proteins was assessed by
determining the level of carbonyl groups, based on the
reaction with dinitrophenylhydrazine (DNPH). Briefly,
proteins were precipitated by the addition of 20%
trichloroacetic acid and redissolved in DNPH, and the
absorbance was monitored at 370 nm. The proteins were
expressed as total carbonyl content (nmol/mg of

protein).?®

2.5.9 Quantification of proteins

The protein assay was used to determination of
nitrite/nitrate  concentration, MPO activity, TBARS test
and protein carbonyl groups was measured using the

Lowry method.™®
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2.5.10 Statistical analysis

Results are expressed as mean + SEM and p < 0.05 was
considered significative. Differences between groups
were determined by one-way analysis of variance
(ANOVA) followed Tukey’'s post hoc test. All statistical
analyses were performed with Statistical Package for the
Social Sciences (SPSS) 21.0 for Windows (SPSS,
Chicago, IL, USA).

3. Results

3.1 Phytochemical charaterization of CAE and EFF-Cp by
HPLC

The HPLC analysis of the CAE and EFF-Cp was
performed as described by.? It was possible dentify the
chlorogenic acid (1), isoorientin (2) and isovitexin (3) as
the major compounds in CAE. (Figure 1 A) Furhter the
EFFCp showed the C-glycosyl flavonoids as the major
compounds (Figure 1B).

Quantitative analyzes were performed to chlorogenic
acid, isoorientina and isovitexin. The analytical curve was

constructed for these compounds at 5 different
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concentrations, and carried out in triplicate. The amounts
of CAE and EFF-Cp are shown in Table 1.

Table 1. Secondary metabolites present in CAE and EFF-
Cp of C. pachystachya.

Chlorogenic acid Isoorientin Isovitexin
CAE* 11.40x£1.0 10.03 £ 0.39 437 +0.34
EFF-Cp* 12.21 £0.14 61.23 £ 0.65 20.11 +0.33

*Amounts expressed in milligrams per gram of CAE/EFF * standard
deviation. These analyzes were performed in triplicate.

3.2 Effect of CAE and EFF- Cp in vitro antioxidant activity

Lipid peroxidation was measured by the formation of
thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) induced
by three free generators (AAPH, FeSO, and H,0;). The
CAE presented significant dose-dependent antioxidant
activity and EFF-Cp presented significant antioxidant
activity especially at low concentrations as 0.02 pg/mL
(Table 2).
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Table 2. Inhibition of lipid peroxidation by CAE and EFF-
Cp induced by free radicals generators (H,O,, FeSO, and

AAPH).
Extracts_and MDA (nmol/mL substrate)
free radical
generators
0.02 0.2 2 20 200

Control mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL
Substrate 0.314+0.036
AAPH 1.474+0.144*

b

AAPH+CAE 1.26740.043° éégéfg'ggﬂ, 1.089+0.08"  0593+0.03°  0.534+0.06"
AAPH+EFF 0.567+0.02° Rk 0.377+0.06° 0,756+0.04° 1.038+1.01°
H:0, 1636+0.03°
:zgzigﬁ}: 1.0924¢003°  0998:005°  0677:0,02°  0597+0.02°  0.534+0.06°
-2 0.941+0.06° 0.411+0.17° 0.398+0,08° 0.257+0.04° 1.038+1.01°
FeSO, 1,53140.10°
Eggg“:gﬁf 1428+001°  0777+0.05°  0624+003°  0.799+0.07°  0.865+0.03"
4 0.711+0.02° 0.380+0.03" 0,3250.04° 0.411+0.09° 1.243+0.05

Each value represents mean + SD.

from H,0,, FeSO,4, AAPH groups (p < 0.05).

2 different from control (p < 0.05) and ° different

3.3 Effect of CAE and EFF-Cp on inflammatory and
oxidative damage parameters in Cg-induced pleurisy

in bronchoalveolar exsudate

3.3.1 Leukocytes migration

Pleurisy induced by carrageenan showed
inflammation and CAE in all doses significantly
decreased leukocytes, mainly in the doses of 100
(414.66+157.93) and 300 mg/kg (434.66+108.50),
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respectively (p<0.05). Dex also inhibited leukocytes
by 479.0+£53.65, (p<0.05) (Figure 2A).

Under the same conditions, the EFF-Cp in all
tested doses significantly decreased leukocytes in
pleural lavage, highlighting doses of 10
(464.20+£105.55), 25 (652.00£52.9) and 100 mg/kg
(109.01+67.69), respectively (p<0.05). Dex also
inhibited leukocytes by 447.60+£0.89, (p<0.05) (Figure
2B).

3.3.2 Total protein and LDH activity

The CAE was able to decrease LDH enzyme
activity in pleural lavage in all tested dosesand no
significant difference between LDH and the doses of
10 (80.95+3.36) and 25 mg/kg (77.71+5.03), (p<0.05)
were detected (Figure 3A). Furthermore, CAE was
able to decrease total protein levels, specially at
doses of 25 (0.93+0.06), 100 (0.81+0.009) and 300
mg/Kg (0.96+0.03) (p<0.05). Dex also decrease total
protein levels by 0.71+0.07, (p<0.05) (Figure 3B).

In the same protocol, EFF-Cp showed to be
effective in all tested doses, since the LDH activity

decreased in pleural lavage when compared to
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vehicle. No significant difference between the doses
of 10 (72.69+9.54), 25 (72.57+4.96) and 100 mg/Kg
(75.63+8.04) were observed. As expected, Dex also
decrease total LDH activity by 66.95+16.86, (p<0.05)
(Figure 3C). Additionally, EFF-Cp was able to
decrease total protein levels, at doses of 10
(0.66+0.09), 25 (0.94+0.01) and 100 mg/Kg
(1.07+£0.01) (p<0.05). No significant difference
between the doses of 25 and 100 mg/Kg. Dex also
decrease total protein levels by 0.60+0.08, (p<0.05)
(Figure 3D).

3.3.3 TNF-q, IL-1p and IL-6 levels

To determine whether the modulation of leukocyte
migration, the levels of the cytokines TNF- a, IL-1B
and IL-6 were measured.

The CAE and EFF-Cp induced a significant
decrease in IL-1 B, whilethe CAE in the doses of 100
(465.30+211.21), 300 (310.67+292.31) mg/kg and
EFF in the lower doses of 10 (401.42+82.66) and 25
(370.71+65.49) mg/kg (p < 0.05) (Figure 4 B,E).
Furthermore, the TNF- a levels were also decreased
by CAE treatament at 100 (417.80+61.16), 300
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(252.66+81.13) mg/kg as well as EFF-Cp at 10
(515.29+18.71), 25 mk/kg (566.23+£33.75), (p < 0.05)
(Figure 4 A,D). On the IL-6 levels, the CAE caused
significant decrease at the doses of 10
(494.70+17.35), 25 (321.7045.40), 100
(226.33+124.50) and 300 (145.0+47.69) mg/Kg, (p <
0.05) (Figure 4 C). Finally, the lowerdoses of the EFF-
Cp 10 (790.18+16.79) and 25 (1017.38+137.37)
mg/Kg caused significant decreases in IL-6 levels (p <
0.05) (Figure 7F). Dexamethasone also significantly
decreased the levels of these pro-inflammatory
cytokines (p < 0.01), (Figure 4 F).

3.3.4 Nitrite/nitrate concentration

A significant  decrease  of nitrite/nitrate
concentration in the pleural exudate was observed
after the administration of CAE, EFF-Cp and Dex in
relation to the animals that only received
carrageenan. The CAE was able to decrease of
nitrite/nitrate concentration especially at dose of 100
(0.07+0.006) and 300 mg/kg (0.055+0.0004) at 4 h in
the inflammatory response induced by carrageenan
(p<0.05). Dex also decrease of nitrite/nitrate
concentration by 0.01+0.001, (p<0.05). (Figure 5A).
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The EFF-Cp induce a marked reduction in
nitrite/nitrate concentration by doses 10
(0.099+0.007), 25 (0.06+£0.004) and 100 (0.10+0.004)
mg/Kg, (p<0.05). (Figure 5B).

3.4 Acute lung inflammation and oxidative damage

3.4.1 MPO enzymatic activity

The effects of CAE and EFF-Cp were assessing
by MPO activity in neutrophilic infiltrate marker in the
lung tissue. The CAE was able to decrease MPO
activity at dose of 100 mg/kg (0.03+0.02) in the
inflammatory response induced by carrageenan
(p<0.05). Dex also inhibited this enzyme (0.04+0.01)
(p<0.05). In addition, No significant difference
between the doses of 100 mg/Kg and Dex, suggesting
that these treataments are equally to protect to
oxidative damage (Figure 6A).

Under the same conditions, the EFF-Cp at 10
(0.04+0.001), 25 (0.04+0.002) and 100 mg/kg
(0.038£0.007) was able to decrease MPO activity
(p<0.05). Dex also inhibited this enzyme (0.04+0.01).
No significant difference between the doses of EFF-
Cp and Dex, (p<0.05) was observed (Figure 6B).
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3.4.2 Measurement of TBARS levels

Lung injury induced by carrageenan was also
characterized by the increase of oxidative damage in
macromolecules. These levels were reversed by the
administration of CAE and EFF-Cp, showed to be
more effective than Dex. The CAE (25, 100 and 300
mg/kg), yeilding a marked reduction in TBARS levels
by 0.0018+0.0005; 0.0010+0.0002 and
0.0013+0.0007, respectively (p<0.05). As expected,
Dex also inhibited this same inflammatory parameter
(0.0019+0.0002) (p<0.05) (Figure 7A).

The EFF-Cp (10, 25 and 100) also caused a
marked reduction in  TBARS levels by
(0.0024+0.00003), (0.0026+0.0003) and
(0.0036+0.0002), respectively (p<0.05). The same
protector potential against oxidative damage was
observed by Dex (0.0020+0.00009) (p<0.05) (Figure
7C).

3.4.3 Measurement of protein damage

The diferente aspects of antioxidante activity of

CAE and EFF-Cp are presented in Figure 7.
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Treatment with CAE was able to decrease
carbonyls groups at a dose of 100 mg/kg (0.051+0.01)
and 300 mg/kg (0.078+0.007) when compared to
carrageenan group (p<0.05). Dex also decrease
carbonyls groups by 0.066+0.01, (p<0.05) (Figure
7B).

All the doses of the EFF-Cp [10 (0.08+0.007), 25
(0.051+0.017), 100 (0.054+0.006) or 300 (0.111+0.01)
mg/Kg], reduced the oxidative damage to proteins in
lung tissue. Dex also decrease carbonyls groups by
0.077+0.008, (p<0.05) (Figure 7D).

Discussion

The inflammation process is closedly associated to
immune responses and can be characterized by swelling,
redness, heat, pain and dysfunction of tissue and
organs.”* The inflammation process is related to
synthesis and excessive secretion of pro-inflammatory
mediators as MPO, nitric oxide, TNF-a, IL-1(3, IL-6 and
the production and release reactive species of oxygen
and nitrogen.?>?’

In this study, crude aqueous extracts (CAE), and an

enriched flavonoid fraction (EFF-Cp) were obtained from
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the C. pachystcahya leaves, evaluated on inflammation
and oxidative damage induced by carrageenan in the
model of pleurisy in rats.

In the present study, the treatment with CAE or e
EFF-Cp decreased lipid peroxidation in vitro, suggesting
that both samples posses antioxidant activity against the
ROS generator tested (AAPH, FeSO, and H,0,).
Furthermore, it was found that the lower concentrations
EFF-Cp significantly were able to inhibit the formation of
malondialdehyde.

The cell membrane flow is related to the presence of
chains unsaturated phospholipids and cholesterol and
lipid damage of this layer tend to decrease membrane
fluidity. The attack of some reactive species leading to
oxidation of many molecules of fatty acids.?®. Lipid
peroxidation antioxidants may be interrupted by
interrupting the chain peroxidation reacting with peroxyl
radicals and alkoxyl thus preventing the propagation of
the chain in the lipid membranes.?®

Recent studies support our work demonstrating the
ability of C. pachystcahya to protect oxidative damage,
and that this activity is attributed to the C-glycosides
flavonoids.®. Since orientin and his isomer, isoorientin are

the major flavonoid in CAE as well as in th EFF-Cp its
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powerful antioxidant function could be attributed to
elimination of free radicals.*® In addition, other important
activities are assigned to C-glycosides such as cytokines
inhibition, decrease in proinflammatory production and
leukocyte migration, among other purposes.*!

In our study, the results provide a direct evidence that
C. pachystachya has anti-inflammatory and protective
effect against oxidative damage, demonstrated by lipid
peroxidation and nitric oxide decrease, as well as by
inhibition of IL-1B, IL-6 and TNF-a, and reducing the
leukocyte activation site of inflammation.

The anti-inflammatory effect of C. pachystachya coul
be explained mainly by the inhibition of leukocytes. EFF-
Cp was more effective in inhibiting the inflammatory
parameters than CAE at lower doses (10, 25 and 100
mg/kg).

These data re in agreement with previous studies that
shown the anti-inflammatory activity from methanolic
extract of C. pachystachya by the model of ear edema
induced by croton oil, arachidonic acid, capsaicin,
etilfenilpropiolato (PPE) and phenol. The results showed
significant reduction in leukocyte influx into the tissue

during acute and chronic inflammation in Swiss mice.*
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The pleurisy model, besides being very useful for
screening of anti-inflammatory compounds has a
characteristic bimodal profile. | the first phase (4 hours),
there is an increased exudation with mass leukocyte
migration into the pleural cavity, mostly activated
neutrophils, characteristic profile of innate or natural
immune response.® The recognition molecules used by
the innate system are expressed by a large number of
cells, this system is ready to act quickly after finding an
attacker toxin or pathogen.? In addition to assessing the
ability of the CAE and EFF-Cp, as the protector of lipid
damage in the lung tissue were evaluated by carbonyls
levels used as protein oxidation biomarker mediated
ROS. These results herein described, demonstrate CAE
and EFF-Cp are effective in stress oxidative protection by
inflammatory action of carrageenan.

Whereas proteins contain several reactive sites on
oxidative stress process, the first event is the formation of
a radical centered on carbon by extraction He in a peptide
bond with the consequent fragmentation of the chains
and oxidation of amino acids, producing carbonyl
compounds. Additionally, proteins can contain with metal
binding sites that are susceptible to reactions of oxidation

and reduction, which can produce a sequence of signals
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that degrade these proteins.®®* The results of this
research suggest that the CAE and EFF-Cp have an
important role in reversing effect of stress on
carbonylation in proteins of pleural exudate.

MPO is an enzyme that has the ability to generate
reactive species such as hypochlorous acid. This enzyme
consist in of approximately 5% of the neutrophil proteins,
considered a marker for these cells is also responsible by
O, consumption together with the NADPH oxidase
enzyme complex.®* NADPH oxidase is responsible for
reducing the molecular oxygen (O,) to superoxide radical
anion (O2) whichis converted to H,O, by superoxide
dismutase (SOD). The H,0; is responsible for destroying
the bacteria directly, or through their conversion into
hydroxyl ions (OH) or hypochlorous acid (HOCI).*

The ROS produced by MPO is, in part, responsible to
the destruction of agents involved in damage associated
with different types of inflammatory diseases. This
enzyme has been gaining attention as target in the
development of new drugs by inhibition on its
activities.***” This inhibition by CAE (100 mg/kg) and
EFF-Cp (10-100 mg/kg) on the activity of MPO and
TBARS were similar to those presented by the reference

drug dexamethasone (p< 0,05).
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Although there are not studies to demonstrate in the
inflammation of the respiratory tract.This study
demonstrated that CAE and EFF-Cp has ability to
decrease MPO activity as previously described.’
Furthermore, several studies suggest that inhibition of
MPO by flavonoids, is considered an important anti-
inflammatory cellular mechanism.®3%%°

Another important parameter herein evaluated was
the LDH activity. Considered a cytosolic tetrameric
enzyme that catalyze the conversion of pyruvate to
lactate in all tissues. Its detection in high concentrations
in extracellular fluids is indicative of cell death or loss of
integrity.**#

The release of inflammatory mediators are
associated with several acute and chronic inflammatory
diseases, including pneumonia and asthma where there
is an increase of inflammatory mediators such as NO,
TNF-a, IL-1B.14243

Another important signal inflammatory process is
the formation of exudate, which is closely related to NO
production by nitric oxide synthase (NOS) present in
endothelial cells and in inflammatory diseases. This
enzyme has three isoforms: endothelial nitric oxide

synthase (eNOS or NOS1), inducible nitric oxide
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synthase to (NOS2 or iINOS) and neuronal nitric oxide
synthase (NNOS or NOS3). The nNOS and eNOS
isoforms are related to physiological processes to
maintain homeostasis of the organism. Since isoform
INOS is induced, that is activated by the release of
inflammatory mediators such as proinflammatory
cytokines.**

In this context our results showed that the CAE at
the concentrations tested (100-300 mg/kg) and EFF-Cp
(10-100 mg/Kg) were able to reduce the concentrations
of nitrite and nitrate levels, product of NO metabolites and
TNF-a, IL-18 and IL-6 in the pleural cavity during the
inflammatory process generated by carrageenan.

This study was the first study evaluating C.
pachystachya CAE and its EFF-Cp in a model of
pleurisy on oxidative and inflammatory damage
induced by carrageenan in animals as well as
biochemical parameters cytokines, enzymes, NO and
oxidative damage in the lung tissue. It is important to
note that an enriched fraction of flavonoids C-glycosyl,
with isoorientin, and orientin isovitexin as the main
components, may have contributed to these effects.
However, more studies are needed to clarify

thespecific mechanism of CAE en eff, is believed to
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be related to the anti-inflammatory and antioxidant

actions of flavonoid C-glycosides present in the plant.
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Legends of Figures

Figure 1. HPLC chromatographic profile of C.
pachystachya CAE (A) and EFF (B) with diode array
detection at 340 nm. (1) chlorogenic acid; (2) isoorientin;
(3) isovitexin. For chromatographic conditions, see

Matherial and Methods section.

Figure 2. Effects of C. pachystachya CAE (A) and EFF
(B) (10-300 mg/kg) administered intragastrically in the
murine model of pleurisy induced by Cg on leucocyte
count in the pleural exudate. Sal is the negative control
group with animals treated with saline solution only (0.9%
NaCl). Cg is the positive control group with animals
treated with Cg only. Dex is the group of animals treated
with dexamethasone (0.5 mg/kg intraperitoneally). Bars
indicate the mean + S.D. of 6 animals, “p<0.05 compared
to the control group and *p<0.05 compared to the Cg
group.

a = statistical differences in relation to dex;

b = statistical differences in relation to dose 10 mg/Kg;
c = statistical differences in relation to dose 25 mg/Kg;
d = statistical differences in relation to dose 100 mg/Kg;
e =statistical differences in relation to dose 300 mg/Kg.
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Figure 3. Effects of C. pachystachya CAE and EFF (10-
300 mg/kg) administered intragastrically in the murine
model of pleurisy induced by Cg on LDH activity CAE (A)
and EFF (C), total protein CAE (B) and EFF (D) in the
pleural exudate, respectively. Sal is the negative control
group with animals treated with saline solution only (0.9%
NaCl). Cg is the positive control group with animals
treated with Cg only. Dex is the animals treated with
dexamethasone (0.5 mg/kg intraperitoneally). Bars
indicate the mean + S.D. of 6 animals, “p<0.05 compared
to the control group and *p<0.05 compared to the Cg
group.

a = statistical differences in relation to dex;

b = statistical differences in relation to dose 10 mg/Kg;
c = statistical differences in relation to dose 25 mg/Kg;
d = statistical differences in relation to dose 100 mg/Kg;
e = statistical differences in relation to dose 300 mg/Kg.

Figure 4. Levels or TNF-q, IL-1B and IL-6 levels in pleural
exudates of rats subjected to Cg administration and
treated with C. pachystachya CAE (A, B and C) and EFF
(D, E and F) (10-300 mg/kg) intragastrically respectively.
Sal is the negative control group with animals treated with
saline solution only (0.9% NaCl). Cg is the positive
control group with animals treated with Cg only. Dex is
the group of animals treated with dexamethasone (0.5
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mg/kg intraperitoneally). Bars indicate the mean = S.D. of
6 animals, "p<0.05 compared to the control group and
*p<0.05 compared to the Cg group.

a = statistical differences in relation to dex;

b = statistical differences in relation to dose 10 mg/Kg;
c = statistical differences in relation to dose 25 mg/Kg;
d = statistical differences in relation to dose 100 mg/Kg;
e = statistical differences in relation to dose 300 mg/Kg.

Figure 5. Nitrite/nitrate concentration in pleural exudates
of rats subjected to Cg

administration and treated with C. pachystachya CAE (A)
and EFF (B) (10-300 mg/kg) intragastrically. Sal is the
negative control group with animals treated with saline
solution only (0.9% NaCl). Cg is the positive control
group with animals treated with Cg only. Dex is the group
of animals treated with dexamethasone (0.5 mg/kg
intraperitoneally). Bars indicate the mean = S.D. of 6
animals, *p<0.05 compared to the control group and

*p<0.05 compared to the Cg group.

a = statistical differences in relation to dex;

b = statistical differences in relation to dose 10 mg/Kg;
¢ = statistical differences in relation to dose 25 mg/Kg;
d = statistical differences in relation to dose 100 mg/Kg;
e =statistical differences in relation to dose 300 mg/Kg.
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Figure 6. Myeloperoxidase activity in lung tissue of rats
subjected to Cg administration and treated with C.
pachystachya CAE (A) and EFF (B) (10-300 mg/kg)
intragastrically. Sal is the negative control group with
animals treated with saline solution only (0.9% NacCl). Cg
Is the positive control group with animals treated with Cg
only. Dex is the group of animals treated with
dexamethasone (0.5 mg/kg intraperitoneally). Bars
indicate the mean + S.D. of 6 animals, *p<0.05 compared
to the control group and *p<0.05 compared to the Cg
group.

a = statistical differences in relation to dex;

b = statistical differences in relation to dose 10 mg/Kg;
c = statistical differences in relation to dose 25 mg/Kg;
d = statistical differences in relation to dose 100 mg/Kg;
e = statistical differences in relation to dose 300 mg/Kg.

Figure 7. Oxidative damage in lipids through
thiobarbituric acid reactive substances (TBARS)
measurement and in proteins with protein carbonylation
determination in lung tissue of rats subjected to Cg
administration and treated with C. pachystachya CAE (A
and B) and EFF (C and D) (10-300 mg/kg) intragastrically
respectively. Sal is the negative control group with
animals treated with saline solution only (0.9% NaCl). Cg
is the positive control group with animals treated with Cg
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only. Dex is the group of animals treated with
dexamethasone (0.5 mg/kg intraperitoneally). Bars
indicate the mean + S.D. of 6 animals, “p<0.05 compared
to the control group and *p<0.05 compared to the Cg
group.

a = statistical differences in relation to dex;

b = statistical differences in relation to dose 10 mg/Kg;
¢ = statistical differences in relation to dose 25 mg/Kg;
d = statistical differences in relation to dose 100 mg/Kg;
e =statistical differences in relation to dose 300 mg/Kg.

Glossary

AAPH — 2,2’-azobis (2-amidino-propane) dichloride
CAE - Crude aqueous extract

Cg — Carrageenan

Dex — Dexametasone

EFF - Enriched Fraction in flavonoids

FeSO, — Iron sulfate

H,O, — Hydrogen peroxide

HPLC - High Performance Liquide Chromatography
IL1B — Interleukin 13

IL6 — Interleukin 6

LDH - lactate dehydrogenase

MPO — Myeloperoxidase

NO — Nitric Oxide

ROS — Reactive oxygen species
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TBARS — Thiobarbituric acid reactive substances

TNFa — Tumoral Necrosis Factor a
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Figure 3
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Figure 5
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Figure 6
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Figure 7
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6 DISCUSSAO GERAL

Espécies do género Cecropia sdo utilizadas para o tratamento de
problemas respiratorios, como tosse, asma € bronquite, pressdo alta,
diabetes, inflamacgdes, além de serem empregadas como diurético e
cardiotonico a muito tempo pela polulacdo, utilizando-se principalmente
as folhas, além de cascas e brotos nestas preparacdes (DI STASI et al.,
2002; LORENZI; MATOS, 2008; MORS; RIZZINI; PEREIRA, 2000;
PIO-CORREA, 1978; SIMOES et al., 1998). A espécie Cecropia
hololeuca, identificada como “Imbauba” fez parte da 1* edicdo da
Pharmacopeia Brasileira (SILVA, 1926), fato que corrobora com o uso
popular antigo do género Cecropia.

As espécies mais abundantes na regido sul do Brasil sdo C.
glaziovii Sneth. E C. pachystachya Trécul (BERG; ROSSELLI, 2005).
Nos altimos anos, diversos grupos de pesquisa, no Brasil e em paises da
América Latina estdo contribuindo com o conhecimento cientifico sobre
0 género Cecropia com vistas a ampliar os estudos farmacolégicos e
guimicos necessarios para comprovar o0 potencial uso terapéutico das
espécies.

Sobre a composicdo quimica das espécies estudadas neste
trabalho, sdo descritos como compostos majoritarios acido clorogénico,
isoorientina e isovitexina, sendo que estes metabolitos ocorrem
concomitantemente em C. glaziovii e C. pachystachya, porém diferem
guantitativamente. Analises das FEF-Cg e FEF-Cp indicaram que estas
eram constituidas majoritariamente pelos compostos isoorientina,
isovitexina quando comparadas com os EA-Cg e EA-Cp. O é&cido
clorogénico também esta presente, porém, ao contrario do extrato bruto,
este é minoritario quando comparado aos flavonoides.

Séo descritos na literatura um grande ndmero de trabalhos que
abordam e demonstram a acdo antioxidante e 0s respectivos mecanismos
de acdo dos compostos fendlicos, estes estudos datam desde 1948. Mais
especificamente sobre flavonoides, entre as varias atividades
farmacoldgicas descritas, destacam-se as atividades anti-inflamatéria,
ati-asmética, anti-viral, entre outras. Estas atividades podem ser
atribuidas, em parte as propriedades antioxidantes e de protecdo aos
danos oxidativos da membrana celular, cujos mecanismos estdo
relacionadas a estrutura quimica e a capacidade de interagir com as
ligagbes lipidicas, caracteristicas estas consolidadas na literatura
internacional (GULCIN, 2012; HEIM; TAGLIAFERRO; BOBILYA,
2002; LAGO et al., 2014; PRAVEENA et al., 2013; RICE-EVANS;
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MILLER; PAGANGA, 1996; SEKHER et al., 2001; TALHI; SILVA,
2012).

Adicionalmente, estudos da atividade antioxidante atribuida aos
flavonoides C-glicosideos, embora com menor frequéncia, também séao
descritos (MATERSKA et al, 2015; ODONTUYA; HOULT;
HOUGHTON, 2005; ORTMANN et al., 2016; PACHECO et al., 2014;
TALHI; SILVA, 2012). Cabe destacar que, é conhecido que a atividade
antioxidante de isoorientina, flavonoide C-glicosideo majoritario nas
FEF-Cg e FEF-Cp, produz efeitos através da eliminagdo de EROs.
(ANDRADE-CETTO; WIEDENFELD, 2001; CHAILLOU;
NAZARENO, 2006; NICASIO-TORRES; ERAZO-GOMEZ; CRUZ-
SOUSA, 2009).

De acordo com Halliwell (1995), a atividade antioxidante de um
composto ou de uma substancia, deve ser avaliada inicialmente in vitro,
pois o resultado obtido permite verificar o potencial antioxidante da
amostra testada. Nesse contexto, a peroxidacdo lipidica foi avaliada em
um estudo pre-eliminar (in vitro) pelo ensaio de TBARS, o qual €é
utilizado extensivamente para estimar a peroxidacdo dos lipideos nas
membranas e sistemas biolégicos.

No presente trabalho, a peroxidacéo lipidica foi induzida por trés
diferentes geradores de EROs, sendo o AAPH gerador de radicas
peroxila (LOOH®), FeSO, gerador de radical anion superéxido (O,") e
H,0, gerador deradical hidroxila (OH®). Os extratos de C. glaziovii e C.
pachystachya reduziram os niveis de peroxidacao lipidica e reduziram a
producdo de TBARS.

Os primeiros estudos farmacolégicos publicados para a espécie
C.glaziovii datam de 1996 a 2013. Ja os estudos farmacoldgicos
publicados da espécie C. pachystachya, sdo mais recentes e datam de
2003 a 2016, conforme abordado no Capitulo 2. Contudo, sdo poucos
estudos com os extratos aquosos das folhas dessas plantas e ndo sdo
descritas atividades farmacolégicas em modelo in vivo anti-inflamatorio
e/ou antioxidante no trato respiratério.

Nos estudos em ratos Wistar da presente tese, demonstramos a
propriedade anti-inflamatoria do extrato aquoso de C. glaziovii (EA-Cg)
e C. pachystachya (EA-Cp) e sua fracdo (FEF-Cp), pois estas amostras
foram capazes de inibir a migracdo de leucdcitos na cavidade pleural
dos ratos quando submetidos a inducdo da pleurisia induzida pela
carragenina.

Resultados similares sdo descritos apenas para a espécie C.
pachyscatchya: uma redugdo significativa no influxo de leucdcitos no
tecido, foi verificada quando camundongos Swiss foram tratados com
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extrato metandlico das folhas de C. pachystachyano modelo da edema
de orelha induzido por 6leo de créton. (ARAGAO et al., 2013). Ainda
mais recentemente nos experimentos de Pacheco et al., (2014) foi
demonstrado, através do modelo do edema de orelha induzido pelo dleo
de créton, que o extrato metandlico de C. pachyscatchya reduziu
significativamente o influxo de leucécitos no tecido durante a
inflamac&o aguda e cronica.

Além disso, nesta tese foi mostrado que FEF-Cp, nas mesmas
doses do EA-Cp, apresentou resultados semelhantes ao farmaco de
referéncia dexametasona. A atividade anti-inflamatéria dos flavonoides,
ja estd bem caractecizada na literatura, em diferentes modelos
experimentais tanto in vivo, quanto in vitro. O flavonoide C-glicosideo,
orientina, demonstrou ser capaz de inibir a migracdo de leucdcitos
induzida por lipopolissacarideo (LPS) em modelos experimentais in
vitroe in vivo, confirmando assim sua utilidade como uma terapia em
doencas inflamatérias. (LEE, KU; BAE, 2014).

O modelo da pleurisia, além de ser considerado muito Util para a
triagem de novos farmacos anti-inflamatdrios, possui como
caracteristica um perfil bimodal (4 e 48 horas) e, em sua primeira fase (4
horas), ocorre um aumento da exsudacdo com massiva migracdo
leucocitaria para a cavidade pleural, sendo na sua grande maioria
neutrofilos ativados, perfil caracteristico da resposta imune inata ou
natural. (SALEH; CALIXTO; MEDEIROS, 1996). As moléculas de
reconhecimento utilizados pelo sistema inato sdo expressas por um
grande numero de células, este sistema estd pronto para agir
rapidamente ap6s encontrar um patgeno invasor ou toxina e constitui,
assim, a resposta do hospedeiro inicial. (CHAPLIN, 2010).

Estudo recente de C. pachystachya, demonstrou que a fracdo
metandlica enriquecida em flavonoides C-glicosideos do extrato bruto
das folhas, reverteu o comportamento depressivo, além de proteger o
dano causado pelo estresse oxidativo no sistema nervoso central.
(ORTMANN et al., 2016).

A inibicdo dos niveis da atividade enzimética pelos EA-Cg, EA-
Cpe FEF-Cp sobre a atividade da MPO e sobre as concentracBes de
TBARS foram préximas aos apresentados pelo farmaco de referéncia
dexametasona. Embora ndo existam até o momento estudos que
demonstrem através de um modelo de inflamacao no trato respiratorio, a
capacidade das espécies C. glaziovii e C. pachystachya em diminuir a
atividade desta enzima, foi demonstrado que a FEF-Cp reduziu
significativamente os niveis da MPO avaliados no balango oxidativo
com perfil neuroprotetor em diferentes regides cerebrais em ratos. Efeito
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este atribuido pelos autores, aos flavonoides C-glicosideos presentes na
fracdo. (ORTMANN et al., 2016). Além disso, varios estudos apontam
gue a inibicdo da exacerbacdo enzimatica pelos flavonoides, €
considerada um importante mecanismo celular anti-inflamatério. (RICE-
EVANS; MILLER,; PAGANGA, 1996; MIDDLETON;
KANDASWAMI; THEOHARIDES, 2000; KIM et al., 2004).

Outro parametro bioquimico importante a ser avaliado no
processo inflamatdrio sdo os niveis da atividade enzimatica LDH.
Considerada uma enzima citosolica tetramérica, apresenta cinco
isoenzimas que catalisam a converséo do lactato a piruvato em todos 0s
tecidos. Sua deteccdo em concentragdes elevadas em fluidos
extracelulares é um indicativo de morte ou perda de integridade celular.
(HENDERSON, 1984; DRENT et al., 1996).

Os niveis da atividade enzimatica da LDH foram diminuidos
significativamente, apds o tratamento com o EA-Cg, EA-Cp e FEF-Cp,
quando comparados com o grupo controle (P<0,05). Adicionalmente
verificou-se no tratamento a protecdo na ingridade de proteinas totais.

A fase aguda do processo inflamatorio, caracteriza-se por uma
série de eventos inter-relacionados, entre os quais o acUimulo de
leucocitos dos vasos para o interior do tecido injuriado. Este processo
envolve a participacdo de diferentes tipos celulares tais como,
neutréfilos, macréfagos, mastocitos, linfdcitos, plaguetas, células
dentriticas, células endoteliais, fibroblastros entre outras. (BARNES,
2013; DENNIS; NORRIS, 2015; KIRKHAM et al., 2011). Além disso,
esta ativagdo promove a producéo e liberagdo pelas células infiltradas no
tecido lesado, principalmente os neutrofilos e diversos mediadores
inflamatorios tais como: aminas vasoativas (histamina e serotonina),
mediadores derivados de lipideos (prostanoides e leucotrienos),
mediadores peptidicos (bradicinina, taquicininas e endotelinas),
proteases, entre outros, além de mediadores que tém sua producdo
estimulada, tais como: IL-1B, TNF-a, IL-6, quemocinas, NO, EROs
entre outros. (OLZA etal., 2012; BARNES, 2013; FUJISHIMA, 2014).

Considerando que os flavondides sdo reconhecidos como potentes
compostos antioxidantes devido a sua capacidade de eliminacdo de
radicais de EROs e sua capacidade em reduzir as concentragcdes dos
metabdlitos do NO (CERQUEIRA et al., 2008). Neste contexto, 0s
nossos resultados demonstraram que o EA-Cg, EA-Cp e FEF-Cp (10-
300 mg/Kg), foram capazes de reduzir as concentragdes dos niveis de
nitrito e nitratos. Cabe ressaltar que, a FEF-Cp (10 mg/Kg) que atingiu
niveis semelhantes ao farmaco de referéncia dexametasona.
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Nos experimentos de Ventura (2011), os extratos aquosos de C.
pachystachya foram capazes de inibir a producdo de NO, TNF-a, PGe2,
além de inibir o crescimento micobacteriano, dados que corroboram
com o processo de inibicdo dos metabdlitos do NO e das citocinas pelas
amostras EA-Cp e FEF-Cp.

Embora existam muitos componentes celulares e moleculares
bem caracterizados do sistema imune inato e adaptativo que influenciam
0s processos inflamatdrios, as interleucinas (IL) sdo consideradas
essenciais na iniciacao, regulacdo e resolucdo da inflamagdo. Estudos
recentes de ILs provocaram uma mudanca de paradigma na
compreensdo da imunidade inata e adaptativa, pois tém alimentado
investigagdes extensas para estas células, devido ao potencial de
influéncia das ILs na salde humana e nas doengas, sendo passiveis de
estratégias terapéuticas que podem ser utilizadas para modular a
resposta de diversas doencgas inflamatérias. (SONNENBERG; ARTIS,
2015).

Dentre as citocinas pro-inflamatérias podemos destacar o TNF-a,
a IL-1p e a IL-6 por suas importancias em diferentes doencas de carater
inflamatdrio. A IL-6 é produzida amplamente por varias células, tais
como fibroblastos, células endoteliais, queratindcitos, mondcitos, células
T, mastdcitos, células tumorais e neuronais. E conhecida como pro-
inflamatéria, produzida em  resposta ao tratamento da
carrageninajuntamente com TNF-a e IL-1p e utilizada muitas vezes
como marcador da ativagdo sistémica das citocinas pré-inflamatorias.
Também ha evidéncias de que a IL-6 pode ter propriedades pré
inflamatoria e anti-inflamatoria. (FRODE; SOUZA; CALIXTO, 2002).

Embora  diversas  citocinas  estejam  envolvidas no
desenvolvimento e estabelecimento da inflamacg&o, sabe-se que 0 TNF-a
e a IL-1P tem um papel central neste fendmeno principalmente quando a
resposta imune inata é proeminente, incluindo a resposta inflamatéria
presente no modelo da pleurisia induzida pela carragenina. (FRODE;
SOUZA; CALIXTO, 2001). Contudo ndo sdo encontrados outros
estudos que apresentem a acdo de C. pachystachyae ou C. glaziovii
sobre as citocinas IL-1p e IL-6, porém os estudos na inibicdo das
citocinas, entre elas TNF-o, IL-1p ¢ IL-6 pelos flavonoides séo
corroborados por Bobe et al., (2010) e Spencer et al., (2012).

As citocinas estdo intimamente relacionadas com o estado redox
intracelular, ou seja, 0 aumento da geracdo de ERO promove uma
reducdo simultdnea na atividade do sistema enzimatico da defesa
antioxidante. Além disso, o estresse oxidativo pode ativar o gene
NLRP3 (NOD-like receptor family, pyrindomaincontaining 3) este por
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sua vez estimula a producéo da IL1, considerada uma citocina altamente
inflamatoria. (OGUNBILEJE et al., 2014). Adicionalmente, em doencas
pulmonares, a exacerbacdo de geracdo de EROs intracelulares podem
levar a apoptose a ao dano do DNA, ainda o contelido toxico de células
apoptoticas podem levar a inflamacéo cronica neste 6rgdo. (ERWIG;
HENSON, 2008).

No que concerne aos niveis de 0 TNF-a, as IL-1B e IL-6 na
cavidade pleural durante o processo inflamatério gerado pela
carragenina, apenas o EA-Cg, ndo apresentou resultado significativo
para a IL-6. Melhor resultado verificou-se para a FEF-Cp frente as
citocinas avaliadas, se comparados com o grupo controle e também ao
farmaco dexametasona (P<0,05).

No intuito de investigar as atividades farmacoldgicas das espécies
estudadas, foi observado que ambas apresentaram atividade frente aos
pardmetros inflamatérios avaliados e do estresse oxidativo. Entre as
espécies estudadas, C. pachystachya demonstrou atividade anti-
inflamatdria mais promissora em relagdo a inibicdo da maioria dos
parametros estudados se comparado com C. glaziovii. Além disso, foi
possivel observar com relacdo aos parametros do estresse oxidativo,
avaliados no tecido pulmonar, C. pachystachya demonstrou ser mais
efetiva que C. glaziovii, inibindo a atividade da MPO, na protecéo ao
dano lipidico e na integridade de proteinas com grupos carbonilas.

Os resultados obtidos in vitro e in vivo, permitiram inferir que o
EA-Cp é mais promissora sob o ponto de vista farmacol6gico, que nos
conduziu a uma nova perspectiva de investigacao in vivo com a fragéo
enriquecida em flavonoides C-glicosideos no modelo da pleurisia.
Possibilitando verificar uma resposta mais efetiva com a FEF-Cp.

No decorrer do trabalho, algumas hipdteses foram surgindo,
porém ndo puderam ser abordadas na presente tese, tornando-se assim
temas a serem respondidos por trabalhos futuros. Como perspectivas,
pode-se destacar:

¢ Realizacdo de estudos avaliando-se as atividades de C. glaziovii
e C. pachystachya na asma brénquica em camundongos;

¢ Realizagdo de estudos para detalhar o mecanismo de acédo anti-
inflamatorio e antioxidante das espécies estudadas.
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7 CONCLUSAO

Este foi o primeiro estudo in vitro e in vivo, através da via de
administracdo intragastrica do extrato aquoso e fragdo enriquecida em
flavonoides C-glicosideos a demonstrar o efeito anti-inflamatério e a
protecdo ao dano oxidativo de Cecropia glaziovii e C. pachystachya. Os
resultados obtidos no presente estudo, indicam que as espécies estudadas
apresentam importantes propriedades anti-inflamatoria e antioxidante
avaliadas no modelo de pleurisia induzida pela carragenina em ratos,
uma vez que:

e Os extratos aquosos e suas fracdes das folhas das espécies
estudadas, caracterizados quimicamente quanto aos seus COmMpOStos
majoritarios, demonstraram possuir prote¢cdo ao dano causado pela
peroxidacdo lipidica, avaliados in vitro, porém os resultados das fracfes
enriquecidas em flavonoides (FEF-Cg e FEF-Cp) foram mais efetivos,
onde concentragdes menores foram capazes de exercer maior protecdo
ao dano lipidico da membrana;

e Diminuiram a migracdo de leucocitos bem como mediadores
liberados por células, como NO, no exsudato pleural;

e Diminuiram o0s niveis de proteinas totais e a atividade
enzimética da LDH,;

e Promoveram inibicdo de citocinas pré-inflamatdrias do tipo IL-
1B, IL-6 e TNF-a, responsaveis pela quimiotaxia de leucocitos, no
modelo experimental estudado. Com exce¢do do EA-Cg que ndo
demonstrou resultado significativa para IL-6;

e Promoveram inibicdo da ativacao celular no tecido pulmonar
por meio de enzimas do tipo MPO, uma vez que esta enzima e
reconhecida ser um marcador de neutrofilos ativados e da geragdo de
EROs;

e Protegeram o tecido pulmonar quanto ao dano oxidativo,
diminuindo niveis de TBARS, grupos carbonilas e sulfidrilas;

As frages enriquecidas de C. pachystachya e a dexametasona
foram também semelhantes na maioria dos ensaios bioquimicos
avaliados, demonstrando que provavelmente as duas substancias
possuem algumas vias comuns de acdo anti-inflamatoria.
Adicionalmente os estudos demonstraram que este efeito pode estar
relacionado com a acéo da planta na protecdo ao dano lipidico. Futuros
estudos devem ser realizados na tentativa de melhor elucidar o
mecanismo de acdo anti-inflamatério da planta.
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Figura 15 — Resumo grafico dos efeitos anti-inflamatorio e antioxidante
das espécies Cecropia glaziovii e Cecropia pachystachya
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