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RESUMO

Estudos anteriores realizados no Centro de Estudos Farmacéuticos e Cosméticos
(CEFAC) comprovaram o potencial anti-inflamatorio e antioxidante de Amburana
cearensis (cumaru) silvestre. Porém, frente ao risco de extin¢do da espécie devido ao uso
na medicina popular e exploragdo madeireira, estudos tem sido conduzidos pelo nosso
grupo, onde a espécie cultivada tem mostrado similaridade quimica e bioldgica com a
planta silvestre. O objetivo do presente estudo foi avaliar a atividade anti-inflamatoria e
antioxidante do extrato seco (Spray dryer) padronizado de Amburana cearensis cultivada
(ESPACC) e constituintes quimicos, acido vanilico (AV) e cumarina (CM), visando seu
potencial no tratamento de doengas inflamatérias. O ESPACC foi produzido a partir da
planta cultivada por 7 meses e o teor de marcadores foi determinado por CLAE-DAD
(AV: 2,55 mg/g e CM: 14,25 mg/g). Os neutrofilos foram isolados a partir de fragao de
sangue total cedido pelo HEMOCE (CAAE 45668515.4.0000.5054). Os efeitos do
ESPACC e AV (1, 10, 25, 50 e 100pg/mL) sobre a degranulacdo neutrofilica induzida
por PMA foram mensurados pela liberacdo da enzima MPO que foi reduzida em até
51,2% pelo ESPACC e 87,6% pelo AV, enquanto que a indometacina (36 pg/mL), droga
padrdo, reduziu cerca de 78,1%. A avaliacdo dos efeitos do ESPACC, CM e AV sobre o
metabolismo oxidativo de neutrofilos ativados por PMA foi mensurada por ensaio de
quimioluminescéncia (sondas luminol e lucigenina) para quantificar as espécies reativas
de oxigénio (EROs). A citotoxicidade das drogas foi avaliada pelo teste do MTT. A
adi¢do de ESPACC na maior concentragdo reduziu a produgdo de EROs marcadas pelo
luminol em 62,7% e por lucigenina em 15,4%, a quercetina (50ug/mL), padrdo
antioxidante, reduziu em 71.3% e 19,73%, respectivamente. O AV (100pg/mL) reduziu
a producdo de EROs marcados por luminol em 63,8% e marcados por lucigenina em
13,9%, comparando-se a quercetina que reduziu em 63,3% e 12,9%, respectivamente. A
CM reduziu em menor grau (até¢ 24%) a producao de EROs marcadas por luminol e ndo
reduziu a producdo das marcadas por lucigenina. Nenhuma das concentragdes
investigadas interferiu significativamente na viabilidade celular dos neutréfilos em
relacdo ao grupo controle. Dessa forma, os resultados mostraram que o efeito anti-
inflamatorio esta relacionado pelo menos em parte a presenga de CM e AV, sugerindo

que estes possuem potencial no tratamento de doencas inflamatorias.

Palavras-chave: Amburana cearensis, cumarina, acido vanilico, neutréfilos, atividade

anti-inflamatoria, atividade antioxidante



ABSTRACT

Previous studies performed in the Center of Pharmaceutical and Cosmetical Studies
(CEFAC) proved the anti-inflammatory and antioxidant potential of wild Amburana
cearensis (cumaru). However, under the risk of extinction of the species due to its use in
popular medicine and logging, studies have been conducted by our group, where the
cultivated species showed chemical and biological similarity with the wild one. The
objective of this present work was to evaluate the anti-inflammatory and antioxidant
activity of standardized dry extract of cultivated Amburana cearensis (ESPACC) and
chemical constituents, vanillic acid (AV) and coumarin (CM), aiming at its potential in
the treatment of inflammatory diseases. The ESPACC was produced from the 7 months
old cultivated plant and the marker content was determined by HPLC-DAD (AV: 2.55
mg/g and CM: 14.25 mg/g). The human neutrophils used were isolated from whole blood
fraction donated by Hematology and Hemotherapy Center of Cearda (HEMOCE) (CAAE
45668515.4.0000.5054). The effects of ESPACC and AV (1, 10, 25, 50 and 100 pg/ mL)
over PMA induced neutrophil degranulation were measured by the release of the MPO
enzyme which was reduced in up to 51.2% by ESPACC and 87.6% by AV, while
indomethacin (36 pg/mL), the standard drug, reduced about 78,1%. The evaluation of the
effects of ESPACC, CM and AV on the oxidative metabolism of neutrophils activated by
PMA was measured by chemiluminescence assay (luminol and lucigenin probes) to
quantify the reactive oxygen species (EROs). The cytotoxicity of the drugs was assessed
by the MTT test. The addition of ESPACC at the highest concentration reduced the
production of EROs luminol-marked by 62.7% and lucigenin by 15.4%, quercetin (50 pg
/ mL), standard antioxidant, reduced the amount of 71.3% and 19.73% respectively. The
AV (100pg / mL) lowered the production of EROs marked with luminol in 63.8% and by
lucigenin in 13.9%, comparing with quercetin that decreased in 63.3% and 12.9%,
respectively. The CM reduced to a lesser degree (up to 24%) the production of luminol-
marked EROs and did not influence the production of lucigenin-marked EROs. None of
the concentrations investigated interfered significantly with neutrophil cell viability in
relation to the control group. Thus, the results evidenced that the anti-inflammatory effect
is related, at least in part, to the presence of CM and AV, suggesting that they have

potential in the treatment of inflammatory diseases.

Key words: Amburana cearensis, coumarin, vanillic acid, neutrophils, anti-inflammatory

activity, antioxidant activity
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01. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

1.1 Inflamacao

1.1.1 Aspectos historicos e gerais

A reacao inflamatoria ¢ conhecida desde a antiguidade, tendo as suas
caracteristicas clinicas descritas pelos Egipcios em 3000 a.C. Mais tarde, Aulus Cornelius
Celsus descreveu pela primeira vez os sinais classicos da inflamag¢ao (STANKOV, 2012)
sendo estes apresentados sob a forma de edema (inchago), rubor (vermelhiddo), calor
(aumento de temperatura) e dor. Posteriormente, Rudolph Virchow acrescentou um outro
sinal designado de perda de funcao, isto ¢, ele observou que o 6rgdo perdia a sua fungdo
devido a inflamagdo (GONZALEZ-CHAVEZ, 2010).

O processo inflamatorio € um mecanismo de resposta tecidual dindmico que
se desenvolveu ao longo da evolucao, sendo caracterizado por uma resposta natural e
essencial proporcionada pelo sistema imune para assegurar a sobrevivéncia do tecido
mediante um dano. As lesdes podem ser causadas por patdgenos, agentes fisicos
(radiacdo, trauma, queimaduras), quimicos (toxinas, substincias cdausticas), necrose
tecidual ou reacdes imunologicas, promovendo a remog¢dao do estimulo nocivo ¢ a
recuperac¢ao do tecido danificado. (CHANGODRASEKHARAN & SHARMA-WALIA,
2015; AHMED, 2011). O inicio do processo inflamatério se da principalmente por uma
resposta vascular com hiperemia e mudanca na permeabilidade das paredes dos vasos
sanguineos. Na fase inicial, ocorrem alteracdes que aumentam a permeabilidade do
endotélio vascular e levam a um influxo de liquido rico em proteinas do meio
intravascular para o intersticio, dessa forma hd a formacdo de edema, seguida pelo
processo de migragdo leucocitaria que tem um papel importante, visto que amplifica a
resposta inflamatoria (KUMAR et al., 2015).

A migracao leucocitaria (Figura 01) envolve as etapas de marginalizagao,
rolamento, adesdo, transmigragdo ¢ migragao para os tecidos. A ativacdo das células
acontece por receptores de reconhecimento de padrdes (PRRs) que identificam estruturas
moleculares caracteristicas de patdgenos microbianos, ja os padrdes moleculares
associados a patogenos (PAMPs) tais como o LPS (lipopolissacarideo), sequéncias nao
metiladas de DNA (CpG), e RNA de dupla fita reconhecem também as moléculas

intracelulares derivadas do hospedeiro que sdo liberadas diante de um dano ou morte
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celular e os padrdes moleculares associados a danos (DAMPs) — como quimiocinas (IL-
8), citocinas (TNF-a), interleucinas (IL-1, IL-6). Quando essas moléculas sdo
reconhecidas, ativam as células em que sdo expressas para promoverem suas fungoes
antimicrobianas e pro-inflamatérias (KENNEDY & DELEO, 2009).

O primeiro passo da cascata inflamatdria ¢ conhecido como marginalizacao
ou captura e ¢ mediado pela familia das selectinas, essas moléculas interagem com
ligantes glicosilados da superficie de leucocitos levando a captura de leucécitos livres
pela superficie dos vasos (KOLACZKOWSKA e KUBES, 2013). Em seguida vem a
etapa de rolamento, onde os leucdcitos rolam na dire¢do da inflamagdo, sendo esse
processo também mediado por interacdes entre selectinas endoteliais e seus ligantes
associados (MCDONALD et al, 2010). Apos essa etapa vem a adesdo, esse processo €
realizado principalmente pela familia das B2-integrinas e ocorre tanto nas células
endoteliais como na matriz extracelular (SCHYMEINSKY et al, 2007). O tltimo passo ¢
a migrac¢do dos leucdcitos do vaso sanguineo para o tecido inflamado, onde as células
buscam dentro dos vasos uma forma de transmigrar causando o minimo de dano a parede
vascular (PHILLIPSON et al/,2006).

Os leucocitos polimorfonucleares, principalmente neutréfilos migram para a
area lesionada seguindo um gradiente quimiotatico, onde mediadores se ligam a
receptores dos neutrofilos liberando célcio e aumentando a motilidade dessas células.
Nesse ambiente, os neutréfilos sofrem apoptose e, substituidos por mondcitos, passam
também a contribuir com o processo inflamatdrio diferenciando-se em macrdgagos,
aumentando assim a sua estrutura e capacidade metabdlica. Dessa forma, essas células
realizam suas fungdes fagociticas promovendo a remog¢ao de corpos apoptoéticos, além de

liberarem citocinas pro-inflamattorias como TNF-ae IL-1. (OLCZYK et al., 2014)
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Figura 1: Etapas do processo de migracao leucocitaria
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A cascata de adesdo leucocitaria atualizada. Os trés passos originais sao mostrados em
negrito: rolamento, que ¢ mediado por selectinas, ativagao, mediada por quimiocinas e
adesdo, que ¢ mediada por integrinas. As etapas adicionais: captura (ou amarracao),
rolamento lento, adesdo forte e espalhamento, rastejamento intravascular e transmigracao
paracelular e transcelular. As principais moléculas envolvidas em cada etapa sao indicado
em caixas. ESAM, molécula de adesao seletiva de células endoteliais; ICAM1, molécula
de adesao intercelular 1; JAM, molécula de adesdo juncional; LFA1, antigéno 1 associado
a funcdo de linfocitos (também conhecido como alB2-integrina); MACI1, antigéno de
macréfagos 1; MADCAMI1, molécula de adesdo celular de enderecamento vascular
mucoso 1; PSGL1, P-selectina ligante de glicoproteina 1; PECAMI1, molécula de adesao
de plaquetas / células endoteliais 1; PI3K, 3-quinase de fosfoinositideo; VCAMI,
molécula de adesdo celular vascular 1; VLA4, antigéno 4 muito tardio (também

conhecido como a4f1-integrina). FONTE: LEY, 2007 adaptado.
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Diante do processo inflamatorio estabelecido, a inflamag@o pode se tornar
aguda ou cronica. A primeira ¢ uma resposta inicial as lesdes, apresentando inicio rapido
e curta duracao (horas ou poucos dias), caracterizada pelo acimulo predominante de
neutrofilos, que sdo as primeiras células recrutadas para o foco inflamatoério. Quando a
inflamagdo aguda ndo ¢ capaz de combater o dano e acaba nao eliminando os agentes
prejudiciais ao organismo a resposta inflamatdria torna-se cronica, podendo apresentar-
se por um extenso periodo (semanas a meses) e caracterizada pelo influxo de linfocitos e
macréfagos com proliferagdo vascular associada e fibrose (cicatrizagao) (REUTER,
2010).

A resposta inflamatoria normal geralmente ¢ benéfica para os seres vivos e
ocorre naturalmente. Dessa forma as estruturas e funcdes de orgdos e tecidos sao
reestabelecidas. Porém, quando deflagrada inadequadamente ou de maneira exacerbada,
esta possui um papel importante na fisiopatologia de varias doengas como artrite
reumatoide, asma, aterosclerose, doenca de Alzheimer, cancer, obesidade, entre outros
(HEADLAND & NORLING, 2015).

Dentre as células inflamatérias que tem um papel importante no

desenvolvimento de doengas inflamatdrias agudas e cronicas os neutrdfilos se destacam.

1.1.2 O papel dos neutroéfilos

Os neutréfilos sdo os leucodcitos mais abundantes no corpo humano, no
entanto possuem uma vida curta que ¢ equilibrada por sua liberagdo continua da medula
ossea (ROSA, 2015). Essas células desempenham um papel critico na defesa do
hospedeiro contra os patdgenos invasores, porém também sao contribuintes criticos para
danos nos tecidos em processos de doengas autoimunes, além de também estarem
envolvidos fortemente em doengas do sistema cardiovascular, tromboses, e até vasculites
(MOCSAL, 2015).

Todas as fungdes desempenhadas pelos neutrofilos durante a resposta
inflamatoria iniciam-se com sua ativacdo que pode ser regulada por fatores enddgenos
como interleucina-8 (IL-8), leucotrieno B4 (LTB4), fragmento C5a e fator de ativagdo
plaquetaria (PAF) ou fatores exdgenos como o forbol miristato acetato (PMA) e o
peptideo N-formil-metil-L-metionil-L-leucil-L-fenilalanina (fMLP) (SADIK et al.,

2011). A ligagao desses fatores a receptores de membrana acoplados a uma proteina G ou
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a ativacdo direta de enzimas intracelulares desencadeiam diversos mecanismos de
sinalizagdo intracelular, marcados pelo aumento intracelular dos niveis de célcio.
(SALMON & AHLUWALIA, 2010).

Essas células eliminam os microrganismos através de processos de
fagocitose, geracdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) via burst respiratorio e
liberagdo das substancias microbicidas dos granulos citoplasmaticos (KOBAYASHI &
DELEO, 2009).

O mecanismo de fagocitose dos neutréfilos esta relacionado com a interagao
direta da célula com o microrganismo tanto pelo reconhecimento de PAMPs como
mediada por receptores de membrana e do complemento (SILVA, 2016). Esses receptores
de membrana sao chamados de Fc (FcyRIla/ CD32, FcyRIIIb/ CD16 e Fc RIV) e sao
capazes de formar extensdes de pseuddpodes para englobar as particulas opsonizadas por
IgG. J& os receptores de complemento (CR) se ligam a particulas opsonizadas por
fragmentos C3b inativados (iC3b), resultando na ativacdo do sistema complemento e na
intensificagcdo da fagocitose dos microrganismos pelo neutrofilo (DIACOVO et al., 1996;
STROKA et al., 2013).

O burst respiratorio € outro mecanismo caracteristico de neutréfilos ativados,
onde moléculas microbicidas sdo produzidas pela ativagdo do complexo enzimético
nicotinamida adenosina dinucleotideo fosfatase-oxidase (NADPH oxidase), composto de
proteinas oxidases (BRANZK & LUBOJEMSKA et al. 2014). A cascata das espécies
reativas de oxigénio come¢a com a montagem do complexo NADPH oxidase na
membrana plasmatica e no fagossomo, inicialmente o oxigénio molecular ¢ reduzido a
superoxido (O27). O superdxido, embora nao seja um oxidante forte, rapidamente sofre
dismutacao, formando peroxido de hidrogénio (H202). Superoxido também pode reagir
com o oxido nitrico (NO), que ¢ produzido em niveis elevados em focos inflamatorios,
para formar peroxinitrito (ONOO’), um oxidante forte. Apos a degranulacdo no
fagossomo, a MPO (mieloperoxidase) (Figura 02) pode reagir com o H,O» para produzir
varias espécies reativas, incluindo haletos acidos como os acidos hipocloroso (HOCI),
hipobromoso (HOBr) e hipotiocianoso (HOSCN), além de radicais tirosil e
intermediarios reativos de nitrogénios. Esses intermedidrios podem causar efeitos na
funcao celular, modificando proteinas, lipideos e/ou DNA O 4cido hipocloroso (HOCI) ¢
principal produto da MPO no fagossomo, sendo mais reativo que o superdxido e ¢
antimicrobiano in vitro (WINTERBOURN et al, 2006). Dessa forma, estudos tem

demonstrado que existe uma relag@o entre o acumulo de radicais livres, especificamente
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as espécies reativas de oxigénio (EROs) e de nitrogénio (ERNs) e a evolugdo da

inflamacao (SALVEMINI et al., 2003).

Figura 2: Envolvimento da MPO na fun¢do de neutréfilos
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Os granulos citoplasmaticos sao produzidos na etapa final de maturacdo dos
neutr6filos na medula dssea e classificados de acordo com sua afinidade com o corante
azul A, seu tamanho, sua morfologia e pela presenca da MPO, sendo muito importantes
no processo de migragcdo celular por conter uma quantidade elevada de receptores na
vesicula secretdria e proteinas importantes, necessarias para facilitar a migracdo pela
membrana basal das células endoteliais (BORREGAARD, 2010; STROKA et al., 2013).
Dessa forma, esses granulos sao distribuidos em trés grandes grupos: primarios, também
conhecidos como azuro6filos ou MPO-positivos, contendo mieloperoxidase, defensinas,
lisozima, neutrdfilo elastase, proteina de aumento da permeabilidade /bactericida (BPI),
protease 3 e catepsina 3; secundarios, MPO-negativos ou especificos (lactoferrina e
lisozima); e terciarios, MPO-negativos ou gelatinase, com poucas proteinas
antimicrobianas, mas que sdo estoque de metaloproteinases, tais como gelatinase,
exercendo um papel importante em doencas inflamatdrias onde causam danos teciduais

(BORREGAARD, 2010; DIACOVO et al., 1996; CARMAN et al., 2007).
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A MPO ¢ uma heme-proteina encontrada em grandes quantidades em
granulos azuréfilos de neutréfilos, mondcitos e alguns macrofagos de tecido, incluindo
microglia, sendo ela fundamental para o burst respiratério. E sintetizada em grandes
quantidades por promieldcitos e promielomonoécitos durante a diferenciacdo dos
granuldcitos na medula 6ssea (KLEBANOFF, 2005, MALLE et al, 2007). Os neutroéfilos
acabam liberando MPO por degranulacdo e pelo processo de morte celular, apoptose ou
necrose, quando ativados por mediadores inflamatorios (ODOBASIC et al, 2014).

As acdes de MPO s3ao mediadas principalmente através de sua atividade
enzimatica e a geragdo de reativos intermedidrios. Porém, existem indicios que
demonstram seus efeitos ndo-enzimadticos agindo na regulacdo da funcdo de células
imunes. (LAU et al, 2005, EL KEBIR et al, 2008). Além disso, os leucécitos podem aderir
a MPO através da ligacao de CD11b/CD18, que também pode contribuir para os efeitos
pro-inflamatérios da MPO por potencializar o acimulo de leucocitos nos locais de
inflamagao. Também ja foi demonstrado que a MPO inativa pode aumentar a ativagao de
macrofagos, tais como a produgdo de citocinas e indugdo do burst respiratorio in vitro.
Sendo assim, a MPO caracteriza-se por apresentar atividades bactericida e enzimatica
ecomo um mediador pro-inflamatério (GRATTENDICK et al, 2002). Porém, em
situacdes de intensa ativacao celular, ocorre o excesso de atividade da MPO que pode ser
prejudicial. A geragdo excessiva de oxidantes pela MPO esta ligada ao dano tecidual em
muitas doencgas, especialmente aquelas caracterizadas pela inflamacao aguda e cronica.
(SCHIEVEN et al., 2002).

O papel desempenhado pelos neutrofilos na imunidade passou muitos anos
visto como restrito a fase aguda da inflamacdo e na resisténcia contra patdogenos
extracelulares (BORREGAARD, 2010). Essa visdo ¢ antiga e propde que leucocitos
polimorfonucleares percorrem a corrente sanguinea ¢ migram para o local da infecgao
para fagocitar os patogenos. No entanto, recentemente varios estudos tem desafiado esse
pensamento e colocado o neutr6filo como uma célula chave na imunidade adaptativa e na
resolucao da resposta inflamatdria cronica (MANTOVANI et al, 2011, AMULIC et al,
2012).

Diante dos mecanismos ja citados, ha alguns anos descobriu-se que os
neutr6filos possuem outro mecanismo particular para o controle e eliminagdo de agentes
infecciosos. Estudos realizados com bactérias mostraram que neutréfilos geram fibras
extracelulares e formam espécies de armadilhas, compostas por constituintes dos granulos

e material nuclear, chamadas de “neutrophil extracelular traps” (NETs), que sdo
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responsaveis por aprisionar ¢ matar bactérias extracelularmente (BRINKMANN et al,
2004). Os granulos neutrofilicos relacionados a essa resposta sdo primarios, secundarios
e terciarios, isso inclui a presenca de MPO, BPI (proteina de aumento da permeabilidade
/bactericida), elastase, lactoferrina e gelatinase, mas ndo foram encontradas proteinas
citoplasmaticas como actina, tubulina e varias outras, sendo o DNA o maior componente
estrutural de NETs (BRINKMANN et al., 2004).

Sabe-se que os neutrofilos ao serem ativados primeiro fagocitam, depois
realizam a degranulagdo e, por fim, entram em apoptose ou NETose (Figura 03)
(PILLAY et al., 2013; MUNDER et al., 2014). A NETose inicia-se no interior dos
neutrdfilos, onde a membrana nuclear destaca-se e separa os lobulos do nucleo; a
cromatina descondensa e ocorre a perda da integridade da membrana nuclear que se
desagrega dentro das vesiculas, onde a desintegracdo dos granulos estd ocorrendo
concomitantemente; o material do nucleossoma das vesiculas misturam-se com o
citoplasma, formando uma massa homogénea; logo depois ocorre o rompimento da
membrana celular, e essa massa formada ¢ ejetada no meio extracelular formando NETs,
uma rede de filamentos fibrosos lisos com diametros de aproximadamente 17 nm
(BRINKMANN et al., 2004) compostos de um amontoado de nucleossomas e dominios
contendo proteinas granulares e ocupam um espago de 10 a 15 vezes maiores que o
volume das células que as originam (AMALUC et al., 2012; PILLAY et al., 2013;
BRINKMANN et al., 2004).

A liberagdo de NETs traz vantagens para as células hospedeiras por conter os
patdgenos, minimizar o dano ao tecido em relacdo ao mecanismo de liberacdo de
proteinas antimicrobianas na degranulagdo e por ajudar na modulagao da resposta imune.
Porém, danos associados a esse tipo de morte celular podem trazer muitos prejuizos aos
individuos que sofrem de doengas autoimunes, como a artrite reumatoide, lupus e
vasculite, pois NETs sdo uma fonte permanente de autoantigenos, o que propicia a
formacao de imunocomplexos e, em contrapartida, ativa DC plasmocitoide, que secretam
altas quantidades de IFNI1, conduzindo a uma resposta proé-inflamatéria exacerbada e
maléfica para os portadores desse tipo de patologia (MUNDER er al., 2014;
BRINKMANN; ZYCHLINSKY, 2012).
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Figura 3: Mecanismos de defesas dos neutréfilos contra patogenos
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Os neutrdfilos sofrem o processo de NETose levando a formagdo de NETs sob a
influéncia de véarios gatilhos (citocinas, fungos, virus, bactérias, etc). Essas NETs,
consistindo de DNA extracelular embalado com proteinas nucleares (por exemplo,
histonas) e granulos (por exemplo, MPO, elastase), podem capturar e/ou neutralizar
agentes patogénicos. Outras fungdes efetoras dos neutrofilos incluem os mecanismos
classicos de degranulagao com secrecao de proteinas antimicrobianas e fagocitose de
agentes patogénicos. Este ltimo processo ¢ aprimorado através da opsonizacdo pelo

sistema do complemento ou imunoglobulinas (FONTE: CORTJENS, 2017).
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1.1.3 Doengas inflamatorias e a farmacoterapia atual

Uma vez que o processo inflamatério atinge o seu objetivo, a remocao do
agente patogénico, a presenca de imunomodulacao inflamatoria faz-se necessaria para
resolver a inflamag¢do e devolver a homeostase ao tecido. Porém, quando esta ¢
insuficiente, pode levar a destrui¢do tecidual secundaria, contribuindo com a cronicidade
de diversas doengas autoimunes e inflamatorias cronicas (BOGDAN et al., 2000).

Como ja citado a cronicidade da inflamagdo pode levar ao surgimento de
doengas como a asma, artrite reumatoide, cancer, doengas neurodegenerativas e até a
obesidade. O que se tem percebido € que junto ao componente inflamatoério o estilo de
vida moderno, onde hd uma maior exposicao a fatores de risco ambientais (alérgenos,
radicais livres, radiacdo solar, entre outros), tem contribuido para o maior acometimento
da populacdo com essas doengas (ZIMMERMANN, 2016).

A asma atualmente ¢ descrita pela Global Initiative National of Asthma
(GINA) como uma doenca heterogénea, caracterizada por uma inflamagao cronica das
vias aéreas, determinada por um histérico de sintomas que incluem chiado, falta de ar,
aperto no peito e tosse, os mesmos variando de acordo com a limitagdo do fluxo aéreo
expiratorio desencadeadas por alérgenos ou irritantes (GINA, 2017), tais sintomas estao
associados a uma complexa base genética (LIANG & WANG et al. 2013).

Tradicionalmente, a asma ¢ considerada uma doenca de origem alérgica
(atopica), porém existe outro fenotipo, o ndo atopico. Ambas as formas sdo semelhantes
na imunopatologia, mas clinicamente diferentes. A asma de carater ndo atdpico esta
associada a quadros de sintomas mais exacerbados e tem sido relacionada a fenotipos
com inflamacao neutrofilica das vias aéreas. A interleucina-17 (IL-17), uma citocina
regulada positivamente nas vias aéreas de alguns pacientes asmaticos, parece ser
responsavel pela ativagdo e recrutamento de neutrofilos (MURCIA & VARGAS et al.
2016). Logo, a asma associada a producdo de IL-17 e a presenga predominante de
neutrofilos € geralmente caracterizada por uma maior gravidade, obstrucao do fluxo de ar
e resisténcia a terapia tradicional (YANG & JIANG et al. 2016).

J& a artrite reumatoide (AR) ¢ uma doenga inflamatoria sistémica, cronica e
progressiva, que acomete preferencialmente a membrana sinovial das articulagdes
podendo levar a destrui¢ao Ossea e cartilaginosa, os sintomas gerais como febre, astenia,
fadiga e mialgia podem preceder ou acompanhar o inicio das manifestagdes articulares

(MOTA, 2013). Nessa patologia os neutréfilos possuem grande importancia devido ao
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seu poder citotoxico e liberagdo de moléculas imunorreguladoras. Em pacientes com AR
essas células se apresentam ativadas, com aumento da capacidade de producao de EROs
e expressao de receptores de membrana de alta afinidade (Fcy), além de serem uma fonte
de autoantigenos que impulsionam os processos autoimunes subjacentes a esta doenga
(WRIGHT et al 2014).

Outra patologia onde o neutroéfilo exerce um papel importante ¢ a Doencga de
Alzheimer (DA) caracterizada pela diminuigdo rapida e progressiva da memoria recente,
acompanhada de reducdo da capacidade motora. Esses sintomas sdo consequéncia da
degradacgdo de neurdnios colinérgicos em areas do Sistema Nervoso Central (SNC), além
do actimulo de placas senis no cérebro, formadas pelo peptideo beta amiloide (BA)
(RIBIZZI et al. 2010). Estudos com camundongos (ZENARO, 2015) mostraram que os
neutrofilos estavam presentes em areas com depositos de placas senis, onde liberaram
NETs e IL-17, além do que a deple¢do ou a inibi¢do do trafico de leucdcitos, incluindo
polimorfonucleares, através do bloqueio de LFA-1 (antigeno-1 de fung¢do leucocitaria)
reduziu a neuropatologia da doenca de Alzheimer e melhorou a memoria em
camundongos que ja apresentavam disfun¢do cognitiva. Outros estudos demonstram que
proximo as placas B-amiloides localizadas no hipocampo de pacientes com Alzheimer foi
encontrada certa quantidade da enzima mieloperoxidase, além do que a MPO serve como
fonte de ferro livre que aumenta o estresse oxidativo celular piorando os processos
neurodegenerativos da doenca, indicando que a enzima pode contribuir para a patologia
da doenga. Dessa forma, entende-se que os neutrofilos contribuem para a patogénese da
doenca de Alzheimer e comprometimento cognitivo (RAY, 2016).

Frente as doengas de cardter inflamatério, desde a antiguidade o homem
procura encontrar meios para aliviar a dor, a febre entre outros disturbios similares
relacionados a inflamagao. No ano 30 a.C, Celsus utilizava a Salix alba (Salgueiro) para
aliviar os sinais cardinais da inflamacdo e séculos depois, Leroux (1829) acabou
purificando o principio ativo do salgueiro (salicina) (VONKEMAN & VAN DE LAAR,
2010).

Atualmente, o tratamento farmacologico anti-inflamatério baseia-se em 3
classes: glicocorticoides, AINES (anti-inflamatérios ndo esteroidais) e, mais
recentemente, terapias biologicas estdo sendo utilizadas. Esses novos produtos tém como
alvo a inibi¢ao dos principais componentes que desencadeiam o processo inflamatorio,
como linfocitos T e B e citocinas (TNFa e IL-1p) (KOEBERLE, 2014). Porém o uso

dessas terapias acaba sendo limitado, visto que elas possuem um elevado custo de
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producdo e geralmente sdo disponiveis somente por via parenteral, além de possuirem
efeitos colaterais a longo prazo e que podem ser dificeis de prever (BOTZ et al, 2016).

Os glicocorticoides, também chamados de corticoides ou corticosteroides,
sdo substancias derivadas do hormoénio cortisol, naturalmente produzido pela glandula
suprarrenal. Clinicamente, os glicocorticoides sdo utilizados na versdo sintética, sendo
produzidos laboratorialmente, a partir do hormoénio cortisol. Os corticoides sintéticos
foram formulados em meados do século XX, apos inimeras tentativas dos pesquisadores
em encontrarem um composto que auxiliasse no tratamento de doengas reumaticas. Com
resultados positivos, o uso do corticoide foi expandido na terapéutica de outras patologias
de origem imunoldgica, por exemplo (PIZARRO, 2014).

Pinheiro (2015) afirma que a capacidade terapéutica dos glicocorticoides
ocorre porque o mesmo consegue modular os processos inflamatorios e imunoldgicos do
nosso organismo. Essa substincia entra na célula e liga-se ao receptor de esteroides
citoplasmatico, esse complexo ¢ translocado para o nucleo, onde reconhece sequéncias
de DNA especificas. O complexo glicocorticoide-receptor liga-se a regides promotoras
de certos genes induzindo a sintese de proteinas anti-inflamatorias, como a lipocortina-1
e IkB e de proteinas que atuam no metabolismo sistémico. Somando-se a0 mecanismo de
acdo, essa substancia apresenta distintas vias de administragdo (oral, topica, intravenosa,
inalatoria e intra-articular), fato esse que muitas vezes contribui para a escolha
terapéutica.

Apesar de todos os efeitos benéficos contra a inflamacdo existem varias
complicacdes associadas a terapia prolongada com glicocorticoides. Sao descritos
inimeros efeitos adversos sistémicos, entre eles os principais sdo osteoporose, fraturas
osseas, fraqueza do musculo esquelético, atrofia muscular principal, miopatia, alteragcdes
no equilibrio hidroeletrolitico, no metabolismo de carboidratos, suscetibilidade
aumentada a infeccdo, alteragdes oculares, dentre outras. Além disso, alguns pacientes
tratados cronicamente podem desenvolver reducdo da sensibilidade ou até mesmo
resisténcia a glicocorticoides, aumentando a vulnerabilidade a respostas inflamatorias
exacerbadas (QUAX et al, 2013; RODRIGUEZ et al, 2016; VAN DER GOES et al,
2016).

Outra classe de anti-inflamatérios sdo os AINES (anti-inflamatérios nao
esteroidais) que se encontram entre os medicamentos mais prescritos em todo o mundo.
Sao utilizados principalmente no tratamento da inflamagao, dor e edema, como também

nas osteoartrites, artrite reumatoide e distiirbios musculo-esqueléticos. Essa classe inclui
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a aspirina (firmaco mais antigo da classe) e varios outros agentes inibidores da ciclo-
oxigenase (COX), seletivos ou ndo (BATLOUNI, 2010).

Os AINES nao seletivos sdo os mais antigos, designados tradicionais ou
convencionais. Os seletivos para a COX-2 sao designados COXIBEs. Nos ultimos anos,
tem sido questionada a seguranca do uso dos AINEs na pratica clinica, particularmente
dos inibidores seletivos da COX-2 em presen¢a de determinadas condi¢des e doengas, o
que levou a retirada de alguns desses farmacos do mercado. O mecanismo de acao desses
farmacos se baseia na ativacdo da enzima fosfolipase Az, em resposta a varios estimulos,
dessa forma ha a hidrolise dos fosfolipidios da membrana, liberando acido araquidonico
no citoplasma. Este, por sua vez, serve de substrato para duas vias enzimicas: ciclo-
oxigenase e lipoxigenase. Pela via da COX ¢ gerada a prostaglandina (PG) H», que
estimula a formacao de varios prostanoides, incluindo diversas prostaglandinas - PGI,
PGD2, PGE; PGF;a-, e tromboxano A;. Pela via da lipo-oxigenase formam-se
leucotrienos, lipoxinas e outros produtos (DAY & GRAHAM, 2013).

Os efeitos adversos desses farmacos acabam por limitar a utilizagdo dos
mesmos, visto que a toxicidade grastrointestinal ¢ bastante severa. Os sintomas incluem
nauseas, dispepsia e ulceracdo. Esses efeitos parecem estar relacionados ao papel de cada
cicloxigenase. Se inibida a agdo da COX-1, responsdvel por formar algumas
prostaglandinas homeostaticas (PGE2 e PGI2), consideradas protetoras da mucosa
gastrica e também presentes nos rins, pode se levar a uma toxicidade gastrointestinal e
renal (AURIEL et al, 2014). Para evitar esses efeitos adversos e manter a integridade da
parede do estdmago e revestimento mucoso, uma estratégia ¢ o uso de AINEs COX-2
seletivos e a administragdo concomitante de analogos da prostaglandina, ou
alternativamente inibidores da secrecao de acido géstrico, como antagonistas dos
receptores H2 de histamina ou inibidores da bomba de protons (IBP) (SOSTRES et al,
2010).

Diante do exposto, conclui-se que, embora necessaria, a farmacoterapia atual
para o tratamento da inflamagao apresenta diversos efeitos adversos a serem superados.
Dessa forma a pesquisa de novos produtos com potencial anti-inflamatorio faz-se
necessaria, sendo importante destacar que esses compostos devem ser seguros, eficazes e
mais vantajosos que a farmacoterapia tradicional. Assim, os produtos de origem vegetal

surgem como uma fonte em potencial para novos farmacos.
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1.2. Plantas medicinais

As plantas medicinais sdo utilizadas pelo homem desde o inicio de sua
histéria e muito antes do surgimento da escrita a humanidade ja utilizava ervas para fins
medicinais (TOSCANO RICO, 2011). Atualmente, as plantas medicinais sao utilizadas
por grande parte da populacdo mundial, como um recurso medicinal alternativo para o
tratamento de diversas enfermidades, uma vez que em muitas comunidades, representam
um recurso mais acessivel em relagdo aos medicamentos alopaticos (BEVILACQUA,
2010).

No Brasil, os fitoterapicos sao uma das opcdes terapéuticas que se adequam
as necessidades de varios municipios no atendimento primario a saide. Nesse sentido sao
definidos como fitoterapicos os medicamentos obtidos exclusivamente a partir de
derivados de droga vegetal como extratos, 6leos e tinturas, enquanto fitofArmacos sdo
medicamentos onde o ativo ¢ uma substancia isolada e purificada, obtida a partir de
matéria-prima vegetal (BRASIL, 2011; BRASIL, 2014).

O maior marco da fitoterapia no pais foi a criagao do Projeto Farmécia Viva
em 1983. Em uma iniciativa do professor Francisco José¢ de Abreu Matos (pesquisador
da Universidade Federal do Ceard), o projeto foi idealizado e implantado com o objetivo
de produzir medicamentos fitoterapicos acessiveis a populagdo carente. No programa
estdo presentes algumas espécies de plantas medicinais com destaque para Amburuna
cearensis A.C. Smith (cumaru), além da Justicia pectoralis (chambad), Lippia sidoides
(alecrim pimenta), Mikania glomerata Spreng (guaco), Myracrodruom urundeuva
(aroeira do sertdo), entre outras (MELO et al, 2016).

Diante do extenso uso popular das preparagdes de origem vegetal, o governo
brasileiro tem mostrado interesse no assunto, destinando esfor¢os para organizar e
incentivar a pesquisa de plantas medicinais. Como exemplos desses esforcos temos a
Resolugdo da Diretoria Colegiada (RDC) N°26, de 13 de maio de 2014 que dispde sobre
o registro de medicamentos fitoterapicos e o registo e notificagdo de produtos tradicionais
fitoterapicos, além da Relacdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao SUS
(Renisus), uma lista lancada pelo Ministério da Saude onde constam 71 espécies
brasileiras identificadas com potencial para gerar produtos de interesse ao SUS. A
Renisus tem a finalidade de orientar os estudos e pesquisas para o desenvolvimento de
fitoterapicos a serem disponibilizados para uso da populagao (BRASIL, 2014; PORTAL
DA SAUDE, 2015).
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Mais recentemente o Memento Fitoterapico da Farmacopeia Brasileira
(MFFB) publicado pela Anvisa foi aprovado por meio da RDC n° 84 de 17 de junho de
2016 e langado no Seminario de 10 anos da Politica Nacional de Plantas Medicinais e
Fitoterapicos, realizado no més de junho, em Brasilia/DF. O objetivo do MFFB ¢ orientar
a prescri¢ao de plantas medicinais e fitoterapicos a partir de evidéncias cientificas, com
informagdes sobre identificacdo, nomenclatura popular e cientifica, parte utilizada,
indicagdes terapéuticas, contraindicagdes, precaucoes de uso, efeitos adversos, interagdes
medicamentosas, formas farmacéuticas, vias de administragdo, posologia, tempo de
utilizagdo, superdosagem, prescricdo, principais classes quimicas, seguranca, eficacia e

referéncias (ABIFISA, 2016).

1.3. Amburana cearensis A.C. Smith: silvestre e cultivada

1.3.1 Aspectos botanicos, geograficos, etnofarmacoldgicos e ecoldgicos

Amburana cearensis A.C. Smith silvestre (Figura 04) ¢ uma planta tipica da
caatinga do nordeste brasileiro, especialmente do Ceard, pertence a familia das
Leguminoseaes Papilionidaea (Fabaceae), conhecida popularmente como imburana-de-
cheiro, cerejeira e cumaru. Apresenta-se como uma arvore de até 20 metros de altura,
caracterizando-se por possuir flores brancas, vagem achatada e escura, além da casca
vermelha com odor caracteristico de cumarina (CANUTO, 2007).

Do ponto de vista econdomico, A. cearensis apresenta importancia comercial
na carpintaria e perfumaria (MAIA, 2004). Aquino et al. (2005) propdem a aplicagdao do
p6 da madeira em tonéis de aguardente de cana-de-agiicar com o objetivo de acelerar o
processo de maturagdo da bebida devido a riqueza de compostos fenolicos.

Na medicina popular o cumaru possui amplo uso principalmente no
tratamento de dores abdominais, reumatismo, tosse, bronquite e asma. As cascas do caule
e as sementes sdo empregadas na medicina caseira em vdrias regioes do pais, sobretudo
no Nordeste, onde sdo utilizadas na forma de lambedor ou cha, no tratamento de
resfriados, bronquites, gripes e asma. A casca do caule na forma de banho ¢ empregada
contra dores reumaticas, enquanto as sementes sao utilizadas no alivio sintomatico da dor
de dente (ALMEIDA et al., 2010).

Assim, a crescente demanda na exploracdo econOmica de A. cearensis

silvestre, principalmente pelo seu uso madeireiro e medicinal, tem contribuido para uma
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diminuicdo da disponibilidade dessa espécie, atualmente considerada ameacada de
extingdo (RAMOS et al., 2004; CANUTO; SILVEIRA; BEZERRA, 2010; AMERICAS
REGIONAL WORKSHOP, 2013), pois a simples remog¢ao da casca do caule para uso
medicinal ja causa graves danos a planta. Dessa forma, estudos com a planta cultivada
(Figura 04) vem sendo realizados, principalmente aqueles voltados para o cultivo da
espécie com finalidade de preservacdo. Dessa forma grupos de pesquisas quimica,
agrondmica e farmacéutica tem unido esforcos com o intuito de caracterizar a espécie
cultivada, a fim de buscar evidéncias cientificas que apoiem a utilizacdo da mesma na
produgdo de formulacdes farmacéuticas de 4. cearensis.

Do ponto de vista de mercado, o cultivo controlado de plantas medicinais
apresenta certas vantagens em relagao a colheita de espécimes silvestres para a produgao
de medicamentos fitoterapicos, dentre elas, identificagdo botanica confiavel e matéria-
prima uniforme e de boa qualidade. Como as plantas silvestres sdo dependentes de muitos
fatores que ndo podem ser controlados e a irregularidade da oferta ¢ uma caracteristica
comum, o cultivo assegura uma fonte constante de matéria-prima, onde os precos € as
quantidades podem ser mais facilmente negocidveis entre o agricultor e a industria
farmacéutica, possibilitando uma previsao de produgdo mais precisa, além de garantir o
aproveitamento sustentavel das espécies e evitar sua extingdo (SCHIPPMANN;
LEAMAN; CUNNNINGHAM, 2002; CANTER; THOMAS; ERNST, 2005).

Diversos estudos agronomicos, relacionados a descricdo dos aspectos
morfoldgicos e qualidade das sementes de 4. cearensis, foram realizados com a finalidade
de estabelecer as condicdes ideais para o desenvolvimento das plantas jovens de cumaru,
além de avaliar os fatores poderiam interferir, dentre eles, irrigagcdo, adubagao, efeitos da
cobertura morta no solo e dos diferentes niveis de sombreamento (CUNHA; FERREIRA,
2003; GUEDES et al., 2010a,b; PIMENTEL; GUERRA, 2011; RAMOS et al., 2004).
Além disso, Guedes et al. (2010c) também estudaram os fatores que influenciam no
processo germinativo, mostrando que a posi¢do e a profundidade da semeadura tém

influéncia direta sobre o desenvolvimento das plantulas de A. cearensis.
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Figura 4: Fotos de Amburana cearensis A.C. Smith: (A) sivestre (B) cultivada

FONTE: LEAL, 2006. CANUTO et al, 2008.

1.3.2 Estudos quimicos, farmacologicos e toxicologicos

Diante do amplo uso terapéutico na medicina popular, os estudos quimicos e
farmacoldgicos com Amburana cearensis se intensificaram na década de 90 e desde entao
diversas substancias foram identificadas. Os estudos quimicos com a planta silvestre
foram direcionados principalmente a casca do caule, parte mais utilizada
tradicionalmente. Assim, foi possivel isolar e identificar varios metabdlitos secundarios
(Figura 05): cumarina (1) e compostos fendlicos, principalmente flavondides como
1socampferidio (2), campferol (3); quercetina (4); 4’-metoxifisetina (5); afrormosina (6);
7-hidroxi-8,4’-dimetoxi-isoflavona (7) e os biflavondides amburanina A (8) e B (9); acido
protocatecuico (10) e dcido vanilico (11); glicosidios fendlicos, como amburosidio A (12)
e B (13) e esterdides glicosilados bsitosterol; (14) e estigmasterol (15); 24-
metilenocicloartanol (16) e 3,4-dimetoxi-cinamato de metila (17) (CANUTO, 2008).

Posteriormente, a andlise por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE) do extrato etandlico das cascas do caule de cumaru mostrou que o amburosidio
A e a cumarina sdo 0s compostos majoritarios presentes na planta silvestre adulta (LEAL

etal., 2011).
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Figura S: Estruturas quimicas isoladas de Amburana cearensis silvestre
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Outros estudos realizados (LEAL, 1995, 1997, 2003, 2003a, 2003b, 2005,
2006, 2008) demonstraram o perfil farmacoldgico e toxicoldgico de extratos e substancias
isoladas da casca do caule de Amburana cearensis. O extrato hidroalcoolico (EHA), a
cumarina e a fragao flavonoide, majoritariamente constituida por isocampferidio, obtidos
da casca do caule de A. cearensis, apresentam atividades antinociceptiva, anti-
inflamatoria, antiedematogénica e relaxante muscular em traqueia isolada de cobaias, o
que justifica o uso etnofarmacologico da planta como broncodilatador no tratamento de
doengas do trato respiratorio.

Além disso, outro estudo (LEAL et al., 2008a) mostrou que o isocampferidio
e o amburosidio A, isolados de 4. cearensis, apresentam atividade anti-inflamatdria que
parece estar relacionada ao bloqueio da sintese e/ou liberagdo de mediadores como
prostaglandinas, histamina e bradicinina, assim como pela inibicdo da migracdo de
leucocitos para o foco inflamatdério possivelmente por reduzir a degranulagdo de
neutroéfilos, mensurada pela liberagdo de mieloperoxidase. Além disso, foi demonstrado
que o isocampferidio possui atividade musculo-relaxante que parece estar relacionada,
pelo menos em parte, a abertura dos canais de K* sensiveis ao Ca’>" e ao ATP (LEAL et
al., 2006 a,b). O amburosidio A exibe atividade hepatoprotetora (LEAL et al., 2008b) e
neuroprotetora (LEAL et al., 2005), em razdo de sua atividade antioxidante.

Lopes (2010) demonstrou que as capsulas do extrato seco de A. cearensis
(CESAC) apresentam atividade anti-inflamatéria em modelos experimentais de edema de
pata, peritonite e broncoprovocacdo induzida por antigeno. De forma semelhante as
CESAC, a afrormosina, um isoflavonoide isolado, também apresentou efeito anti-
inflamatoério, o qual esta relacionado a inibicdo da ativagdao de neutrofilos, da atividade
da mieloperoxidase e da elastase, além da reducao dos niveis de TNF-a.

O estudo toxicologico agudo realizado com o EHA das cascas do caule de A.
cearensis, administrado por via oral (v.0.) em ratos, revelou que a planta apresenta baixa
toxicidade, tendo sido observadas mortes apenas pela administracdo por via
intraperitoneal, cuja DL50 foi de 1,79 + 0,12 g/Kg. Na avaliacao toxicoldgica subcronica,
nenhum efeito toxico significativo ou morte foi observado, embora o EHA na dose de
500 mg/Kg (v.0.), administrado diariamente por 4 semanas, tenha causado um aumento
nos niveis da alanina transaminase (ALT). Nesse mesmo estudo, o EHA (500 mg/Kg,
v.0.) administrado diariamente durante 50 dias em ratas ndo interferiu na gestacao nem

no desenvolvimento da primeira e segunda geragao dos animais (LEAL et. al., 2003b).
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Por outro lado, estudos de citotoxicidade também foram realizados, os quais
demonstraram que o extrato seco de A. cearensis silvestre e a afrormosina ndo alteram a
viabilidade celular de neutrofilos humanos, através de ensaios que avaliam a integridade
da membrana e o metabolismo celular como LDH e MTT, respectivamente (LOPES,
2010).

Paralelamente aos estudos pré-clinicos, estudos clinicos foram realizados
com o xarope de cumaru, os quais revelaram que a sua administragdo se mostrou segura,
nao causando efeitos toxicos em voluntarios sadios (SOARES et al., 2007). Além disso,
um estudo clinico randomizado mostrou que a administragdo do xarope de cumaru como
terapia complementar proporcionou melhora significativa dos sintomas da asma, sem
causar toxicidade sistémica (CARVALHO, 2012).

Estudos quimicos realizados com espécimes cultivados de A. cearensis
permitiram o isolamento de 10 compostos (Figura 06), dentre eles 4 sdo inéditos no
género, como acido p-hidroxi-benzoico (7), aiapina (8) e os estereoisomeros (E) e (£) do
acido o-cumarico glicosilado (9 e 10). Os demais compostos também sdao encontrados na
casca do caule da planta silvestre como cumarina (1), isocampferidio (2), amburosidios
A e B (3 e 4), acido vanilico (5) e acido protocatecuico (6) (CANUTO; SILVEIRA;
BEZERRA, 2010).

Figura 6: Estruturas quimicas de espécimes cultivados de Amburana cearensis
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Estudos farmacologicos realizados com os extratos liquidos da planta
cultivada (4, 7 e 9 meses) mostraram que, a semelhanca do EHA da planta silvestre,
apresentam atividade antinociceptiva em camundongos. Da mesma forma que os extratos,
o0 acido vanilico também apresentou atividade antinociceptiva por inibicdo de ambas as
fases do teste da formalina. Esse efeito antinociceptivo ocorre, em parte, por um
mecanismo dependente do sistema opidide. Por outro lado, o cumaru cultivado por 4
meses foi o que apresentou menor atividade antiedematogénica quando comparado ao de

7 ¢ 9 meses. (LEAL et al., 2004, 2011).

1.3.3 Aspectos tecnoldgicos

Nos ultimos anos diversas pesquisas foram realizadas (ARARUNA, 2008;
2013; LEAL et al., 2011) visando o desenvolvimento de formulagdes padronizadas
usando como matéria-prima ativa o extrato da casca do caule de Amburana cearensis.

Dessa forma, foi desenvolvido e validado um método analitico por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), para identificagdo e determina¢do do
teor dos marcadores quimicos (cumarina e amburosideo A) nas matérias-primas e produto
acabado. Foram determinadas as formas de preparacdo da droga vegetal e caracterizagao
farmacognostica, tendo como base os parametros de teor de umidade e marcadores na
droga vegetal (ARARUNA, 2008).

Estudos seguintes determinaram as condi¢des ideais para a producdo da
solugdo extrativa e do extrato seco por Spray dryer. A analise por CLAE mostrou que os
marcadores quimicos cumarina ¢ amburosideo A apresentaram teores de 123,0 =+
0,08mg/g e 496,8 = 0,29mg/g de extrato, respectivamente (ARARUNA, 2013).

J& a prospec¢do quimica por CLAE dos extratos etandlicos de A. cearensis
cultivada (parte aérea e xilopddio) coletada aos 4, 7 ¢ 9 meses permitiu a identificagdo e
quantificagdo de acido vanilico e cumarina, os quais sao os compostos majoritarios da
planta cultivada. Em relagdo aos periodos de cultivo, o cumaru cultivado por 7 meses
apresentou maior teor de acido vanilico e cumarina nas concentragdes de 3,4 e 4,1
mg/100g de extrato, respectivamente, quando comparado aos demais periodos (4 ¢ 9
meses) (LEAL et. al., 2011). Na prospecg¢ao fitoquimica do cumaru cultivado foi possivel
observar a presenca de alguns metabolitos secundarios, como taninos, alcaloides e

cumarinas. Resultados semelhantes foram observados para a planta silvestre, na qual foi
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possivel identificar a presenca de cumarinas e taninos, além de flavonoides e saponinas
(LEAL et al., 2000).

Diante disso, estudos farmacéuticos sdo necessarios, principalmente aqueles
voltados para o desenvolvimento e padronizacdo da droga vegetal de A. cearensis
cultivada, além da avaliagdo da seguranga e eficacia, com énfase para sua indicacdo como
ferramenta terapéutica em doencas inflamatdrias. Esses estudos fornecerdo subsidios que
justifiquem a utilizacdo da planta cultivada como matéria-prima ativa para o

desenvolvimento de fitoterapicos.
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02. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Avaliar a atividade anti-inflamatoria, antioxidante e a citotoxicidade do extrato seco
padronizado de Amburana cearensis cultivada (ESPACC) e constituintes quimicos, dcido
vanilico e cumarina em neutr6filos humano.

2.2. Objetivos Especificos

a. Avaliar os efeitos do ESPACC e AV sobre a degranulacdo de neutr6filos humano

induzida por PMA;

b. Avaliar os efeitos do ESPACC, AV e CM sobre o metabolismo oxidativo de neutréfilos

humano ativados por PMA;

c. Investigar o efeito do ESPACC e AV sobre a viabilidade de neutréfilos humano.
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03. MATERIAIS E METODOS

3.1. Materiais

3.1.1 Aspectos éticos

Todos os procedimentos e protocolos realizados foram aprovados pelo
Comité de Etica em Pesquisa Humana (COMEPE) da Universidade Federal do Ceara
(CAAE 45668515.4.0000.5054).

3.1.2 Material botanico

Amburana cearensis foi cultivada a partir de sementes coletadas de plantas
matrizes nativas localizadas na zona rural do municipio de Quixeramobim — Ceara
(Brasil) e semeadas no setor de Horticultura/ Departamento de Fitotecnia da Universidade
Federal do Ceara, sob a coordenacao do Prof. Dr. Marcos Esmeraldo.

As partes aéreas e xilopddios de 4. cearensis foram coletadas aos 7 meses de
cultivo. Exsicatas da espécie (n® 52618 e 52619) estdo depositadas no Herbario Prisco

Bezerra, Departamento de Biologia, Universidade Federal do Ceara.

3.1.3 Substancias quimicas e reagentes

Cumarina, Acido vaniilico, forbol-12-miristato-13-acetato (PMA),
mieloperoxidase, indometacina, dimetilsulfoxido (DMSO), brometo 3[4,5-dimetiltiazol-
2-il]-2,5-difeniltetrazolio (MTT), 5-amino-2,3-diidro-1,4-ftalazinodiona (luminol),
10,10’-dinitrato de dimetil-bis-acrinidina (lucigenina), Triton X-100, 3,3°,3,5’—
tetrametilbenzidina (TMB), gelatina (Difco).

3.1.4 Local de execucao

Os experimentos realizados foram executados no Centro de Estudos

Farmacéuticos e Cosméticos (CEFAC) da Universidade Federal do Ceara.
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3.1.5 Produgao e padronizagdo extrato seco padronizado de Amburana cearensis

cultivada (ESPACC)

O extrato seco de A. cearensis cultivada foi preparado por maceragdo da droga
vegetal, a mesma foi previamente pulverizada e submetida ao processo de extragdo por
24h a temperatura ambiente, em seguida foram realizados dois ciclos de turbolise de 5
minutos cada, sem que ultrapassasse a temperatura de 37°C. O solvente extrator utilizado
foi etanol na propor¢ao droga vegetal:solvente de 1:4 (m/v) de acordo com a metodologia
descrita por Lima (2013) modificada.

A secagem do extrato foi realizada em Spray-dryer de acordo com
metodologia descrita por Araruna et al. (2013) e o adjuvante utilizado foi aerosil 30%
(Tabela 01).

A determinacdo dos teores de marcadores, acido vanilico ¢ cumarina no
extrato seco de cumaru cultivado foi realizada utilizando cromatdgrafo liquido de alta
eficiéncia (CLAE) contendo injetor automatico e forno para coluna, Waters, modelo
2695, acoplado a detector de arranjo de diodos (DAD), Waters, modelo 2996. As
separacoes foram realizadas em coluna analitica X-Terra (Waters) com fase reversa
octadecilsilica (C18) de 250 mm de comprimento e 4,6 mm de didmetro, preenchida com
particulas esféricas de 5 um. A fase movel consistiu em duas solugdes, tampao acetato de
amoénio 5 mM, pH 3,46 (Fase A) e acetonitrila grau CLAE (Fase B). As fases moveis
foram filtradas a vacuo por membrana filtrante com poro de 0,45 pum (Millipore, EUA) e,

em seguida, desgaseificadas em banho ultrassonico (Tabela 02).

Tabela 1: Condicées operacionais para secagem por Spray-dryer do extrato

etanolico de Amburana cearensis (cumaru) cultivada

PARAMETROS DADOS EXPERIMENTAIS
Temperatura de saida do ar de secagem (°C) 52
Temperatura de entrada do ar de secagem (°C) 100
Fluxo de alimentagao (mL/min) 1

Fluxo de ar (L/min) 40




37

Tabela 2: Condicdes cromatograficas utilizadas no método para identificacido e
quantificacdo por CLAE-DAD dos marcadores quimicos de Amburana cearensis

(cumaru) cultivada

PARAMETRO ESPECIFICACAO
Coluna X-Terra C18 (250 x 4,6 mm), 5 ym
Pré-coluna X-Terra C18 (20 x 3,9 mm), 5 um
Temperatura 32°C
Deteccao UV - DAD: 261 € 277 nm
Volume de injecao 20 pul
Tempo de corrida 25 min
Fase mével Fase A: acetonitrila
Fase B: dgua
Solugdo diluente Fase movel, propor¢do 8:92 (Fase A:Fase B, v/v)
Elui¢ao Isocratica

A analise por CLAE-DAD do extrato seco de A. cearensis cultivada permitiu
a identificacdo e quantificacdo de dois marcadores quimicos, acido vanilico e cumarina.
A identificacdo foi confirmada pela comparagdo do tempo de retengdo dos padrdes de
trabalho (Sigma, EUA) (Figura 7) e os teores encontrados foram de: 2,55 mg/g de droga

vegetal para o acido vanilico e 14,25 mg/g de droga vegetal para a cumarina.
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Figura 7: Perfis cromatograficos dos padroes acido vanilico e cumarina (A) e extrato

seco padronizado de Amburana cearensis cultivada (B)
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3.2 Métodos

3.2.1 Isolamento de polimorfonucleares

Polimorfonucleares, predominantemente neutrofilos (80 - 90%), foram
isolados a partir de sangue humano cedido pelo Centro de Hemoterapia e Hematologia
do Ceard — HEMOCE (residuos de “buffy coat”) utilizando o método descrito por Henson
(1971), modificado por Lucisano & Mantovani (1984). O sangue foi centrifugado, o
plasma desprezado, a suspensao de células foi lavada diversas vezes com solugdes salina
e usou-se solucdo de gelatina 2,5% (p/v) para formar um gradiente de separa¢do dos
componentes sanguineos. Depois de isolados, os neutréfilos foram mantidos no meio
HBSS (Hanks balanced salt solution) em gelo. A viabilidade celular foi determinada pelo
ensaio de exclusao ao corante Azul de Tripan, a partir da contagem de células em

microscopio optico.

3.2.2 Avalia¢ao da atividade anti-inflamatéria

A suspensio de neutrofilos (5 x 10° células/mL) foi incubada a 37°C com
ESPACC e AV (1, 10, 25, 50 e 100ug/mL), DMSO (controle), Hanks (células ndo
tratadas) ou indometacina (100 pg/mL — droga padrdo) por 15 minutos a 37°C. A seguir
foi adicionado PMA (0,1 uM) por 15 minutos a 37°C. Decorrido esse tempo, o material
foi centrifugado durante 10 minutos e o sobrenadante rico em MPO, liberada devido a
estimulacdo, foi utilizado no ensaio (UBEDA, 2002).

Para determinagdo da concentracdo de mieloperoxidase foi adicionado ao
sobrenadante obtido na centrifugacdo: PBS, tampao fosfato e H202 (0,012%). Apos 5
minutos a 37°C foi acrescido 3,3°,3,5’-tetrametilbenzidina (TMB 1,5 mM) ¢ a reagao foi
interrompida pela adi¢do de acido sulfurico (1,5 M; pH 3,0). A leitura foi realizada a

absorbancia de 620 nm.
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3.2.3 Avaliagao da atividade antioxidante mensurada por ensaio de quimioluminescéncia

Neutréfilos humano (5 x 10° células/mL) foram incubados a 37°C por 20
minutos com ESPACC, AV e CM (1, 10, 25, 50 e 100ug/mL), e das sondas
quimioluminescentes luminol (280 uM) ou lucigenina (150 uM). Apds o periodo de
incubagdo, foi adicionado o estimulo (PMA 0,1 uM) e acompanhou-se a produ¢do de QL,
em cpm (contagem de fotons por minuto), durante 40 minutos a 37°C com o auxilio de
leitora de microplacas. Em todos os ensaios realizados foi mensurada a produgdo
espontanea de QL lum ou QL luci das células na auséncia de estimulo. A quercetina
(50pg/mL) foi utilizada como droga padrdo. Os resultados sdo expressos em percentual

de inibi¢ao da emissdo de quimioluminescéncia (PAULA et al, 2009).

3.2.4 Avalia¢ao da citotoxicidade do ESPACC e AV— Teste do MTT

Neutréfilos humano (5 x 10° células/mL) foram incubados por 30 minutos a
37°C com ESPACC e AV (1, 10, 25, 50 e 100pg/mL), DMSO (veiculo da droga), Hanks
(células nao-tratadas) ou Triton x-100 (0,2% v/v - padrdo citotdxico) em placa de 96
pocos. Apds o periodo de incubagdo a placa foi centrifugada a 2000 rpm por 15 minutos
e o sobrenadante foi descartado. Foram adicionados 200uL da solugdo de MTT (10
mg/mL) seguido de uma incubagao de 3h a 37°C. Passado o periodo de incubagdo foi
realizada uma segunda centrifugacdo nas mesmas condi¢des da primeira, o sobrenadante
foi descartado e adicionado 150puL de DMSO para a solubilizacdo do sal de formazam. A
placa foi agitada durante 15 minutos com o auxilio de um agitador de placas e a
absorbancia foi medida em leitor de microplacas a 560 nm. A viabilidade celular foi

expressa através do valor percentual em relagao ao grupo controle.

3.2.5 Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada com o auxilio do programa GraphPad Prism
6.0 (USA). Todos os dados estdo representados por média + erro padrao da média
(E.P.M). A significancia estatistica das diferencas entre os grupos foi determinada por

analise de varidncia (ANOVA) seguida por teste de Tukey, quando p<0,05.
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04. RESULTADOS

4.1. Avaliacdo da atividade anti-inflamatéria do ESPACC e AV em neutroéfilos
humano: degranula¢do induzida por PMA mensurada pela liberacdo da enzima

mieloperoxidase (MPO)

O efeito do ESPACC sobre a degranulagdo dos neutréfilos esta representado
na Figura 8. O ESPACC, apds 15 minutos de incubagdo, inibiu a degranulacdo de
neutro6filos induzida por PMA conforme suas concentragdes, 1 pg/ml: 20,71 +2,33%; 10
ng/ml: 27,42 + 2,.47%; 25 pg/ml: 38,20 + 2,65%; 50 pg/ml: 37,68 £ 2,5% e 100 pg/ml:
51,50 + 2,33%. Ja a indometacina (36 pg/mL), anti-inflamatorio padro, inibiu em 76,43
+ 1,4%.

O AV reduziu a liberagdo de MPO induzida pela degranulacao dos neutrofilos
em até 87,64 £ 0,87 % na maior concentragdo investigada (100pug/ml), proporcionando
um efeito superior a indometacina (36pug/mL) que inibiu 79,85 £+ 1,7% a liberacdo da

enzima (Figura 9).
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Figura 8: Efeito do ESPACC sobre a degranulacao de neutrofilos humano induzidos

por PMA determinado pela inibigdo da liberacdo de MPO
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Neutréfilos (5 x 10° células/mL) foram incubados com ESPAAC (1, 10. 25, 50 e 100
ug/mL) e posteriormente incubados com PMA (0,1 uM). INDO: Indometacina, droga
padrdo. Os resultados obtidos na presenga das drogas foram comparados ao grupo

controle (100% de liberagdo de MPO). Os resultados estdo expressos como média +

E.P.M. (a: p<0,05 vs. indometacina, ANOVA- Tukey).



43

Figura 9: Efeito do AV sobre a degranulagdo de neutréfilos humano induzidos por PMA

determinado pela inibicao da liberagcdo de MPO
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Neutréfilos (5 x 10° células/mL) foram incubados com AV (1, 10. 25, 50 e 100 pg/mL e
posteriormente incubados com PMA (0,1 uM). INDO: Indometacina, droga padrao. Os
resultados obtidos na presenca das drogas foram comparados ao grupo controle (100% de
liberagdo de MPO). Os resultados estdo expressos como média = E.P.M. (a: p<0,05 vs.
indometacina, ANOVA- Tukey)
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4.2. Efeito do ESPACC, CM e AV sobre o metabolismo oxidativo de neutrofilos

mensurado por quimioluminescéncia

Para avaliar a atividade antioxidante do ESPACC, CM e AV foram realizados
ensaios de quimioluminescéncia, utilizando como sondas o luminol (Ql lum) e a
lucigenina (QIl luci). Pode-se observar que a adi¢do de ESPACC em concentracdes
crescentes a suspensdo de células reduziu a produ¢do EROs marcadas pelo luminol em
até 62,72%, enquanto que a quercetina, flavonol antioxidante, promoveu uma redugdo de
71.26% (Figuras 10 e 11). O ESPACC também reduziu, embora em menor extensao, até
15% a produg@o de EROs marcadas por lucigenina, a partir da concentracdo de 25 pg/ml
(Figuras 12 e 13), dessa forma a redu¢do causada pelo ESPACC pode ser comparada a
quercetina, que obteve uma reducdo de 19,72%.

O tratamento das células com CM causou uma discreta, porém significativa
redugdo de 23,49% nas EROs marcadas por luminol (Figuras 14 e 15), no entanto ndo
foi capaz de reduzir a produ¢do de EROs marcados por lucigenina (Figuras 16 e 17).
Todavia, a quercetina obteve uma reducao de 55,21% e 27,54%, para as EROs marcadas
por luminol e lucigenina, respectivamente.

A adi¢do de AV nas células promoveu uma redu¢do na produ¢do de EROs
marcados por luminol (Figuras 18 e 19) a partir da concentracdo de 10pg/ml, obtendo
uma inibigdo de até 62,82%, podendo ser comparada ao padrdao antioxidante que inibiu
em 63,28% a producdo de EROs. O AV também gerou uma resposta similar a quercetina
na redu¢do de EROs marcados por lucigenina (Figuras 20 e 21), os quais reduziram em

13,9% e 12,9%, respectivamente.
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Figura 10: Perfil de quimioluminescéncia do ESPACC dependente de luminol (QL

lumi) produzida por neutréfilos registrado por minuto (cpm) em funcao do tempo

(minutos)
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Neutréfilos (5 x 10° células/mL) foram incubados com ESPACC (1, 10, 25, 50 e 100
pug/mL) na presenca da sonda quimioluminescente luminol e posteriormente incubados

com PMA (0,1 uM). Espontaneo: células ndo estimuladas. Controle: veiculo (DMSO).
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Figura 11: Efeito do ESPACC sobre a produgao de quimioluminescéncia dependente de

luminol (QL lum) por neutréfilos ativados com PMA
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Neutrofilos (5 x 10° células/mL) foram incubados com ESPACC (1, 10. 25, 50 e 100
pg/mL) na presenca da sonda quimioluminescente luminol e posteriormente incubados
com PMA (0,1 uM). Espontaneo: células ndo estimuladas. Controle: veiculo (DMSO).
Os resultados estao expressos como média = E.P.M. (a: p<0,05 vs. espontaneo; b: p<0,05

vs. controle, ANOVA- Tukey)
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Figura 12: Perfil de quimioluminescéncia do ESPACC dependente de lucigenina (QL

luci) produzida por neutréfilos registrado por minuto (cpm) em fungdo do tempo

(minutos)
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Neutréfilos (5 x 10° células/mL) foram incubados com ESPACC (1, 10, 25, 50 e 100
pg/mL) na presenga da sonda quimioluminescente luminol e posteriormente incubados

com PMA (0,1 uM). Espontaneo: células nao estimuladas. Controle: veiculo (DMSO)
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Figura 13: Efeito do ESPACC sobre a produgdo de quimioluminescéncia dependente de

lucigenina (QL luci) por neutréfilos ativados com PMA
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Neutréfilos (5 x 10° células/mL) foram incubados com ESPACC (1, 10. 25, 50 e 100
pg/mL) na presenca da sonda quimioluminescente lucigeninal e posteriormente
incubados com PMA (0,1 uM). Espontaneo: células ndo estimuladas. Controle: veiculo

(DMSO). Os resultados estao expressos como média + E.P.M. (a: p<0,05 vs. espontaneo;

b: p<0,05 vs. controle, ANOVA- Tukey)
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Figura 14: Perfil de quimioluminescéncia da CM dependente de luminol (QL lumi)

produzida por neutréfilos registrado por minuto (cpm) em fungdo do tempo (minutos)
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Neutroéfilos (5 x 10° células/mL) foram incubados com CM (1, 10, 25, 50 e 100 pg/mL)
na presenca da sonda quimioluminescente luminol e posteriormente incubados com PMA

(0,1 uM). Espontaneo: células nao estimuladas. Controle: veiculo (DMSO).
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Figura 15: Efeito da CM sobre a produgao de quimioluminescéncia dependente de

luminol (QL lumi) por neutréfilos ativados com PMA
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Neutréfilos (5 x 10 células/mL) foram incubados com CM (1, 10. 25, 50 e 100 pg/mL)
na presenca da sonda quimioluminescente luminol e posteriormente incubados com PMA
(0,1 uM). Espontaneo: células ndo estimuladas. Controle: veiculo (DMSO). Os resultados

estao expressos como média = E.P.M. (a: p<0,05 vs. espontaneo; b: p<0,05 vs. controle,

ANOVA- Tukey)
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Figura 16: Perfil de quimioluminescéncia da CM dependente de lucigenina (QL luci)

produzida por neutréfilos registrado por minuto (cpm) em fungdo do tempo (minutos)
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Neutréfilos (5 x 10 células/mL) foram incubados com CM (1, 10, 25, 50 e 100 pg/mL)
na presen¢a da sonda quimioluminescente lucigenina e posteriormente incubados com

PMA (0,1 uM). Espontaneo: células ndo estimuladas. Controle: veiculo (DMSO)
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Figura 17: Efeito da CM sobre a produgao de quimioluminescéncia dependente de

lucigenina (QL luci) por neutréfilos ativados com PMA
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Neutréfilos (5 x 10° células/mL) foram incubados com CM (1, 10. 25, 50 e 100 pg/mL)
na preseng¢a da sonda quimioluminescente lucigeninal e posteriormente incubados com
PMA (0,1 uM). Espontaneo: células ndo estimuladas. Controle: veiculo (DMSO). Os
resultados estdo expressos como média + E.P.M. (a: p<0,05 vs. espontaneo; b: p<0,05 vs.

controle, ANOVA- Tukey)
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Figura 18: Perfil de quimioluminescéncia do AV dependente de luminol (QL lumi)

produzida por neutréfilos registrado por minuto (cpm) em fungdo do tempo (minutos)
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Neutroéfilos (5 x 10° células/mL) foram incubados com AV (1, 10, 25, 50 e 100 pg/mL)
na presenca da sonda quimioluminescente luminol e posteriormente incubados com PMA

(0,1 uM). Espontaneo: células nao estimuladas. Controle: veiculo (DMSO)
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Figura 19: Efeito do AV sobre a producao de quimioluminescénciadependente de

luminol por neutréfilos ativados com PMA
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Neutréfilos (5 x 10° células/mL) foram incubados com AV (1, 10. 25, 50 e 100 pg/mL)
na presenca da sonda quimioluminescente luminol e posteriormente incubados com PMA
(0,1 uM). Espontaneo: células nao estimuladas. Controle: veiculo (DMSO). Os resultados

estao expressos como média = E.P.M. (a: p<0,05 vs. espontaneo; b: p<0,05 vs. controle,

ANOVA- Tukey)
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Figura 20: Perfil de quimioluminescéncia do AV dependente de lucigenina (QL luci)

produzida por neutréfilos registrado por minuto (cpm) em fungdo do tempo (minutos)
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Neutréfilos (5 x 10° células/mL) foram incubados com AV (1, 10, 25, 50 e 100 pg/mL)
na presenca da sonda quimioluminescente lucigenina e posteriormente incubados com

PMA (0,1 uM). Espontaneo: células ndo estimuladas. Controle: veiculo (DMSO).
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Figura 21: Efeito do AV sobre a producao de quimioluminescéncia dependente de

lucigenina por neutréfilos ativados com PM
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Neutréfilos (5 x 10° células/mL) foram incubados com AV (1, 10. 25, 50 e 100 pg/mL)
na presenca da sonda quimioluminescente lucigenina e posteriormente incubados com
PMA (0,1 uM). Espontaneo: células nao estimuladas. Controle: veiculo (DMSO). Os
resultados estdo expressos como média + E.P.M. (a: p<0,05 vs. espontaneo; b: p<0,05 vs.

controle, ANOVA- Tukey
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4.3. Efeito do ESPACC e AV sobre a viabilidade celular de neutrofilos mensurado
através do teste do MTT

O efeito do ESPACC e AV sobre a viabilidade celular de neutréfilos humano
esta representado nas figuras 22 e 23, mostrando que neutréfilos incubados com
ESPACC (1, 10, 25, 50 e 100 png/mL) nao apresentaram nenhuma alteragao da viabilidade
celular, nem mesmo na maior concentragao destes (% cé€lulas viaveis: 114.9 £ 1.96)
quando comparados ao controle (% células vidveis 102.4 + 2.7). Entretanto o Triton X-
100 (0,2% v/v padrado citotoxico) apresentou uma expressiva redugdo no percentual de
células viaveis (7.21 £ 0.4). Resposta similar ao ESPACC foi obtida no tratamento com

AV (100 pg/mL: 95.6 £ 1.7), quando comparado ao grupo controle (102.4 & 2.7).

Figura 22: Efeito do ESPACC sobre a viabilidade de neutréfilos humano determinada
através do teste do MTT
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Neutroéfilos (5 x 10° células/mL) foram incubados com ESPACC (1, 10. 25, 50 e 100
ug/mL) e 3h depois foi avaliada a viabilidade celular por espectofotometria. HBSS:
c€lulas ndo tratadas. Controle: veiculo (DMSO). Tx-100: triton X-100 — padrao
citotoxico. Os resultados estdo expressos como média = E.P.M. (a: p<0,05 vs. controle,

ANOVA- Tukey).
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Figura 23: Efeito do AV sobre a viabilidade de neutrofilos humano determinada através

do teste do MTT
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Neutréfilos (5 x 10° células/mL) foram incubados com AV (1, 10. 25, 50 e 100 pg/mL) e
3h depois foi avaliada a viabilidade celular por espectofotometria. HBSS: células nao
tratadas. Controle: veiculo (DMSO). Tx-100: triton X-100 — padrao citotéoxico. Os
resultados estdo expressos como média £ E.P.M. (a: p<0,05 vs. controle, ANOVA-

Tukey).
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05. DISCUSSAO

No presente estudo, foram avaliados os efeitos anti-inflamatérios e
antioxidantes do ESPACC, bem como de seus compostos quimicos bioativos majoritarios
como a CM e AV, em cultura de neutrofilos.

E importante ressaltar que o uso de sistemas in vitro permite uma maior
eficacia no controle das condi¢cdes do ensaio, diminuindo a variabilidade entre as
experiéncias, produzindo uma menor quantidade de residuos toxicos e proporcionando a
obtenc¢do mais rapida de resultados, além de contribuir para a elucidagdo do mecanismo
de acdo. Além disso, existe uma consideravel redugdo nos custos, visto que o nao uso de
animais torna dispensavel a existéncia de uma infraestrutura especifica. Por outro lado,
esses ensaios apresentam algumas limitagcdes por nao considerarem os efeitos integrados
que ocorrem no organismo como um todo, bem como o efeito da biotransformacao de
compostos (VICTAL et al., 2014).

A avaliacdo do potencial bioldgico de novos fdrmacos anti-inflamatorios com
o emprego de modelos experimentais em neutréfilos humano pode contribuir
consideravelmente no desenvolvimento de novos farmacos, considerando que essas
células formam a primeira linha de defesa na imunidade inata apresentando um papel
importante na resposta inflamatéria aguda e cronica induzida por diferentes estimulos.
Dessa forma, a modulacao da liberacao do contetido celular de neutréfilos € estratégico
para o controle/tratamento da inflamagdo. Por estas razdes, modelos experimentais que
empregam cé¢lulas inflamatorias como os neutrofilos podem ser aplicados de modo a
complementarem pesquisas farmacoldgicas, sempre que o fim o justifique
(PRESGRAVE, 2010), visto que muitas doengas envolvem inflamacdo cronica e
representam a maior carga de morbimortalidade no Brasil (DUNCAN et al., 2012).

O ESPACC e o AV inibiram a produgdo de mieloperoxidase induzida por
PMA em neutré6filos humano, ressaltando que o AV na maior concentragdo conseguiu um
efeito inibitorio na liberagdo de MPO comparavel a indometacina, um anti-inflamatério
nao esteroidal inibidor inespecifico de cicloxigenase.

O PMA (forbol-miristato-acetato) € um representante dos analogos de ésteres
de forbol, que ativa a transdug¢do de sinais no neutréfilo sem a necessidade de um receptor
de membrana (THELEN et al., 1993), agindo diretamente sobre proteina quinase C
(PKC). A PKC ¢ responsavel por desencadear a liberagio de Ca®" das reservas

intracelulares aumentando sua concentragcdo no interior da célula, gerando dessa forma a
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degranulacao dos neutrofilos (FAURSCHOU, 2003). Assim, sugere-se que tanto o
ESPACC quanto o AV parecem modular uma ou mais etapas relacionadas a ativagdo dos
neutrdfilos por PMA, relacionado, por exemplo, a uma inibi¢cdo de PKC e do influxo de
Ca?" intracelular. Esse resultado foi ratificado por um estudo anterior (LIMA, 2013), que
mostrou a habilidade do extrato padronizado de Amburana cearensis cultivada (EPACC)
na forma liquida em inibir a liberagdo de MPO. Dessa forma, a agregacao de tecnologia
ao extrato de cumaru cultivado (secagem por Spray dryer) ndo comprometeu seu efeito
modulador da ativa¢ao de neutréfilos humano.

Estudos (LEAL et al 95; 97) realizados com o extrato hidroalcoolico (EHA)
ndo padronizado, a cumarina e uma fragdo flavonoidica obtidos da casca do caule de 4.
cearensis silvestre, mostraram que esses compostos possuem atividade anti-inflamatoria
determinada através dos modelos de edema de pata induzido por carragenina ou dextrano
em ratos e peritonite induzida por carragenina em ratos. As drogas testadas apresentaram
atividade antiedematogénica e reduziram o acimulo de células inflamatorias no peritonio
dos animais.

Outro estudo realizado por Marinho e colaboradores (2004) também
demonstrou o efeito anti-inflamatério dessa espécie, onde a administragao do EHA de 4.
cearensis silvestre (400 mg/kg, v.o. e 200 mg/kg, i.p.) € cumarina (10 ou 20 mg/kg) em
camundongos Balb/c, promoveu efeito antiedematogénico no modelo de edema de pata
induzido por ovalbumina.

Estudo (KIM et al. 2011) realizado com o AV mostrou que este foi capaz de
inibir a producao de mediadores inflamatorios como IL-6, TNF-a e PGE2, além da
expressdo de COX-2, por suprimir a ativagdo de NF-kB induzida por LPS em macrofagos
peritoneais de ratos. Ainda, o tratamento de camundongos com o AV apresentou
atividade antinociceptiva por inibir a segunda fase do teste da formalina, além de inibir a
hiperalgesia mecanica induzida por CFA (adjuvante completo de Freund), o edema de
pata induzido por carragenina e a atividade da MPO. Foi demonstrado que essas
atividades estavam envolvidas com efeitos antioxidantes e a inibi¢ao da producdo de
citocinas pro-inflamatorias relacionadas ao NF-kB (CALIXTO- CAMPOS et al., 2015).

Como ja mencionado varios mecanismos estdo envolvidos na degranulacao
de neutréfilos, entre eles a producdo de EROs que possui um papel importante na ativagao
celular. A técnica de quimioluminescéncia ¢ amplamente utilizada por ser uma
metodologia sensivel e exata para a avaliagdo da capacidade de produgdao de EROs em

neutrdfilos. Para amplificar a quimioluminescéncia produzida por fagocitos durante o
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burst oxidativo tem sido utilizadas sondas quimioluminescentes, como o luminol ¢ a
lucigenina (WARDMAN, 2007). O luminol reage com as EROs geradas pelos neutréfilos
produzindo o anion aminoftalato excitado que emite fotons de luz ao retornar ao estado
fundamental (ALLEN & LOOSE, 1976). O luminol ¢ capaz de detectar diversas espécies
reativas, inclusive o Oz, no entanto possui uma maior sensibilidade para HOCI", por isso
trata-se de uma quimioluminescéncia com 6tima sensibilidade para o sistema MPO-H>0»-
HOCI" (MAHOMOODALLY et al, 2012). Um estudo (LI et al., 1999) mostrou a
lucigenina como um detector especifico do radical O>". Antes de reagir com esse radical,
a lucigenina deve ser reduzida por um elétron para produzir o radical céation lucigenina.
Esse radical reage com O para produzir um intermediario instdvel, lucigenina
dioxietano, se decompondo em duas moléculas de N-metilacridona, onde uma das quais
esta em um estado eletronicamente excitado, que retorna ao estagio basal emitindo foton.

No presente estudo foi observado com o auxilio da QL que a adicdo de
ESPACC na maior concentragdo conseguiu reduzir a producdo de EROs marcadas por
ambas as sondas utilizadas (luminol e lucigenina). O AV também se comportou de forma
semelhante ao extrato, porém chegou a se comparar com a quercetina. J4 a CM nao
reduziu a produg¢do de EROs marcadas por lucigenina. Sendo assim, nos ensaios de
quimioluminescéncia dependente de luminol, tanto ESPACC quanto AV exibiram
atividade modulatoria do metabolismo oxidativo dos neutrofilos bastante expressiva, ja a
CM, por reduzir em menor grau a producdo de EROs, apresentou um menor efeito
antioxidante dentre as drogas testes investigadas. No entanto, na quimioluminescéncia
dependente de lucigenina as atividades modulatérias foram menores, sugerindo que os
efeitos antioxidantes do ESPACC sobre o metabolismo oxidativo de neutrofilos parecem
estar mais relacionados ao sistema MPO-H>0,-HOCIL.

Diante desses resultados, ¢ possivel afirmar que a modulagao dos mecanismos
pro-inflamatérios dos neutrofilos humano pelo ESPACC e seus metabolitos secundarios
constitui uma propriedade importante para um anti-inflamatério, que podera controlar a
inflamacao ainda na sua fase aguda, possivelmente por reduzir a migragao e a ativagao de
polimorfonucleares, como os neutrofilos para o foco inflamatorio. Nesse contexto, ¢
importante destacar que a ativacdo inapropriada ou exacerbada de neutréfilos no
organismo humano estd relacionada a fisiopatologia de véarias doencas inflamatorias
como a asma exacerbada. Isso ¢ interessante considerando que o principal uso na

medicina tradicional de Amurana cearensis é no tratamento da asma.
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Para verificar se os efeitos anti-inflamatérios do ESPACC e AV obtidos
anteriormente ndo estdo relacionados a uma possivel toxicidade, foi entdo investigado o
efeito destes sobre a viabilidade de neutrofilos através do teste do MTT (brometo de 3-
(4,5-dimetiltiazol-2)-2,5- difeniltetrazolio). Trata-se de um método rapido, sensivel e
barato que foi descrito primeiramente por Mosmann (1983), se baseia no fato de o sal
(MTT) de cor amarela ser reduzido, principalmente por enzimas mitocondriais (sistema
succinato-tetrazol redutase) a um sal de formazan de cor roxa. Portanto, a atividade deste
sistema enzimatico reflete a funcionalidade metabolica das mitocondrias, sendo a
auséncia da redu¢ao do MTT indicativo de diminui¢do de atividade metabolica e
viabilidade celular. Para mensuracdo desse efeito o sal de formazam ¢ quantificado
espectrofotometricamente, sendo a intensidade desta cor proporcional a atividade
metabolica da célula (VERMA et al., 2010). Esses sais foram primeiramente utilizados
como substratos para sistemas de transferéncia de elétrons em bactérias e células
mamarias. O método também ¢ amplamente utilizado na avaliacdo in vitro da viabilidade
ou atividade metabolica de cultura de células, seja de mamiferos ou de protozoarios, como
promastigotas e amastigotas do género Leishmania (SERENO & LEMESRE, 1997).

A reducdo do MTT, diferente de outros sais de formazan como o XTT e o
WST-1, ndo ¢ afetado pela enzima superdxido dismutase (SOD) ou pela adicdo de
coenzimas como a nicotinamida adenina dinucledtideo fosfato (NADPH) (BERRIDGE
et al.,1996).

A adicdo de concentracdes crescentes de ESPACC e AV a suspensdo de
neutrdfilos ndo alterou significativamente a viabilidade celular avaliada através do teste
do MTT. Dessa forma, nenhum dos efeitos anti-inflamatérios e antioxidantes
determinados para o ESPACC e AV estiveram relacionados a uma possivel toxicidade
celular.

Estudo anterior realizado em nosso laboratorio (LIMA,2013), mostrou que o
extrato liquido ndo foi citotoxico em neutrdfilos humano determinado pela atividade da
enzima lactato desidrogenase (LDH), sugerindo, portanto que Amburana cearensis
cultivada parece ndo provocar alteragdes na integridade da membrana plasmatica de

neutrofilos.
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06. CONCLUSOES

Os resultados obtidos nesse estudo com o ESPACC (extrato seco padronizado
de Amburana cearensis cultivada), AV (acido vanilico) e a CM (cumarina) permitiram as

seguintes conclusodes:

e O ESPACC e AV mostraram atividade anti-inflamatoria por modularem um dos
mecanismos pro-inflamatorio em neutrofilos humano, em particular a

degranulacdo induzida por PMA, mensurada pela atividade da mieloperoxidase;

e O ESPACC. AV e CM mostraram efeito antioxidante ao inibirem a produgao de
EROs envolvendo tanto o anion superoxido quanto o produto do sistema MPO-

H>0,-HOCI;

e Os efeitos anti-inflamatdrios e antioxidantes do ESPACC e AV deram-se sem
comprometer a viabilidade de neutréfilos, em particular sobre o metabolismo

celular.

Dessa forma, os resultados mostraram que o efeito anti-inflamatorio esta
relacionado pelo menos em parte a presenga de CM e AV, sugerindo que estes possuem

potencial no tratamento de doencas inflamatorias.

A comprovacao do potencial anti-inflamatorio e antioxidante do ESPACC e
seus metabolitos secundarios, ressaltando a auséncia de citotoxicidade, é relevante
considerando que se pode agregar estas propriedades com as vantagens tecnologicas
desse novo extrato a ser empregado na formulagdo de um fitoterapico util no tratamento
de doengas inflamatorias. Além disso, os resultados obtidos ratificam a importancia de
prosseguir os estudos farmacoldgicos dessa espécie e principios ativos, incluindo estudos
para melhor compreensdo do mecanismo de acdo e toxicidade, além de avaliagdes in vivo.
Assim, somando os resultados obtidos no presente estudo a outros a serem realizados
futuramente sera possivel justificar o uso de Amburana cearensis cultivada e seus
constituintes quimicos como uma ferramenta farmacologica no tratamento de doengas

inflamatorias como a asma.
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