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RESUMO

AVALIAC,‘AO DA ATIVIDADE ANTINFLAMATORIA E ANTIOXIDA NTE DAS
CAPSULAS DO EXTRATO SECO E DA AFRORMOSINA, ISOFLAVO NOIDE,
OBTIDOS DE Amburana cearensis A C SMITH. Aluna: Amanda de Araujo Lopes.
Orientador: Profa. Dra. Luzia Kalyne Almeida Moeeiteal. Dissertacdo de Mestrado.
Programa de Pds-Graduagdo em Farmacologia. Depantarde Fisiologia e Farmacologia.

Universidade Federal do Ceara, 2010.

A casca do caule demburana cearensi8 C Smith, conhecida popularmente como cumaru,
€ utilizada para o tratamento de doencas respmat@omo bronquite e asma. Estudos
farmacoldgicos anteriores mostraram as atividadesinlamatoria, antioxidante e
antinociceptiva do extrato e moléculas isoladascdmaru: incluindo cumarina (CM) e
amburosideo A (AMB). Diante do exposto, o objetdm presente estudo foi realizar uma
avaliacao preliminar da citotoxicidade, e investiggotencial antiinflamatério e antioxidante
da capsula do extrato seco de cearensis(CESAC) e da Afrormosina (AFM), com
determinacdo do possivel mecanismo de acdo. Pai@ ts capsulas foram produzidas a
partir do extrato secosfray-dryej padronizado pelo teor de AMB e CM por CLAE. A
citotoxicidade foi investigada em neutréfilo huma@cb x 16 células/mL) através dos testes
de exclusdo ao corante azul de tripan, LDH, MTVaiacdo do padrdo de morte celular pelo
corante laranja de acridina/brometo de etidio. AVA@O, 50 e 100 pg/mL) ndo mostrou
citotoxicidade, enquanto que a CESAC (10, 100 e|2fénL) aumentou o numero de células
em apoptose e necrose. A CESAC (100-400 mg/kg) wibiu o edema de pata em
camundongos, o acumulo de células e os niveis @RBBVIDA no peritonio, induzidos por
carragenina. No lavado broncoalveolar de ratosfide®s com ovalbumina, a CESAC
reduziu o acumulo de células, bem como a produedbBARS-MDA e nitrito/nitrato, além
de restabelecer os niveis de GSH. Tanto a CESACO(R25, 50, 100 e 200 pg/mL), quanto
AFM (3; 6; 12,5; 25; 50 e 100 pg/mL) reduziram @agao de neutrofilos humano induzida
por fMLP (em até 65 % e 66 %, respectivamente) MARem até 72 % e 86 %,
respectivamente). Além disso, estes inibiram em7atéo aproximadamente a atividade de
mieloperoxidase, porém apenas a CESAC inibiu adatile da elastase (6-88 % inibicdo). A
adicdo de CESAC ou AFM a suspensao de neutroBldgziu também os niveis de TNFO
CESAC e a AFM mostraram atividade inibitéria do abelismo oxidativo de neutrofilos
mensurado através de ensaios de quimioluminescéepi@ndente de luminol (QL lum) e

lucigenina (QL luc).



Palavras-chaveAmburana cearensisafrormosina; atividades antiinflamatéria, antaaate;

fitoterapico.



ABSTRACT

EVALUATION OF ANTI-INFLAMMATORY AND ANTIOXIDANT ACT IVITY OF
CAPSULES OF DRIED EXTRACT AND AFRORMOSIN, ISOFLAVON OID,
OBTAINED FROM Amburana cearensis AC SMITH. Author: Amanda de Araujo Lopes.
Advisor: Profa. Dra. Luzia Kalyne Almeida Moreiraedl. Master Degree. Program of Pos-
Graduate in Pharmacology. Departament of Physyplagd Pharmacology. Federal
University of Ceara, 2010.

The stem bark oAmburana cearensi8C Smith, popularly known as cumaru, is used ¢aittr
respiratory diseases like bronchitis and asthmevi®us pharmacological studies showed the
anti-inflammatory, antinociceptive and antioxidaamd / or muscle relaxant activities of the
the extract and isolated molecules from cumardudicg coumarin (CM) and amburoside A
(AMB). Given the above, the objective of this stugs to conduct a preliminary assessment
of cytotoxicity, and investigate the anti-inflamrmgt and antioxidant potential of the capsule
of the dryed extract fromA. cearensifCESAC) and afrormosin (AFM) to determine the
possible mechanism of action. For this, the cagsulere produced from the dried extract
(spray-drye), standardized by the content of CM and AMB by IERICytotoxicity was
investigated in human neutrophil (2.5 x°&@lls / mL) through the tests of the exclusion dye
trypan blue, LDH, MTT and evaluation of the patterhcell death by acridine orange /
ethidium bromide. AFM (10, 50 and 100 pg / mL) skdwo cytotoxicity, while CESAC (10,
100 and 200 pg / mL) increased the number of apiopémd necrotic cells. The CESAC
(100-400 mg / kg, po) inhibited the paw edema inanthe accumulation of cells and MDA-
TBARS levels in the peritoneum induced by carrageemn bronchoalveolar lavage of mice
challenged with ovalbumin, the CESAC reduced theuawlation of cells, as well as
production of TBARS, MDA and nitrite / nitrate, aneistore the levels of GSH. Both CESAC
(5, 10, 25, 50, 100 and 200 pg / mL), and AFM (3185, 25, 50 and 100 pug / mL) reduced
the activation of human neutrophils induced by fML&p to 65% and 66%, respectively) or
PMA (up to 72% and 86%, respectively). Moreoveeytimhibited by 70% about the activity
of myeloperoxidase, but only CESAC inhibited elastactivity (6-88% inhibition). The
addition of AFM or CESAC in suspension of neutrdgtalso reduced the levels of ThF
The CESAC and AFM showed the inhibitory activity méutrophil oxidative metabolism
measured by tests of Iluminol- (CL Ium) and lucigedependent (CL Iluc)

chemoluminescence.



Key words: Amburana cearensisafrormosin; anti-inflammatory, antioxidant acties;

phytomedicine.
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1. INTRODUCAO
1.1. Inflamacéo

A inflamacgao pode ser definida como sendo um caajeomplexo de reagdes
gue ocorrem no tecido conjuntivo vascularizadoaelo ao acumulo de liquido e células no
intersticio (PEREIRA & BOGLIOLO, 1998). A inflamagdode ser assim considerada uma
reacdo de defesa local e tem o0 papel de recruiganiaar e ativar os varios sistemas no
organismo envolvidos na protecao ante um agresseme (MAJNO & PALADE, 1961).

Na vigéncia de um processo inflamatério, hd moh@ido de respostas vasculares,
ativacdo e migracdo de células inflamatérias pafaco danoso, assim como liberagéo e
producdo de diversos mediadores inflamatérios respis, sejam diretamente, pela
modulacdo do processo, seja indiretamente, peldifebagho dos eventos jA em atividade
(MAJNO & PALADE, 1961).

Apesar de ter funcbes de defesa e reparo no onganss inflamacg&o possui um
potencial lesivo que pode ser bastante prejudia@l paciente. Muitas doencas tém a
fisiopatologia fundamentada no processo inflamat&rtdnico, ora contra seu proprio
organismo, ora contra agentes invasores que indumemresposta cruzada do organismo e

este passa a agir contra si, prejudicando a hoaso@EDZHITOF, 2008).

Dentre as células envolvidas na inflamacéo, alguest®o presentes nos tecidos
como as células endoteliais vasculares, mastéetonacrofagos, enquanto plaquetas e
leucdcitos tém acesso a area de inflamacgédo a plrtsangue. Os leucdcitos sdo células
ativamente moveis que podem ser divididas em dissseas: células polimorfonucleares
(neutrofilos, eosindfilos e basofilos) e mononuaea (mondécitos e  linfocitos)
(BEVILACQUA et al., 1994). A sequéncia de event@sjornada dos leucdcitos do lumen
vascular para o tecido intersticial, chamada deaeasamento, pode ser divida em trés etapas
(MULLER, 2002): 1. Marginalizacdo, rolamento e &esle leucocitos ao endotélio; 2.

Transmigracao; 3. Migracao nos tecidos intersgagan direcdo ao estimulbigura 1).
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Sangue Periférico

Figura 1. Etapas do processo de diferenciacio e migracdodieéia dos vasos sanguineos (Fonte: CASCAO
et al., 2009).

O primeiro passo do recrutamento dos leucécitosrélamento. Este processo
leva a interacdo entre leucocitos e células endtetjue consequentemente conduz a
migracao para os tecidos e focos inflamatériospi@gipais participantes neste processo sao
as selectinas (BURG & PILLINGER, 2001).

As L-selectinas, presentes na superficie dos léms)interagem com as células
endoteliais e outros neutrofilos através PSGL-1. c&hilas endoteliais expressam a P-
selectina (presente nos granulos Weibel-Paladefgsominutos apdés serem estimuladas
(ativadas) pela trombina, histamina ou espécidivasado oxigénio (EROSs), e a E-selectina
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uma ou duas horas ap0s a estimulagéo por subst&wizo TN, IL-1 ou LPS, que causa
aumento da transcricdo genética (MOORE et al., 199 contrario da P- e E-selectinas, a
L-selectina é constitutivamente expressa na superfios leucdcitos, entretanto, ela se
encontra em um estado de baixa afinidade. Somenatedq ocorre a ativagéo, esta selectina é
transformada de um estado de baixa para um defalidade.

Apo6s o rolamento no endotélio ativado nas areamftlenacdo, a resposta dos
leucécitos ao gradiente quimioatraente é a ad€3darocesso de adesdo tanto nas células
endoteliais quanto na matriz extracelular é feitagpalmente pela familia dgis-integrinas.
Estes receptores, pertencentes aos leucdcitosca@postos por varias subunidades
(CD11la, CD11b, CD11c) e uma unica subunida@eD18), cujo dominio localiza-se a nivel
citosolico e interage com o citoesqueleto, permdim estabilizacdo da adesao celular e a
interacdo com proteinas de sinalizacdo. As intagrimais importantes sédo LFA-1
(CD11a/CD18), cuja interacdo com o endotélio évasale ligacdo com a molécula de adeséo
intercelular (ICAM)-1 e ICAM-2, e a MAC-1 (CD11b/aB), que se liga a ICAM-1 e 2,
fibrinogénio, fragmento do sistema do complemendb,theparina e outros. A ativacdo de
MAC-1 pode ser induzida por quimioatrentes coma|lfator agregante de plaquetas (PAF)
e complemento C5a, citocinas, fatores de crescormrho GM-CSFe substancias derivadas
de microorganismos como formilpeptideos e LPS (WDTBARSAT et al., 2000; BURG &
PILLINGER, 2001). Os participantes do processo desao constituem alvos de varios
agentes antiinflamatérios, como corticoesteréidas, diminuem a expressao de moléculas de
adesdo no endotélio e na superficie do neutrdiosalicilatos, que bloqueiam a ativacéo de
MAC-1 levando a inibicdo da adesao neutrofilicaLl@R et al., 1997; PILLINGER et al.,
1998).

A transmigracdo dos leucdcitos ocorre atraves dagOps intercelulares. Este
processo envolve duas moléculas de adesao pertes@superfamilia das imunoglobulinas:
a moléculas de adesao endotelial de plaguetas (FECAu CD31) e a molécula de adeséo
juncional (JAM), presente nas juncdes interendateliA PECAM-1 forma interacdes
homofilicas (PECAM-1/PECAM-1), sendo expressa na@icdcitos e nas juncdes
intercelulares endoteliais (WITKO-SARSAT et al.,000 MARTIN-PADURA et al., 1998;
MUELLER et al., 1993). Além disso, esta moléculmid@m atua na transducao de sinais
intracelulares e sua dimerizacdo aumenta a afiaididligagdo de MAC-1 (BERMAN &
MUELLER, 1995).
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A migracdo de leucocitos através do endotélio igida principalmente por uma
grande familia de citocinas quimiotéticas, as qoaimas. Além destas, outras moléculas
estdo envolvidas no recrutamento de leucocitos @doao inflamatoério e incluem peptideos
bacterianos (por exemplo, fMLP), mediadores lipidicou componentes do sistema do
complemento (por exemplo, C5a) (VAN BUUL & HORDIJR)04).

Uma funcdo critica da inflamacdo é a ativacdo dmscdcitos para que

desempenhem suas fun¢des normais de defesa dalbimspe

Os leucocitos polimorfonucleares, principalmenteutrddilos sdo um dos
componentes chave na resposta inflamatoria, semidtmente as células inflamatérias mais
estudadas. Como séo os principais dos fagocitoslaintes, estas células sdo os leucocitos

que primeiro e mais abundante chegam ao foco degéab (DI STASI & LEY, 2009).

Ao encontrar o patdgeno, o neutrofilo o englobawmfagossoma, através do
processo de fagocitose. Em seguida, ocorre a fus@iofagossoma com granulos
citoplasmaticos, seguida pela desgranulacédo, fatman fagolisossoma. Dentro deste, o
agente agressor é degradado por peptideos e EROsogqupdem o arsenal de defesa da
célula independente e dependente de oxigénio, aidsmmente (MAYER-SCHOLL et al.,
2004).

Os neutrofilos séo ideais para a eliminacdoodganismos patogénicos,
bactérias, por exemplo, devido a grande quantidd®leenzimas proteoliticas e rapida
producdo de espécies reativas de oxigénio e nitrogé&sponsaveis pela destruicdo do
organismo invasor (ALVES-FILHO et al., 2005; 20@608).

Com estudos mais atuais da funcéo do neutrofil@sosta inflamatoria, sabe-se
qgue hoje ele possui um enorme potencial de indlario tecidual por secrecdo de proteases e
metabdlitos toxicos do oxigénio, assim como dineaica inflamacgéo através da apresentagéo
de antigenos, secrecao de citocinas, prostaglandinaucotrienos (WRIGHT et al., 2010).
Todas estas caracteristicas sdo observadas emntifertipos de doencas, tais como: artrite
reumatoide, doencgas do sistema cardiovasculari¢mtierose, isquemia miocardia, lesdo por
reperfusdo), neurodegenerativas (esclerose mulmanca de Parkinson, Alzheimer), além
de cancer, lesbes hepaticas e doencas respiratériasasma e Doenca Pulmonar Obstrutiva
Cronica (AMES et al., 1993; WITZUM, 1994; ROY & KWARNI, 1996; STAHL & SIES,
1997; ATOUI et al., 2005; FITCH et al., 2006).
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1.2. O Neutrofilo e sua importancia na inflamacao

Os neutrofilos sdo células essenciais na imunidadéa que determina a
resisténcia do hospedeiro contra infec¢cdes porébaste fungos (KUMAR e SHARMA,
2010) e seu recrutamento e ativacdo também surgemno egnarcadores da inflamacao
vascular (LAU et al., 2005). Os neutrdfilos, quenstituem de 50 a 70% dos leucdcitos
circulantes no individuo adulto, sdo muito mais atoeos quando relacionados aos
eosinofilos (de 1 a 3%) ou basofilos (menos de (BQ)LDSBY, et al., 2000).

A maioria das funcbes dos neutrofilos como adesdagecitose requerem a
mobilizacdo dos granulos citoplasmaticos e vesicglecretorias, que contém proteinas
antimicrobianas, enzimas, produtos do “burst” otridae diversos receptores de ligacdo das
membranas (FAURSCHOU & BORREGAARD, 2003).

Os granulos neutrofilicos sdo formados duranteaaujopoiese que segue uma
sequéncia de diferenciacdo se iniciando no estdgipromieldcito (Hartmann et al., 1995)
(Figura 2). Especificamente os neutrofilos possuem quagbastde granulos: os azurofilicos,
os especificos, os gelatinase e as vesiculas @Gease(FAURSCHOU & BORREGAARD,
2003).

Os granulos azurofilicos séo repletos de hidrolageglas e proteinas
antimicrobianas e por muitos anos foram consideradano lisossomos primarios. Como 0s
lisossomos, os granulos azurofilicos contém grdisul@a (CD63) em suas membranas.
Entretanto, em contraste com as organelas referelas ndo expressam as proteinas de
membrana associadas ao lisossomo (LAMP-1 e LAMP@)anto, granulos azurofilicos sao
provavelmente melhor classificados como granulosseerecdo regulados e ndo como
lisossomos especializados (FAURSCHOU et al., 2602JRSCHOU & BORREGAARD,
2003).

Como componentes dos granulos azurofilicos, tem@éss derprocidinas (serino-
proteases com atividade microbicida) estruturalmeelacionadas: proteinase-3, catepsina-G
e elastase. As serprocidinas sao polipeptideoéniats que exibem atividade proteolitica
contra uma variedade de componentes do tecido gy como elastina, fibronectina,
laminina e colageno (HASTY et al.,, 1990). A azudota também € uma serino-protease
antimicrobiana, possuindo atividade quimiotaticeapaondcitos, fibroblastos e células T, e

aumenta a permeabilidade vascular durante o esmeawento de neutrofilos (GAUTAM,
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2001). Esses granulos também contém a mielopersxiduma hemeproteina microbicida
que é liberada dentro do fagossomo ou para o egxd@acelular sob ativacdo do neutrofilo,
catalisando reacbes com,®$, formado pelo sistema NADPH oxidase, produzindo um
potente oxidante: o acido hipocloroso (HOCI) (JORNEt al., 1989; FAURSCHOU &
BORREGAARD, 2003).

MPO, Elastase LF, NGAL, hCAP18 Proteinas

Gelatinase granulares

Defensina Crisp3, Ficolin1

Figura 2. Processo de maturacdo dos neutréfilos e formdgaaranulos. O controle da expressao de proteinas
dos granulos é mediado pela combinacdo de fatoeedrahscricdo presentes em diferentes estagios do
desenvolvimento mieldide da célula. MB: mielobla®®M: promielécito; MC: mieldcito; MM: metamieldoit

BC: bastonetes; PMN: neutréfilo polimorfonucleamoteinas dos granulos: MPO: mieloperoxidase; LF:
lactoferrina; NGAL: lipocalina associada a gelasima(Fonte: HAGER et al., 2010).

Os granulos especificos participam principalmeaie atividades antimicrobianas
do neutréfilo pela mobilizacdo de seus arsenaisudestancias antimicrobianas tanto no
fagossomo quanto no exterior das células (BORREGAA&Ral., 1983; JOINER et al, 1989;
JESAITIS et al., 1990). As proteinas destes granahxcerram diversos e potentes peptideos
antimicrobianos, incluindo lactoferrina, colagenésetaloproteinase de matriz — 8) e hCAP-
18, que induz quimiotaxia em neutrdfilos, célulag Tondcitos (CHAPPLE et al., 1998;
FAURSCHOU & BORREGAARD, 2003).

Os granulos gelatinase s&o primariamente impodaoteno reservatorios de
enzimas de degradacédo de componentes do tecidantwnj e de receptores de membrana,
necessarios durante extravasamento e diapedeseuttofito. Nestes granulos destaca-se a
metaloproteinase (MMP)-9 que juntamente com oUMBAPs possuem importancia central
para a degradacdo de membranas basais vasculagstuwiras intersticiais durante o

extravasamento e migracao de neutrofilos (KANGQ.e2801).
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As vesiculas secretorias constituem um reservatigioeceptores associados a
membrana necessarios nas fases iniciais da resppdlsimatoria mediada por neutrofilos.
Suas membranas séo ricas pin— integrinas (MAC-1), receptor de complemento ILR
receptores para peptideos bacterianos, como fMLEP®, e leucolisina. Todas estas
substancias sao incorporadas na membrana plasraptisaexocitose das células, permitindo
ao neutroéfilo estabelecer um contato firme com do&#lio vascular ativado (FAURSCHOU
& BORREGAARD, 2003).

A mobilizacdo dos granulos pode ser reproduideaitro pelo aumento gradual
dos niveis de CGa intracelular (SENGEL@V et al., 1993). Varios estios tém mostrado
induzir aumentos na concentracdo dé*@itosélico, por exemplo, N-formil-metionil-lucil-
fenialanina (fMLP), além de ligantes de L-selectmaIAC-1 (SENGEL@V et al., 1993;
LAUDANNA et al., 1994; NG-SIKORSKI et al., 1991).

A ligacdo def,-integrinas induz a ativacédo de tirosina-quinaseplasmaticas,
que fosforilam e ativam uma gama de outras praeimacluindo fosfolipase 12 e
fosfolipase D (FALLMAN et al., 1992; HELLBERG et.all996).

A ativacdo da PLE2 leva a formacéo de inositol (1,4,5)P3 (IP3), itigicerol

(DAG) e acido fosfatidico (PA), que ativam a progefguinase C (PKC) e desencadeiam a
liberacdo de Ca& das reservas intracelulares (LAUDANNA et al., 19BWORTES et al.,
1993;; AGWU et al.,, 1989; SUCHARD et al.,, 1994; BERN & LOWELL, 1999;
FAURSCHOU & BORREGAARD, 2003), ndo requerendo irfluextracelular de CGa
através da membrana (SPISANI et al., 2005). O atomerlular de CH promove a
desgranulacdo neutrofilica através da regulacagrdeeinas de fusdo dos granulos (v-
SNARE) e do fagossoma (t-SNARE) (ROTHMAN, 1996).

Recentemente, uma nova estratégia microbicidandotroéfilos foi descoberta: a
formacao de “armadilhas” extracelulares (Neutroptxtracellular Traps — NETs). As NETs
surgem da liberacdo de conteudos nucleares dedfieistmo espaco extracelular. Elas sé&o
compostas de cromatina descondensada e protearadages e citoplasméticas. A formacao
de “armadilhas” extracelulares também foi observada outros tipos de granulécitos
(mastocitos e eosindfilos) (BRINKMANN et al., 2004)

As NETs sdo capazes de ligar-se a bactérias graitivas e gram-negativas,

fungos e parasitas e destrui-las extracelularmastelo aos seus altos conteudos de serino-
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proteases. No entanto, o mecanismo molecular eideolvwa ligacdo de NETs aos
microorganismos ainda nao foi totalmente elucidadas evidéncias indicam que existem
interacOes eletrostaticas entre componentes cat®rde NETs e a superficie anidnica dos
microorganismos (PALIC et al.; WARTHA et al., 200CHUAMMITRI et al., 2009;
KOCKRITZ-BLICKWEDE & NIZET, 2008) €igura 3).

Atualmente, dois modelos de formacdo de NETs telm descritos: o primeiro
envolvendo a liberacdo de NETs por neutréfilos eatgsso de morte celular (NETose), e o
segundo, através da extrusdo da cromatina juntosesimo-proteases de células intactas. O
primeiro mecanismo ocorre de 2 a 3 horas apos as@go das células a estimulos como:
PMA, Staphylococos aureus ou Candida albicar@ segundo processo envolve o
reconhecimento de LPS ou bactérias patogénicaplaquetas, via receptor toll-like, que se
ligam aos neutroéfilos, ocorrendo a formacdo de MBETminutos. Este processo esta ligado

principalmente a sepse (CLARK et al., 2007).

A base molecular da formacdo de NET ainda permapeuneo elucidada. No
entanto, acredita-se que as espécies reativas igénix (EROs) exercem um importante
papel na sua formacdo. Foi demonstrado que ndagofie pacientes com Doenca
Granulomatosa Cronica (DGC) possuem defeito na d&o@m das NETs. Esse defeito é
causado por mutacbes em genes que codificam o ermPIADPH-oxidase e interrompe a
habilidade do complexo em gerar EROs (HEYWORTH.e2803).
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Figura 3. Modelo de formacéo de NETs. Os neutréfilos sdoadtg pelo contato com diferentes estimulos
patogénicos microbiais como LPS, PMA e IL-8, remudio na ativacdo da NADPH-oxidase e formacdo desERO
(KOCKRITZ-BLICKWEDE & NIZET, 2008).

Estudos recentes mostraram que existe uma relagétseca entre a formacéo de
NETs e mieloperoxidase (MPO). Metzler e colaboraslo(2010) demonstraram que
neutroéfilos deficientes de MPO néo foram capazeemhear NETS, indicando o requerimento
de MPO para sua formacdo. Além disso, também ddmaoas que os produtos
extracelulares de MPO (HOCI) ndo séo capazes dateesa formacao de NETs, sugerindo

uma atuacao autonémica de MPO sobre a célula.
1.2.1. Mieloperoxidase

A MPO é uma hemeproteina encontrada nos granulogfdas dos neutrofilos.
Mondcitos também contém granulos MPO-positivos, @alsejam menos numerosos quando
comparados aos neutréfilos e vao perdendo seusilgsagonforme se diferenciam em
macrofagos (KLEBANOFF, 2005). A MPO também tem ditada das células Kupffer no
figado (BROWN, 1995), bem como em células micriglia neurbnios piramidais do
hipocampo (NAGRA et al., 1997; GREEN et al., 2004).

Estudos sugerem um importante papel da MPO naudggirbacteriana, visto que

esta entre as principais enzimas liberadas dosilgacitoplasmaticos dentro dos vacuolos
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fagociticos (fagolisossoma), representando o grai@omponente da capacidade microbicida
dos neutréfilos (KLEBANOFF, 2005). Dentre os sistasmantimicrobianos presentes no
fagossoma, a principal proporcéo consiste de MR@)xlo de hidrogénio (¥D,, formado
durante o “burst” oxidativo) e de um haleto, patacmente o cloreto (Gl A producéo
inicial do sistema MPO-$D,-CI" é o0 acido hipocloroso, um potente oxidante cowidatde
antimicrobiana (HAMPTON et al., 1998).

No entanto, em situacdes de intensa ativacdo celakorre o excesso de
atividade da MPO que pode ser prejudicial. A gayaméessiva de oxidantes pela MPO esta
ligada ao dano tecidual em muitas doencas, espem& aquelas caracterizadas pela
inflamacéo aguda e crbnica. Por exemplo, esturdetro mostraram que HOCI pode ativar o
fator nuclean<B (NF- «B) e fosforilar residuos de tirosinas nas cél@#las T, levando a um
aumento na producao de TNESCHIEVEN et al., 2002; SCHOONBROODT et al., 1997)
bem como modificar lipoproteinas, exercendo um dgamimero de efeitos fisiopatoldgicos
nos fagécitos e nas células vasculares, contribujpara a iniciagdo e manutencdo dos
processos inflamatoérios durante o desenvolvimeattesfio arterosclerética (DAUGHERTY
et al., 1994; MALLE et al., 2007).

Estudos recentes demonstraram que a MPO ao ligassp2 integrinas
(CD11b/CD 18) nos neutrofilos, induzem a uma casdatreacdes intracelulares, levando a
um aumento na desgranulacdo de neutrofilos, ness@o d§2 integrinas e na atividade de
NADPH oxidase, estimulando as vias de ativacdoadestlulas através de um mecanismo
independente da atividade catalitica da MPO (LAEIgt2005). Estas propriedades de MPO
a caracterizam, além de sua atividade bactericigsmzematica, como um mediador pro-

inflamatorio.
1.2.2. Elastase

A elastase neutrofilica € uma serino-protease, esgsgr por mondcitos e
mastoécitos, mas principalmente por neutrdéfilos,en@dirmazenada nos granulos azurofilicos.
A enzima ativa é deslocada nos granulos até setiteda dentro do fagolisossomo ou
extracelularmente, por secrecao regulada em resposgérios estimulos (GARWICZ et al.,
2005; PHAM, 2006). Fisiologicamente, a elastasa estolvida na degradacado de materiais
estranhos, ingeridos durante a fagocitose e é denagla uma molécula efetora chave no
sistema imune inato, com potente atividade conaictébias (BELAAOUAJ et al., 1998) e
fungos (TKALCEVIC et al., 2000). A elastase seadet pode também degradar proteinas da
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matriz extracelular local, remodelar o tecido daado, além de facilitar a migracdo do
neutréfilo através do tecido, durante a diapedese, direcdo aos sitios de inflamacéo
(DALLEGRI & OTTONELLO, 1997).

Os neutrdéfilos podem ser estimulados a liberartadasapos a exposicao a varias
citocinas e quimioatraentes, incluindo T&\FL-8, C5a, LPS e fMLP, um peptideo derivado
da parede bacteriana (LEE & DOWNEY, 2001).

Entretanto, sob intensa ativacdo celular, ocorréberacdo de quantidades
excessivas desta enzima, resultando na degradacélastina, colageno, lamininas e outros
componentes da matriz extracelular, bem como dgyonentes do endotélio, promovendo
dano celular, contribuindo para o desenvolvimerdgoddencas respiratorias crénicas como
bronquite (LAI et al., 2004), Doeng¢a Pulmonar Qltsta Cronica (DPOC) (ROGHANIAN
& SALLENAVE, 2008) e fibrose cistica (McGARVEY el.a2002), e artrite reumatoide
(WRIGHT et al., 2010).

Devido aos efeitos deletérios da elastase neutafiha um forte interesse no
desenvolvimento de inibidores sintéticos e potensetetivos para esta enzima (REID &
SALLENAVE, 2001; TREMBLAY et al., 2003). Pesquisa®m plantas pertencentes a
familia Leguminoseae tém resultado na descobertmibd@lores de proteases, como por
exemplo oTamarindus indicaque das sementes foi isolado um inibidor da &tastFOOK et
al., 2005).

Estudos tém demonstrado que existe uma relacde enacumulo de radicais
livres, especificamente as espécies reativas dgénixi (EROs) e de nitrogénio (ERN) e a
evolugdo da inflamacédo (SALVEMINI et al., 2003). diledores inflamatorios como citocinas
(TNF) e fatores de crescimento podem estimulapdygdo endogena, por exemplo, GOkl
um oxidante capaz de atuar como segundo mensagmiroulando a cascata de proteinas
quinases ligadas a expressdo de genes inflama{@iS) ou ao controle do ciclo celular
(NF- xB) (KERR et al. 1992; SUNDARESAN et al., 1995; PARINDI et al., 1999;
SIMON et al., 1998; DROGE, 2002; CAl, 2005).



31

1.2.3. Exploséo Oxidativa

Apds sofrerem estimulos ambientais ou durante @egsn de fagocitose, 0s
neutrofilos realizam a producéao de EROs, que sdéaulas altamente reativas por possuirem
um par de elétrons ndo pareado na ultima camatacpeplexo NADPH-oxidase em um
processo chamado de explosao oxidativa (ZYCHILINSH4l., 2003).

A NADPH-oxidase é um complexo enzimatico formador pmmponentes
citosdlicos (p67phox, p47phox e p40phox) e de mamdbr(gp9lphox e p22phox) que
coexistem em um heterodimero denominado flavo@toor b558. Apds a ativacdo
neutrofilica, os componentes citosoélicos presesesim complexo heterotrimérico P47phox-
P67phox-P40phox séo fosforilados por quinases, qud8eMAPK e PISK (YAMAMORI et
al. 2000), e sao translocados para a membrana dgi@anseguido pela sua interacdo com
outras proteinas oxidase. Paralelamente, granuaosofdicos e vesiculas secretérias se
fundem com a membrana plasmatica para formar os$agoa, dessa forma seguido pela

interacdo de gp91phox e p22phox com a membrana QEAF, 1999)Kigura 4).

O papel do complexo NADPD-oxidase € transportdraié do NADPH no sitio
citoplasmatico para o oxigénio no fluido extracatubu no espaco intrafagossémico, para
formar o radical anion superoxido {0 Posteriormente, o radical,Gsofre uma reagédo de
dismutacédo catalisada pela enzima superoxido dasau(SOD), na presenca de cobre e
zinco, que leva a producdo de peroxido de hidrag@iO,). A formacao de peroxido de
hidrogénio a partir do radical a&nion superéxidoroe@spontaneamente, isto é, na auséncia da
enzima SOD, quando,QOesté presente em altas concentracdes (BABIOR,)200peroxido
de hidrogénio formado pode ser convertido em agmegenio pela acdo da enzima catalase
presente no citoplasma. Q® pode também oxidar a glutationa (GSH), formandeaguela
acao da enzima glutationa oxidase. A forma reduzadglutationa (GSH) € regenerada de sua
forma oxidada (GSSG) pela agcéo da enzima glutatechatase.

Entretanto, na presenca de moléculas espexifo peroxido de hidrogénio
pode dar origem a outras moléculas altamente esatoomo por exemplo, sua interacdo com
um halogénio oxidado, formando o oxigénio singi®) (KANOFSKY et al.,1984).
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Figura 4. Ativacdo do fagossomo com consequente montagenomiplexo NADPH oxidase. A montagem da
enzima e a formacao do fagossomo séo processosmnoitaotes. A translocacdo dos componentes citasdkic
iniciado pela fosforilagdo de p47phox e controlada Rho GTPases (Rac 1, Rac e Rap 1?). Esta tcagélo
leva a uma mudanca conformacional em gp91phox qumife a ligagcdo de NADPH, dessa forma ativando a
enzima NADPH oxidase (MEISCHL & ROQS, 1998).

A producédo de oxidantes € parte do metabolismo alode varios tipos celulares
e possui um papel importante para manter a honssostelular. Os tecidos séo
constantemente submetidos a presenca de EROscammis Q°, H,O, e outros gerados
durante numerosas reacdes metabolicas (CASTILLAD,e4992; CABRE et al., 2002).

No entanto, a producdo excessiva de EROs pode rogpidéeinas (LIANG &
PETTY, 1992), regular as vias de sinalizacdo eneisidiferentes, incluindo funcbes dos
receptores, atividade enzimatica, fatores de tragé&c e de expressdao. As EROs também
podem participar de reagfes que desencadeiam agamdie quimiocinas e citocinas pro-
inflamatorias, ativando a transcricdo de RB-{FIALKOW et al., 2006).

A presenca de EROs no espacgo extracelular é cad&ropor moléculas
antioxidantes naturais como forma de impedir qiesesompostos reativos causem danos ao

tecido hospedeiro. Essas moléculas previnem a fiionau 32erbenacea os radicais livres,
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interrompendo a cadeia de rea¢fes de propagacétre@s antioxidantes enddgenos estdo a
GSH, NADPH, coenzima Q (ubiquinona) e certas engiommo SOD, catalase e glutationa
peroxidase. Entre os antioxidantes exdgenos estaocoferol (vitamina E), acido ascorbico
(vitamina C), carotendides e compostos fendlicestré eles os flavonéides (HALLIWELL

et al., 1992; FRANCK et al., 2008).

1.3. Farmacos Antiinflamatérios

Desde a antiguidade o homem procura encontrar npeis aliviar a dor, a
febre entre outros disturbios similares relaciosa@lanflamacéo. Os relatos datam a partir do
ano de 30 a. C., onde Celsus, que descreveu omi siassicos da inflamacéo (dor, rubor,
calor e tumor), utilizava extrato @alix alba(Salgueiro)para aliviar esses sintomas. Séculos
mais tarde, Leroux (1829) purificou uma substacb@mada de salicina que foi identificada
como sendo o principio ativo responsavel pelosafeio salgueiro.

Com o passar do tempo varias substancias forano skstobertas e empregadas
nos tratamentos dos sintomas causados pelo procedlsonatorio, resultando no
desenvolvimento dos farmacos antiinflamatoriosaEtdsse de medicamentos € representada

pelos antiinflamatérios ndo-esteroidais e glicacéitles (esteroidais).

Os antiinflamatoérios nao esteroidais (AINES) cdnsiin a classe de farmacos
mais prescritos e utilizados no mundo, sendo artranto de primeira escolha em inUmeras
patologias como artrite reumatdide, osteoartriteowtras doencas inflamatorias. Esses
farmacos apresentam também atividade analgésiotipgrética em sua grande maioria. Sua
atividade antiinflamatéria ocorre, principalmentevido ao bloqueio da ciclooxigenase
(COX), promovendo a inibicdo da sintese de proatatjhas (MARNETT & KALGUTKAR,
1998; SALTER et al., 2001; BIAVA et al., 2007; HARR et al., 2007; BORNE et al.,
2008).

Entre as classes de AINEs alguns séo inibidordsnereciais da ciclooxigenase —
2 (COX-2) como o celocoxibe, o meloxicam e a ninidau Outra classe de drogas foi
desenvolvida baseada nas pesquisas das diferengas @OX-1 e COX-2, que s&o o0s
inibidores especificos para esta enzima como occosfee e o valdecoxibe (DAVIES &
JAMALLI, 2004; LEES et al., 2004).

Os efeitos colaterais relacionados a toxicidadérgiagestinal sdo a queixa mais

comum de pacientes que utilizam AINEs convencigna@mo acido acetilsalicilico, e
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representam a segunda maior causa de risco depardapacientes que fazem uso crénico
desses medicamentos (STEINFELD & BJYRKE, 2002). jhgixas variam muito em
severidade, e incluem nauseas, dispepsia e ulcefagdes efeitos parecem estar relacionados
ao papel de cada cicloxigenase. Se inibida a agdQK-1, responséavel por formar algumas
prostaglandinas homeostéaticas (B@HEPG}), consideradas protetoras da mucosa gastrica e
também presentes nos rins, pode se levar a un@adacte gastrointestinal e renal (WARNER

& MITCHEL, 2003).

O reconhecimento do papel protetor da COX-1 indicayossibilidade de uma
melhor atuagcdo das drogas COX-2 seletivas e, retdmes AINEs COX-2 seletivos
apresentaram menores efeitos colaterais relacishadcomplicacbes gastrointestinais. No
entanto, atualmente se verifica uma acao indedej@geAINEs COX-2 seletivos relacionada
ao aumento dos niveis séricos de tromboxane #o risco aumentado do desenvolvimento de
trombose e de infarto do miocéardio (HAWKEY, 199CHBEFFER & DREXLER, 2003;
WALTER et al., 2004).

Outro recurso terapéutico é a utilizacdo de gloticdides. S&o considerados
potentes drogas antiinflamatérias e imunossuprassagindo em quase todos 0s tipos
celulares, formando interacbes complexas com aesg@o e a funcdo de variados
mediadores. Diferentemente dos AINES, os glicocidies ndo inibem diretamente nenhuma
enzima que sintetiza prostaglandinas, sua acdmdepia interferéncia com a biossintese de
proteinas (GOPPELT-STRUEBE, 1997).

Os glicocorticéides estédo entre as drogas maiwa$eho tratamento de processos
inflamatorios. Esses farmacos séo conhecidos maolugirem diversos efeitos bioldgicos por
alterarem a expressdao génica. Como 1% do total gbyses pode ser alterado por
glicocorticéices em seu alvo celular, consequentgenecorreram alteracdes na expressao de
um grande numero de enzimas e outras proteinasrddw estudos indicam que parte de seus
efeitos antiinflamatorios sdo mediados pela indud&o proteinas reguladoras como a
lipocortina (MORENO, 1997).

A enorme utilidade clinica dos glicocorticéidesammu essas substancias entre os
agentes mais frequentemente prescritos. Além datsudade antiinflamatéria, eles também
demonstram importante papel no tratamento de deeagto-imunes (WILKENS & DE
RIJK, 1998).
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Existem varias complicacbes associadas a terapialongada com
glicocorticoides, Entre elas podemos observarraj@es no equilibrio hidroeletrolitico, no
metabolismo de carboidratos, suscetibilidade aumdenta infeccédo, alteracdes oculares,

osteoporose, dentre outras (PRADO et al., 2001).

Mais recentemente, as terapias bioldgicassiélo utilizadas como recursos,
trazendo novas oportunidades no tratamento de deenffamatdrias crénicas como a artrite
reumatbide. Esses agentes tém como alvo a inibigdo componentes chave no
desenvolvimento do processo inflamatério, por exempnfécitos T e B e citocinas,

principalmente TNE (infliximab) e IL-13(Amgen).

Embora sejam bastante especificos, a utilizacdsedesmibidores ilustra a
dificuldade de prever reactes adversas nos pasidhde exemplo, a utilizacdo de inibidores
de TNFe promove o aumento da incidéncia de tuberculoset®® infec¢des intracelulares
(KEANE et al., 2001; GARDAM et al., 2003; WOLFEat 2004), além do desenvolvimento
de esclerose multipla (MOHAN et al.; ROBINSON et2401).

Diante do exposto, certamente é necessario setimmesdesenvolvimento de
antiinflamatérios que possuam vantagens em relagé@rescritos na farmacoterapia atual da
inflamacdo que tem um papel importante na fisidpgta de inUmeras doencas. Nesse
contexto, surgem os produtos de origem vegetal coma fonte em potencial de novos

antiinflamatorios.
1.4. Produtos Naturais de Origem Vegetal com Acao Antiiflamatéria

O estudo sobre a atividade antiinflamatoria de tpkrbrasileiras € antigo,
entretanto os trabalhos citados na literatura datgrartir da década de 90, cofterodon
pubesceng$SABINO et al., 1999), que possui propriedadedreoartrite, Casearia sylvestris
(BORGES et al., 2000), com propriedades antitulcEabebuia avellaneda@VIRANDA et
al., 2001), que possui atividade antinociceptivaaseespéciesychnophora como al.
granmongolense L. salicifolia e aL. ericoides que devido aos seus flavondides, apresenta
atividade antioxidante (KANASHIRO et al., 2004).

O estudo com o extrato deordia 35erbendceamais conhecida como erva-
baleeira mostrou atividades antiinflamatoérias ppaknente através de compostos fenélicos
isolados da planta. Por exemplo, a artemetina,lavoridide, caracteriza-se por sua atividade

antiedematogénica (SERTIE et al., 1990). Estudds aprofundados com a planta levaram
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ao desenvolvimento do Acheflan, fitoterdpico, temdono principio ativo responsavel por

suas propriedades terapéuticas o alfa-humuleno.

No Ceara pesquisadores tém se dedicado ao estultidisoiplinar da flora
medicinal do Nordeste. Desse esfor¢co ja foram garadumeros projetos (ex.: Projeto
Farmacias Vivas), solicitagfes de patentes e tnabgbublicados. Nesse processo algumas
espécies vegetais foram ou continuam sendo obgosstudo, tais comblyracrodruon

urundeuva, Justicia pectoralesAnacardium ocidentale
1.5. Amburana cearensis

1.5.1. Distribuicdo Geografica, Descricdo Botanicaftnofarmacologia e

Quimica

Amburana cearensi®n C Smith é uma arvore propria da caatinga noiakest
também referida como cumaru, amburana, amburamheles, cerejeira e cumaru-de-cheiro.
Trata-se de uma arvore com até 20 metros de altieraronco revestido por uma casca
espessa (ritidoma esfoliativo) que desprende ems flhaminas delgadas deixando grandes

manchas vermelho-pardas de mistura com outrasdeadasKigura 5).

Folhas compostas pinadas, de foliolos elipticdsicolares até oblongo ou oval,
de 2-3 centimetros de comprimento. Flores pequdmasicacentas e muito aromaticas,
dispostas em paniculas terminais. Frutos do tigemwatardiamente deiscente, contendo uma
Unica semente achatada e provida de uma asa membaarTodas as partes da planta tém
cheiro forte e agradavel, atribuida pela presepgaucharina (1,2-benzopirona). Ocorre desde
o Nordeste até Sdo Paulo, nas areas mais aridasegNe amazonica, principalmente no
Acre e Rondbnia ocorre outra espécie afim destatgplaAmburana acreangDucke) A C
Smith com as mesmas propriedades, mas de port® mmator, contudo considerada por
alguns autores como a mesma espécie (LORENZI & MB,TZD08).
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Figura 5. Amburana cearensia. C. Smith. (Fotos: SILVEIRA; LORENZI & MATOS, 2@).

As cascas e sementes sao utilizadas com freqUié&mcieo tratamento de afeccdes
respiratérias como bronquite, asma, gripes e egkig na forma de cha fervido (decocto) ou
"lambedds” (bebida acucarada caseira), ou de baohoo cozimento das cascas (decocto)
para tratar dores reumaticas (MATOS, 2000).

Industrialmente, a forma farmacéutica disponivelo éxarope de Cumaru,
produzido pelo Programa Farmacias Vivas, Farmas@l&/UFC e por algumas empresas

privadas.

O estudo fitoquimico das sementes mostrou quef@iascem cerca de 23 % de
um O6leo fixo constituido principalmente do glicedddos &cidos: palmitico (18,6 %),
linoléico (7,1 %), oléico (53,1 %), estearico (84) e 4 % de uma mistura de cumarina com
6-hidroxicumarina (MATOS; MORS et al., 2000).

O estudo fitoquimico (CANUTO & SILVEIRA, 2006) dasascas do caule
resultou no isolamento de 13 constituintes quimicasarina, dois acidos fendlicos [acido
vanilico e &cido protocatecuico], um heterosidimdfieo (amburosidio A), a mistura ¢e
sitosterol e estigmasterol glicosilados e cincovdi@ides [afrormosina, isocampferidio,
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campferol, quercetina, 4’-metoxi-fisetina], dos iguaguatro sdo flavondis, sendo o
isocampferidio um derivado do campferol metiladoposicdo 3, isbmero da 4’-metoxi-

fisetina, além de sacarogedura 6).

B R= glicoss; 23,23 dishidm
9 P= glicose; A5
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Figura 6. Substancias isoladas da casca do caul&rdburana cearensisl. 1,2-benzopirona (cumarinal,
sacarose3. afrormosina;4. acido vanilico;5. isocampferidio;6. acido protocatecuicoy. campferol; 8.

sitosterol;9. estigmasteroli0.amburosidio Al1. amburosidio B12. quercetinal3. 4'-metoxi-fisetina.
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1.5.2. Toxicologia e Farmacologia

Através de ensaios pré-clinicos, foram comprovadas atividades
broncodilatadora, analgésica e antiinflamatoérigxkoato hidroalcodlico (EHA) das cascas do
caule deA. cearensiso qual demonstrou ser isento de toxicidade enesdtsrapéuticas,
garantindo eficicia e seguranca no tratamento ra,adsronquite, gripes e resfriados (LEAL
et al., 1997 e 2003).

Estudos clinicos realizados com o xarope de Cunmnevelaram que a sua
administracdo mostrou-se segura, ndo causandooseféiixicos em voluntarios sadios
(SOARES, 2007). Aléem disso, um estudo clinico ramdado, mostrou que a administracédo
do xarope de Cumaru como terapia complementar pmpomu melhora significativa dos

sintomas da asma, sem causar toxicidade sisté@fR\(ALHO, 2009).

Estudos anteriores (LEAL et al.,, 1995; 1997) dertrarem que o EHA, a
cumarina e uma fracao flavonoidica, majoritariaraeminstituida por isocampferidio, obtidos
das cascas do caule Alecearensisbloquearam a migracéao de leucdcitos, possivekneeit
inibicdo de substancias quimiotaticas como LE€BL-8 (LEAL et al., 2003). Posteriormente,
descobriu-se (LEAL et al., 2006) que o isocampferiel o amburosidio A, isolados de
cearensis também contribuem para as atividades farmacaégida planta. Ambas as
substancias possuem atividade antiinflamatériapgrece estar relacionada ao bloqueio da
sintese e/ou liberacdo de mediadores como prostigés (PGEZ2), histamina e bradicinina.
Nesse mesmo estudo foi demonstrado que o isocddipfgrossui atividade musculo-
relaxante evidenciada pela sua acdo na abertucardés de Kem traquéia de cobaias. O
amburosidio A exibe atividade hepatoprotetora (LE20Q06b) e neuroprotetora (LEAL et al.,

2006), em razédo de sua acgao antioxidante.

Além do isocampferideo, outros derivados flavoniestsio presentes na casca do

caule deA. cearensi€omo a afrormosina.
1.5.3. Afrormosina: isoflavonoide

A afrormosina Figura 7) € um isoflavonoide que foi descrito pela primeiez
por McMurray (1960) quando entdo realizou seu isel@o e caracterizagdo quimica a partir

daAfromosia elatadai a origem do termo.
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Figura 7. Estrutura molecular da afrormosina (AFM).

Estudos quimicos com outras espécies vegetaigjindd Mendicago sativa
(KESSMANN et al., 1990)Wistaria brachybotrist KONOSHIMA et al., 1992) Tephrosia
calophylla (REDDY et al., 2009),Gliricidis serprum (HERATH et al., 1998) eButea
monospermdCHOKCHAISIRI et al., 2009), mostraram também asgnca de afrormosina
em diferentes 6rgaos vegetais, como raiz, follfazes.

Este isoflavondide forma, juntamente com o isocamigéo, campferol,
guercetina e 4’-metoxi-fisetina, o grupo de derosdlavonicos presentes ef cearensis
(CANUTO & SILVEIRA, 2006).

Existem na literatura poucos estudos farmacolégacesca da afrormosina, entre
eles estdo as atividade antiproliferativa em ceglutarcinogénicas pulmonares de rato
(KONOSHIMA et al., 1992), indutora da expressaoicggem células de carcinoma mamario
e endometrial humano (HALABALAKI et al.,, 2006), atiade contra o bloqueio
neuromuscular do veneno de Bothrops jararacussiEBPA et al., 2010) e antioxidante
através da prevencao da peroxidacao lipidica detada pelo método de oxidacdo do acido
linoléico (TODA e SHIRATAKI, 1999).
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2. JUSTIFICATIVA

Sabe-se que a inflamacao apresenta papel imporarigiopatologia de algumas
doencas, estando associada a muitas condicdesaspoomo cancer, doencga cardiovascular,
artrite reumatéide e asma. O desenvolvimento degaidogias possui um significativo
impacto social devido as suas elevadas morbimoatddis (VINOLA et al., 20083;
VILLACORTA et al., 2007; MOTA et al., 2010). Apesda existéncia de inumeros farmacos
antiinflamatoérios, estes apresentam desvantageagéigicas que justificam a pesquisa de
novos medicamentos. Nesse contexto, as plantascima&di surgem como uma fonte em

potencial.

A identificacdo de compostos bioativos de planfasese uma grande esperanca
para o desenvolvimento de novas ferramentas faldgicas. Por exemplo, pesquisas com
isoflavondides, um subgrupo dos flavondides, ténstrado que essas substancias possuem
varias atividades bioldgicas tais como antioxidardatiproliferativa e antiinflamatoria
(ARORA et al.,, 1998; HOLLMAN & KATAN, 1999; COS eal.; WANG et al., 2001;
DIJSSELBLOEM et al., 2004).

Atualmente Programas Governamentais de Fépige no Estado e Industrias
Farmacéuticas (regional e nacional) tém produzidXaoope de Cumaru, contudo esse
fitoterapico nédo tem sido submetido a um contr@ejdalidade adequado. Nos ultimos anos
estudos interdisciplinares (farmacia, quimica entarologia) tém sido realizados com a casca
do caule deA. cearensigantiinflamatério, antiedematogénico e musculestahte). Além
disso, métodos analiticos tém sido realizados paontrole de qualidade de produtos
derivados da planta, além da avaliacdo farmacaode produtos derivados e moléculas
isoladas deé\. cearensifARARUNA, 2008; LEAL et al., 2009; 2008; 2006; &X)0

Diante do exposto, 0 presente estudo visa ilgaest atividade antiinflamatéria
e antioxidante das capsulas do extrato seco padimie da afrormosina, isoflavondide,

obtidos deAmburana cearensi@umaru, Fabaceae).
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivos Gerais

Avaliar a atividade antiinflamatéria e antioxidamkas Capsulas do Extrato Seco
(CESAC) e da Afrormosina (AFM), isoflavondide, amts deAmburana cearensiscom

determinacao do possivel mecanismo de acéao.
3.2. Objetivos Especificos
» Auvaliar a citotoxicidade da CESAC e da AFM sobratn&ilos humano;

* Avaliar a atividade antiinflamatéria da CESAC emdelos de inflamacgao

aguda, no edema de pata e peritonite, induzidosgroaigenina em camundongos;

» Investigar a atividade antiinflamatéria da CESAC mmdelo de bronco

provocacao antigénica em ratos;

* Determinar os efeitos da CESAC e da AFM sobre ardaeslacdo dos

neutrofilos ativados por fMLP ou PMA, através danswacéo da enzima mieloperoxidase;

+ Determinar os efeitos da CESAC e da AFM sobre ddatile catalitica das

enzimas mieloperoxidase e elastase em neutrofilogho ativados;

* Avaliar o efeito da CESAC e da AFM sobre a produgio TNFw em

neutrofilos humano ativados;

* Analisar os efeitos da CESAC e da AFM sobre o nudistho oxidativo de

neutroéfilos, empregando a técnica de quimiolumiéesia;

* Avaliar a atividade antioxidante da CESAC e da ARd/ensaio de DPPH;
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1. MATERIAIS
4.1.1. Aspectos éticos

Esse projeto foi aprovado pelo Comité de Etica sgfiea Animal — CEPA da
Universidade Federal do Ceara, protocolo N° 49489undo os principios éticos adotados
pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo AnimaD@EA) e pelo Comité de Etica em
Pesquisa Humana (COMEPE) da Universidade Federdala#ra, sob o protocolo de N°
218/10 (Anexo | e 1l).

4.1.2. Material botanico

As cascas do caule deémburana cearensisoram coletadas na fazenda Séao
Vicente, na cidade de Quixeramobim — Ceara. Exascat® 837 e 847) da espécie estao
registradas no Herbario Prisco Bezerra, DepartaoramBiologia, UFC.

4.1.3. Padronizagéo do Extrato Seco demburana Cearensis

O Extrato Seco ddmburana cearensigoi obtido a partir das cascas do caule da
planta, e produzido pela técnica 8pray dryere padronizado nos seguintes marcadores:
amburosidio A (345 mg/g de extrato) e cumarina (b8%g de extrato). A técnica de
padronizacdo empregada foi CLAE-DAD. Essa metaglalfoi realizada no laboratério de
Tecnologia de Produtos Naturais — Setor de Farnmasig da UFC, sob orientacdo da Profa.

Dra. Kalyne Leal.
4.1.4. Isolamento da Afrormosina das cascas do cauleA. cearensis

A Afrormosina foi isolada do extrato etandlico dascas do caule demburana
cearensise gentilmente cedida pelo grupo de pesquisa ermiQaiiOrganica, Departamento

de Quimica Organica e Inorganica da UFC, coordepatioProf. Dr. Edilberto Silveira.
4.1.5. Animais

Os experimentos foram realizados utilizando raibsnas Rattus novergicys
variedade Wistar (120 a 180g) do sexo masculincasaundongos albino$is musculus
variedade Swiss-Webster (25 a 30g) do sexo mascgyliovenientes do Biotério Central da
Universidade Federal do Ceara. Os animais foranmdidos em grupos e mantidos
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aproximadamente durante uma semana no Biotério dpaffamento de Fisiologia e
Farmacologia em periodos de claro/escuro de 1X @ ambientacdo e aclimatacdo. Aos

animais foram fornecidas agua e ragédibitum
4.1.6. Sangue humano

Neste estudo, como fonte de obtencdo de leucopidisnorfonucleares, foi
utilizado sangue humano de doadores saudaveis ccqmith Centro de Hemoterapia e
Hematologia do Ceard — HEMOCE.

4.1.7. Drogas

Cumarina (1,2-benzopirona), carragenina, forbolifistato-13-acetato (PMA),
N-formil-metionil-leucil-fenilalanina (fMLP), citoalasina B, mieloperoxidase, indometacina,
dexametasona, ovalbulmina, dimetilsulfoxido (DMSRrpmeto 3[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-
difeniltetrazélio (MTT), Lucigenina (10,10’ —diné&to de dimetil-bis-acrinidina), Luminol (5-
amino-2,3-diidro-1,4-ftalazinodiona), Triton X-108,3’,3,5" —tetrametilbenzidina (TMB), N-
succinil-Ala-Ala-Val-p-nitroanilida (SAAVNA) e Twae 80 foram adquiridos da Sigma-
Aldrich (St Louis, MO, USA). Gelatina foi adquiridde Difco, Becton, Dickinson and
company sparks, France. Acido tricloroacético, @dibarbitirico foram adquiridos da
Merck.

4.1.8. Composicéo das Solucdes

Tabela 1 —Solucéo salina tamponada com fosfato (PBS

Composicéao Quantidade
NaCl 809
KCI 029
NaoHPO, 0,29
NaHPO, 1,159
Agua destilada g.s.p. 1,0L

pH=7,4



Tabela 2 —Solucao Salina de Hanks (HBSS)

Composicéao Quantidade (mM)
CaCb 1,2

MgSQO, 0,4

NaHPO, 0,42

KCI 5,4

Glicose 55

NaCl 136

Agua destilada q.s.p. 1,0L

pH=7,4

Tabela 3 —Solucéo de Turk

Composicéo Quantidade
Acido acético glacial 20,0 mL
Violeta genciana 2,0 mL

Agua destilada 10L

45
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4.2. METODOS

4.2.1. Obtencdo das capsulas do Extrato Seco denburana cearensis
(CESAC)

. Producéo e Padronizagdo do Extrato Seco e Producéas capsulas

Cascas do caule d&. cearensisoram secadas e estabilizadas em estufa com
circulacdo de ar e trituradas em um moinho de faBadroga vegetal foi previamente
macerada com etanol puro durante 24h e, entdaylpdeccom etanol utilizando a proporcao
droga:solvente 1:1. A solugéo extrativa foi concase em 50 % do volume inicial em estufa
com circulagéo de ar (35°C/4h), sendo incorporadoseguida, diéxido de silicio coloidal na
concentracdo de 30 %. A suspensao obtida foi meastth agitacdo constante e secada por
spray drying(ARARUNA, 2008).

A padronizacdo do extrato seco foi realizada pam@tografia Liquida de Alta
Eficiéncia (Alliance-Waters, EUA) acoplada a umedédr de arranjo de diodos (CLAE-
DAD), utilizando como marcadores o amburosideo AMB) e a cumarina (CM). As
condi¢cdes cromatograficas foram: coluna C18 (25@,6mm, 5 um), fase moével (A:
AcN/MeOH/THF; B: tampao H2PO4/trietilamina), pHa&uicao gradiente, fluxo 1,0 mL/min
el =261 e 277 nm (AMB e CM, respectivamente). A difieacdo dos marcadores foi
realizada através de curvas de calibracéo, obpiolamjecdo de padréo externo, e resultou em
345 e 185 mg/g de extrato de AMB e CM, respectivamigura 8).

As capsulas (capsulas duras) foram produzidasumetiade de Tecnologia de

Produtos Naturais do Laboratorio de Farmacognosgtt de Farmacid{gura 9).
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4.2.2. Isolamento da Afrormosina

As cascas do caule dé&mburana cearensis(3,3 Kg) foram trituradas
mecanicamente e extraidas exaustivamente com etanalparelho de Sohxlet, em porcdes
de aproximadamente 200 g. O extrato etandlico doicentrado por destilacdo do solvente
sob pressao reduzida, fornecendo 250 g de um sédiciaro denominado de ACCE. Durante
a concentragcdo do extrato, cristais marrons fommddos e separados por filtracdo a vacuo,
e apos andlise espectroscopica identificados camarese (ACCE-1, 535,6 mg). ACCE foi
dissolvido em agua (300 mL) e particionado com zgiipor¢cées sucessivas de 150 mL de
acetato de etila, fornecendo uma fragcado orgéanicardmada ACCEA (74,00 g). A fracdo
ACCEA foi tratada com sulfato de sédio, filtradaseca, para entdo ser dissolvida com
metanol (200 mL) e submetida a particdo com novedas sucessivas de 100 mL de hexano.
A fracdo metandlica resultante adicionou-se 4g@8 (hL) e acetato de etila (100 mL), e
apos agitacdo separarou-se as fases, fornecendéragéa acetato denominada ACCEAMA
(47,26 g). ACCEAMA (47,26 g) foi adsorvida em 725le gel de silica e eluida sob uma
camada de gel de silica (42,75 g) em uma columaatagrafica de 1000 mL, utilizando-se
hexano/cloroférmio (1:1), cloroférmio, cloroférmawetato de etila (1:1), acetato de etila e
metanol, como eluentes, em volumes de 100 mL. A&fracloroférmio/acetato (1:1),
denominada ACCEAMA/HC (4,21 g) forneceu um soélidmaselo-escuro. Sucessivas
lavagens com hexano/cloroférmio 50% forneceu gsigteancos denominados como ACCE-2
(38,0 mg), que apos andlise por métodos especpiossdioi identificados como o flavondide

afrormosina.
4.2.3. Avaliacao farmacolégica

* Isolamento de polimorfonucleados (PMNSs)

Polimorfonucleares, predominantemente neutr6fig90 %) foram obtidos de
sangue humano cedido pelo Centro de Hemoterapianeatdlogia do Ceara — HEMOCE
(buffy coa} e isolados de acordo com o método descrito paséte (1971) e modificado por
Lucisano & Mantovani (1984). O sangue foi centrddg, o plasma desprezado e 0 soro
lavado diversas vezes com solucdes salina, utdzaolugdo de gelatina 2,5% (p/v) para

formar um gradiente de separacdo dos componentgsisaos.
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a. Testes de citotoxicidade

Os ensaiosn vitro podem ser empregados na avaliacdo da segurangarids
substancias quimicas e, para realiza-los, necessitgpenas de uma pequena quantidade de
substéncia. Existem varios parametros para a géalide citotoxicidade que avaliam desde a
medida da integridade da membrana celular (extatacdesidrogenase) até a atividade
metabdlica da célula (teste do MTT). A avaliacaotdeicidade do extrato seco de
cearensise da afrormosina foi realizada com o intuito deliav a seguranca da CESAC e da
AFM.

e Excluséo por Azul de Tripan

A viabilidade celular foi determinada através dea@o de exclusdo por Azul de
Tripan (Renzi et al., 1993), onde neutréfilos (2,50° células/mL) foram incubados por 15
minutos a 37°C na presenca de CESAC (5, 10, 5012@0 pg/mL), AFM (5, 10, 25, 50 e
100 pg/mL), DMSO (controle — CESAC: 0,4; AFM: 1%janks (células ndo tratadas) ou
Triton X-100 (controle positivo — 0,2%).

A sequir, os tubos de reagao foram centrifugadtsbax g, por 10 minutos a 4°C.
Os sobrenadantes foram descartados e os sedintentgdulas foram suspensos em 200 pL
de solucdo de Hanks contendo 0,1% de gelatina. &limaota dessa suspensao foi misturada
com igual volume de Azul de Tripan, preparado &0¢m NaCl 0,15M e transferida para a
camara de Neubauer. Este corante é incorporadasppn células ndo viaveis, devido a
lesbes na membrana plasmatica. A proporcdo deasélidveis foi estimada pela contagem

de 200 células em microscopio éptico.

» Atividade da enzima Lactato desidrogenase (LDH)

Neutréfilos (2,5 x 10células/mL) foram incubados por 15 minutos a 3faC
presenca de CESAC (5, 10, 50, 100 e 200 pg/mL), A&MO, 25, 50 e 100 pg/mL), DMSO
(controle — CESAC: 0,4; AFM: 1%), Hanks (célula®ritatadas) ou Triton X-100 (0,2% -

controle positivo).

A segquir, os tubos de reacao foram centrifugadtsbax g, por 10 minutos a 4°C.
Os sobrenadantes foram transferidos para outras telmantidos em banho de gelo para a
determinacdo da atividade da enzima LDH, cuja ipagfio esta no citoplasma da célula e é
liberada quando estas sao lesadas ou necrosatiagngsna € responsavel pela conversao de
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piruvato a lactato na presenca de NADH. O ensaieadizado utilizando o Kit LDH
(Liquiform) e baseia-se na medida do decréscimoabisorvancia em 340nm devido a
oxidacdo do NADH, a qual é proporcional a atividddeLDH na amostra. Aliquotas de 250
uL de substrato foram pré-incubados por 3 minutdg°&€. Adicionou-se 25 pL da amostra
de sobrenadante, homogeneizou-se a mistura eaeaéea leitura da absorvancia em 340 nm
nos tempos 1 e 3 minutos a 37°C em espectrofotdmAtmatividade da enzima LDH foi

calculada seguindo-se as especificacdes do fakeidanseguinte maneira:
A= [(A1-A2)/2] x 1746,03
Onde:
A= atividade da enzima LDH na amostra em U/L;
A= absorvancia inicial (1 minuto) em 340 nm;
A,= absorvancia final (3 minutos) em 340 nm;

1746,03= fator de célculo estipulado pelo fabriegodra volume de amostra de
25 pL.

A toxicidade de CESAC e de AFM foi avaliada em trésperimentos

independentes, com medidas em triplicata.

e Testedo MTT

E um método colorimétrico para determinar a vidhilie celular e se baseia no
fato do MTT, sal de coloracdo amarela, ser redupéi@ sistema enzimatico succinato-
tetrazol redutase que forma parte da cadeia rédpaala mitocondria, a um sal, Formazan,
que possui cor purpura. Assim a auséncia da reddgadTT indica uma diminuicdo da

atividade metabdlica celular, ou seja, na viabilelaelular (Mosmann, 1983).

Neutréfilos (2,5 x 10 células/mL) foram incubados por 30 minutos a 37C
presenca de CESAC (5, 10, 50, 100 e 200 pg/mL), A&MO, 25, 50 e 100 pg/mL), DMSO
(controle — CESAC: 0,4; AFM: 1%), Hanks (célula®ritatadas) ou Triton X-100 (0,2% -
controle positivo) em placa de 96 pocos e atmosfer&Q. Decorrido esse periodo, a placa
foi centrifugada a 2000rpm por 15 minutos a 25°Q brenadante descartado e incubada
uma nova solucgdo (200 pL) contendo 10% de MTT,orentracdo de 10 mg/mL, e estas

células foram incubadas novamente por mais 3 hdétas.fim, a placa foi centrifugada
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novamente nas mesmas condi¢cdes acima, o sobreaddaniescartado e adicionado entéo
150 puL de DMSO puro para a lise das células e saatéo do formazan. Neste instante, as
placas foram agitadas durante 15 minutos com oliaudé um agitador de placas. A
absorvancia foi medida em leitor de microplacag@rtim. Os experimentos foram realizados
em quintuplicata e repetidos em trés dias difeente

e Teste de Laranja de acridina/Brometo de Etidio

O Teste de Laranja de acridina/Brometo de etididilzado para avaliacdo da
viabilidade celular através da mensuracao do irdicapoptose celular. Esta técnica descrita
por McGahon et al. (1995) emprega, em uma dada |lgpggm celular, uma coloragcao
diferencial com laranja de acridina e brometo dei®tpara a identificacdo de quatro
categorias celulares determinadas em funcdo densdalogia e coloracdo: células viaveis,

apoptaticas iniciais, apoptoéticas finais e necastic

O laranja de acridina e o brometo de etidio podemslizados na identificacao
das células em apoptose, tanto no estagio iniciahtp no estagio tardio. O laranja de
acridina se intercala no DNA, proporcionando umaregdo verde. Este corante também se
liga a0 RNA, mas como nao se intercala, 0 RNA @domrem vermelho-alaranjado. Assim,
uma célula viavel apresenta um nucleo esverdeanho eitoplasma vermelho. O brometo de
etidio penetra somente em células mortas. Estenteor@ambém se intercala no DNA,
conferindo uma aparéncia laranja ao nucleo, mdgyadracamente ao RNA, o qual pode
aparecer ligeiramente vermelho. Assim, células svicam membrana intacta tém uma
coloracao verde uniforme em seu ndcleo. Célulaggoptose inicial com membrana intacta,
mas com fragmentacdo de DNA, possuem uma colorsg@e em seu nucleo e citoplasma,
sendo visivel uma marginacéo de seu contetudo cetddulas em apoptose final apresentam
areas coradas em laranja tanto no citoplasma comsolotais onde a cromatina esta
condensada no nucleo, o que as distinguem de séhaleréticas, que tém uma coloracao

alaranjada uniforme no nucleo.

As laminas foram preparadas utilizando-se 25 psuspensao de neutréfilos (2,5
x 1P células/mL), pré-incubadas a 37°C por 15 minutza €EESAC (10, 100 e 200 pg/mL),
AFM (10, 50 e 100 pg/mL), DMSO (controle — CESAGA;0AFM: 1%), Hanks (células nao
tratadas) e Triton X-100 (controle positivo — 0,2%)YLuL de corante (100 pg/mL de laranja

de acridina e 100 pg/mL de brometo de etidio) ena lamina limpa e seca coberta com
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laminula. Foram analisadas 200 células por regetigén microscépio Nikon em objetiva de

60X com filtros para fluorescéncia (515 — 560 nm).

Para a quantificacdo percentual de cada eventdacgiaveis, necroéticas e

apoptaticas), foram contadas 300 células de cadateam

b. Avaliacdo da atividade antiinflamatoria em modeabs experimentaisn vivo
e Edema de pata induzido por carragenina em camundorg

Descrito por Winter et al. (1962) o edema inflamaténduzido pela injecdo de
subcutdnea de carragenina na pata € resultantedgdasaqienciada e integrada de varios
mediadores inflamatérios que causam aumento agudmgressivo do volume da pata.
Assim, esse modelo tem sido considerado Util peafiagdo da atividade antiinflamatoria de

Nnovos compostos.

Camundongos Swiss, machos (25 a 309) divididosremog de 6 animais foram
tratados com CESAC (100, 200 e 400 mg/Kg, v.odometacina (5 mg/Kg, i.p.) Tween 80
(controle - 0,4% em &gua destilada, v.0.) 60 min@ates da injecdo intraplantar de 100 pL
da solucédo de carragenina a 1% na pata traseisgtaddo animal. O volume da pata foi
medido antes (tempo zero) e 1, 2,3 e 4 horas apage@io de carragenina, através de
pletismémetro (Ugo Basile, Itélia). O volume de redefoi determinado em pL pela diferenca
entre o volume da pata nos referidos intervalosedgo e o volume antes da injecao de

carragenina.

« Peritonite induzida por carragenina em camundongos

O ensaio foi desenvolvido segundo protocolo expamiad proposto por Ferrandiz
& Alcaraz (1991). Grupos de 8 animais foram tratadom CESAC (100, 200 e 400 mg/Kg,
v.0.), dexametasona (5 mg/Kg, v.0.) ou Tween 8dt(ote - 0,4% em agua destilada, v.0.).
Decorridos 60 minutos, os animais receberam unegaoj de carragenina (10 mL/Kg, i.p.). A
seguir os animais foram devolvidos as caixas eadex com livre acesso a racdo e agua
durante 5 horas. O exsudato peritoneal foi coletamn uma pipeta Pasteur plastica através
de laparoscopia abdominal. Para coleta todos ama@hireceberam uma injecdo de PBS

(Tampéo Fosfato de Sodio) heparinizado (5 Ul/mbndJamostra do lavado peritoneal foi
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diluidal: 20 em liquido de Turk para contagem dedeitos totais. Os resultados foram

expressos em numero de células/mL.

Também foram analisados no exsudato peritoneal egglirges parametros
antioxidantes: os niveis de glutationa reduzida HGEELLMAN, 1959), os niveis de
nitrito/nitrato (CHEN et al., 2000) e dosagens dbstancias reativas ao acido tiobarbitarico
(TBARS) (HUONG et al., 1998).

c. Avaliacdo antiinflamatéria em modelo experimenth ex vivo: Lavado

bronco-alveolar em ratos desafiados com antigeno.
» Metodologia de sensibilizacdo dos animais

A sensibilizacdo ao antigeno (ovalbulmina) foi imda ativamente através da
administracao, por via intraperitoneal, de solugdistendo 1pg/mL de ovalbulmina (OVA) e
1mg/mL de Al (OHj, em solucéo salina (NaCl 0,9%) sendo injetado6 M6 por animal.
Este procedimento ocorreu no “dia zero”, e a pdeirl3 a 14 dias apds esse procedimento,

este grupo de animais foi definido como sensildliza
* Metodologia do desafio antigénico

S&o considerados animais desafiados os ratos prenia sensibilizados que
foram submetidos ao desafio antigénico por inalag@odesafio ocorreu 1 hora apés o
primeiro tratamento com CESAC (100, 200 e 400 mgikg.), DEXA (5 mg/kg) ou Tween
80 (controle - 0,4% em agua destilada, v.0.). Rart, 0os animais foram colocados em uma
caixa acrilica medindo 20 x 30 x 21 cm, que comtidbis orificios para a circulacdo de ar,
onde em um dos quais era acoplado um nebulizatl@ssbnico e expostos a nebulizacao
com OVA durante 30 minutos, o qual estava dividaho duas sessfes sequenciais de 15
minutos, onde na primeira sessdo foi utilizada ON#& concentracdo de 1mg/mL e na
segunda, OVA na concentragcdo de 5 mg/mL. As afiesagespiratorias observadas nos
animais foram o desconforto respiratério caracheldz por “sibilos” e aumento do ritmo

respiratorio. Apds esse procedimento, os animasrfalefinidos como desafiados.

« Efeito de CESAC no lavado bronco-alveolar de ratoslesafiados com

antigeno

Para avaliacdo do efeito de CESAC no conteudo dadta bronco-alveolar de

ratos, os animais foram divididos nos seguintepaguaqueles considerados “normais”, ou
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seja, ndo receberam nenhum tratamento sensibdizainueles sensibilizados e desafiados
que foram tratados com CESAC (100, 200 e 400 mgikm), DEXA (5 mg/kg) ou Tween
80 (controle - 0,4% em agua destilada, v.0.). Omais foram inicialmente anestesiados com
hidrato de cloral a 40% (1 mL/Kg) em altas dosgs0sAexposicao cirlrgica e canulagédo da
traguéia, os animais foram exsanguinados pelaiar@arotida e os pulmbes foram
preenchidos com 5 mL de solugéo salina a 37°Ctaiigena canula traqueal por meio de uma
seringa de 20 mL, de acordo com Hutson (1989).rkga foi mantida conectada a canula
traqueal por trés minutos e, entdo, o fluido imjetaoi lentamente recuperado. Este
procedimento foi repetido duas vezes. Os fluidosuperados foram misturados e
acondionados em tubos de ensaio e divididos em gagss: uma amostra do lavado
peritoneal foi diluidal: 20 em liquido de Turk pazantagem de leucdcitos totais. Os
resultados foram expressos em numero de célulasAnbutra parte foi utilizada para
determinacdo dos seguintes parametros antioxidagegveis de glutationa reduzida (GSH),

0s niveis de nitrito e dosagens de substanciasasato acido tiobarbiturico (TBARS).

d. Efeito do CESAC e da AFM sobre a desgranulacaoedneutroéfilos

ativados por fMLP ou PMA mensurada pela inibicdo daenzima mieloperoxidase

Desgranulacdo dos neutréfilos.A suspensdo de neutréfilos (2,5 x °10
células/mL) foi pré-incubada com CESAC (5, 10,28, 100 e 200 pg/mL), AFM (0,1; 3; 6;
12,5; 25; 50 e 100 pg/mL), indometacina (100 uMYSD (controle — CESAC: 0,4; AFM:
1%) ou solucdo de Hanks (células ndo tratadaskgdis foi adicionado citocalasina B (10
uM) e fTMLP (100 nM), por 10 minutos a 37°C ou PM&L uM) por 15 minutos a 37°C.
Decorridos esse tempo, 0 material foi centrifugadai@nte 10 minutos a 4°C e o sobrenadante
obtido, rico em enzimas liberadas pela desgranalsmicocitéria, foi utilizado nos ensaios
enzimaticos realizados segundo metodologia desmitd)beda e colaboradores (2002).

Determinacdo da concentracdo de MPOAos 50 pL do sobrenadante foi
adicionado PBS (100 pL), tampéao fosfato (50 uL),©4H0,012%). Apds 5 minutos a 37°C
foi acrescido 20 pL de 3,3,3,5-tetrametilbenzaifTMB 1,5 mM) e a reacdo foi
interrompida pela adicdo de 30 puL de acetato deqdspb M; pH 3,0). A absorbancia foi
determinada em 620 nm. A construcdo de uma curdadpapela adicdo de quantidades
crescentes de MPO (0,125 — 3 U/mL) permitiu relaaioa absorvancia com as unidades
enzimaticas/mL. Os resultados foram expressos gereentual como percentual de inibicdo

da desgranulacéo neutrofilica (De Young et al.9).98
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» Efeito do CESAC e da AFM sobre a atividade da enziemmieloperoxidase

No intuito de avaliar o efeito de CESAC ou AFM solar atividade da enzima
mieloperoxidase, o método descrito acima foi w@dia, mas desta vez, neutréfilos humanos
foram primeiramente estimulados com PMA (0,1 uMgntdo aliquotas do sobrenadante
foram incubadas com CESAC (5, 10, 25, 50, 100 e@gtL) ou AFM (3; 6; 12,5; 25; 50 e
100 pg/mL) por 15 minutos , seguido da determinaiz@iatividade de MPO como descrito
acima (Andrews & Krinsky, 1981).

+ Efeito do CESAC e da AFM sobre a atividade da enzimmelastase

Na tentativa de esclarecer o mecanismo de aca&8&C e AFM, foi avaliado o
efeitos de ambos sobre a atividade catalitica damenelastase, utilizando a técnica descrita
por Johansson et al. (2002) e modificada por Karagh al. (2007). Para o isolamneto da
enzima elastase, em um tubo, incubaram-se 4,5 mmewateéfilos (2,5 x 1Dcélulas/mL) com
250 pL de citocalasina B (1uM) a 37°C por 10 misutém seguida, a desgranulacdo foi
ativada pela adicdo de 250 pL de fMLP (1 puM). Standamente, fez-se o tubo controle
negativo (branco), contendo apenas neutrofiloduegdo de Hanks. Apés a incubacao por 30
minutos a 37°C, os tubos de reacdo foram centdiogiaa 755 x g por 10 minutos. O
sedimento, contendo células, foi desprezado e mesabtlante, rico em elastase, foi utilizado

no ensaio para determinar a atividade desta enzima.

Em microplaca, 200 pL de sobrenadante foram cotzcad presenca de CESAC
(6,25; 12,5; 25; 50 e 100 pg/mL), AFM (5, 10, 28, & 100 pg/mL), DMSO (controle —
CESAC: 0,4; AFM: 1%) ou Hanks (células ndo tratad@smo controle negativo utilizou-se
0 sobrenadante dos neutrofilos ndo estimuladoalRgnte o substrato SAAVNA (1mM) foi
adicionado e, imediatamente, realizada a leituralm@rvancia (tempo zero) em leitor de
microplacas, em comprimento de onda de 405 nmagéapioi mantida a 37°C por 20 minutos
e, em seguida, realizada outra a 405 nm para deant producéo de p-nitroanilina durante
este periodo. Os valores de absorvancia obtidosmszos foram tratados da seguinte forma:

A Abs= Absz0)— Abs(q)
Onde:

A Abs — variagao na absorvancia durante 20 minutos;
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ADbs (o0)— absorvancia em 405 nm no tempo 20;

Abs (o) — absorvancia em 405 nm no tempo O (esta leitdedta imediatamente

apos a adicdo do substrato).

Os valores deA Abs obtidos nos pocos-teste de cada experimentamfo
comparados com os valores de DMSO para verific BBAC ou AFM possuem atividade

modulatoria sobre a atividade da enzima elastase.

+ Efeito de CESAC e AFM sobre os niveis de TNF

A suspensdo de neutréfilos (2,5 X t8ls/ml) foi pré-incubada durante 15 min a
37°C com CESAC (5, 10, 50, 100 e 200 pg/mL) ou ABMO, 25, 50 e 10Qg/mL), DMSO
(controle — CESAC: 0,4; AFM: 1%) ou solucdo de Ha(d€lulas nado tratadas). Aliquotas da
suspensao (500uL) foram incubadas em banho-maft€)lurante 15 minutos na presenca
de PMA (0,1uM). Decorridos esse tempo, o matedacéntrifugado durante 10 minutos a
4°C e o sobrenadante obtido, rico em enzimas lilaesrgpela desgranulacdo leucocitaria, foi
utilizado no ensaio para determinacdo dos niveidNEu. O teor de TNFx liberado foi
determinado pela técnica de ELISA, de acordo comriantacfes descritas pelo fabricante
(Bioscience, USA).

e. Avaliacdo do Efeito Antioxidantein vitro
« Ensaio de Quimioluminescéncia

A quimioluminescéncia (QL) € amplamente utilizadano um método para
quantificar a capacidade dos neutréfilos de prad&BROs (Kudoh et al., 1999). Com o
auxilio de marcadores luminescentes (sondas) dvebsgiantifica-las e diferencia-las. As
sondas sao utilizadas para aumentar a quantidalde @enitida durante a producédo de EROs.
Estas sondas sdo substancias organicas que seeveubstrato para reacdes redox, que
geram intermediarios eletronicamente excitados mpiernando a um estagio basal emitem
fotons, os quais podem ser quantificados como alimminescéncia. As sondas utilizadas
foram: a lucigenina (QLluc), que detecta principahte o radical anion superéxido (9
liberado no meio extracelular, e o luminol (QLlunope detecta a somatéria de diversos
metabdlitos intracelulares produzidos pela acadlE®.
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Neutréfilos (2,5 x 10 células/mL) foram pré-incubados em banho-maridC3
por 2 minutos na presenca de ESPC ou AFM em dieseconcentracdes e das sondas
quimioluminescentes luminol (280 uM) ou lucigen{@&0 uM). Em seguida, os tubos foram
transportados para o luminémetro e a eles adicanarl estimulo (PMA 10’ M) e,
imediatamente, acompanhou-se a producdo de QLpem(antagem de fétons por minuto),
durante 20 minutos a 37°C. Como controle do soévetitizou-se DMSO nas concentracfes
finais de 0,4% ou 1%. Em todos os ensaios realzadediu-se a producdo espontanea de
QLIlum e QLluc dos neutréfilos na auséncia de edimQs resultados foram expressos

através da inibicdo da producéo de quimioluminesaén
e Teste do DPPH

O radical DPPH (1,1-difenil-2-picril hidrazina) érsiderado um radical estavel e
tem sua absor¢cdo méaxima em 517 nm. Este radiddizédo como ferramenta para estudar a
acao de compostos como sequestradores de radicas sendo uma técnica independente
de qualquer atividade enzimatica. Quando o DPPHelétmon ou um atomo de hidrogénio

para se tornar um composto mais estavel, sua d@uwsanqinui.

O método descrito por Saint-Cricq et al. (19990astiuma aliquota (0,1 mL) de
CESAC (10, 50 e 100 pg/mL) ou AFM (10, 50 e 100npig/que foi misturada com 3,9 mL
de DPPH (0,3 mM numa solugdo de metanol-etanol. Alseguir as solugbes foram
misturadas com auxilio de vortex por 1 minuto, nt@ast em uma temperatura ambiente por

30 minutos e a absorbancia foi determinada em 17 n
O percentual de inibicéo foi calculado de acordm @sseguinte equacgao:
% inibicao= [A — (AJAo)] x 100
Onde:
Aq= absorvancia do controle (sem ESPC ou AFM)

A= absorvancia da solu¢do com ESPC ou AFM
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4.3. Andlise estatistica

A analise estatistica foi realizada com o auxibiopdograma GraphPad Prism 5.0
(USA). Os resultados foram expressos como médiara: gadrdo da média (E.P.M.) e a
comparacao entre as médias foi realizada utilizarddise de variancia (ANOVA) seguida
pelo Teste de Tukey. As diferencas foram consigeragdtatisticamente significativas quando
P <0,05.



59

5. RESULTADOS
5.1. Avaliacdo da toxicidade da CESAC e AFM solmetrofilos humano

» Efeito da CESAC e AFM sobre a avaliacdo de citaioside — ensaio de

exclusao ao corante Azul de Tripan

O ensaio de viabilidade celular pelo corante aeuriggan em neutréfilos humano

permitiu diferenciar células viaveis (ndo coradisyeélulas ndo-viaveis (azul).

Na analise realizada apds 15 minutos de incubam@ocacCESAC (10, 100 e 200
png/mL), sendo correspondente a 95,0 £ 1,4 ; 970186 e 97,7 + 1,29 %, respectivamente
(Tabela 4). Resultados semelhantes foram obtidos com a AFMJ0 e 100 pug/mL), néo foi
observada alteracéo no percentual de células gigs@ndo correspondentes a 98,5 + 0,5; 99 +

0,1 e 97,3+0,3 %, respectivamenialjela 5.

Vale ressaltar que tanto a CESAC quanto a AFM rdigsaram reducgédo das
células viaveis, sendo estes valores maiores qu,98dicando que ambas as drogas nao

foram citotoxicas.

» Efeito da CESAC e AFM sobre a atividade da enziraetdto desidrogenase
(LDH)

As figuras 10 e 1lrepresentam o efeito da CESAC e AFM, respectivémen

sobre a toxicidade de neutréfilos mensurada atrdeésnzima LDH. Observou-se que a
CESAC (5, 10, 25, 50, 100 e 200 pg/mL) ndo promaueuento da atividade da LDH, o que
indica baixa toxicidade, (20,76 £ 2,5; 24,75 £ 38;28 + 2,2; 33,3 £ 1,03 e 42,02 £ 4,22
U/L) quando comparada ao grupo veiculo (41,66 +W]§. Resultados semelhantes foram
obtidos com a AFM (1, 10, 50 e 100 pg/mL) que tamb¥io apresentou citotoxicidade,
medida pela atividade de LDH (30,04 £ 2,8; 29,86,19; 30,19 + 3,7 e 38,14 £ 3,3 U/L)

quando comparada ao veiculo (17,63 + 1,1 U/L). &sltados corroboram com aqueles

encontrados para a contagem celular utilizandaante Azul de Tripan.
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Tabela 4 -Avaliacdo da toxicidade da CESAC em neutréfilos Aomatravés da exclusdo ao corante Azul de

Tripan.
Grupos Numero de células (%)
Viaveis Nao-vidsei
HBSS 93,66+2,47 6,34+1,07
Veiculo 93,47+2,5 6,53+1,32
CESAC 10 pg/mL 95,0+1,4 2,50%0,50
100 pg/mL 97,1+0,86 1,85+0,14
200 pg/mL 97,7+1,29 1,28+0,28
Triton- X 100 (0,2%) 0,330,033 99,67+0,33

Neutréfilos (2,5 x 18 células/mL) foram incubados com CESAC (10, 10@@ @g/mL) durante 15 minutos e
aos pellets foi adicionado Azul de Tripan 0,1% ehugio salina. A seguir, foi realizada a contagencélulas,
diferenciando-as em viaveis e ndo-viaveis. HBS&ilag ndo tratadas; Tx: Triton X — 100 (0,2%, wpadrédo
citotéxico; Veiculo: DMSO 0,04%. Os resultados est@ndo expressos como média + E.P.Ms HBSS (p <

0,001 — ANOVA e Teste de Tukey).

Tabela 5- Avaliacéo da toxicidade da AFM em neutréfilos humairavés da exclusdo ao corante Azul de

Tripan.

Numero de células (%)

Grupos ——— —
Viaveis Nao-viaveis

HBSS 95,63+2,47 3,67+1,2
Veiculo 91,50+2,5 7,33%1,85

AFM 10 pg/mL 98,5+0,5 2,47+0,29
50 pg/mL 99+0,1 1,3340,33

100 pg/mL 97,3%0,3 1,33+0,33
Triton-X 100 (0,2%) 0,330,033 99,67+0,33

Neutréfilos (2,5 x 10 células/mL) foram incubados com AFM (10, 50 e 1@@mL) durante 15 minutos e aos
pellets foi adicionado Azul de Tripan 0,1% em sélugalina. A seguir, foi realizada a contagem delas
diferenciando-as em viaveis e ndo-viaveis. HBS&ila nao tratadas; Tx: Triton X — 100 (0,2%, vApadréo

citotéxico; Veiculo: DMSO 1%. Os resultados estéad® expressos como média + E.P3Mis HBSS (p <

0,001 — ANOVA e Teste de Tukey).
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Figura 10. Avaliacdo da toxicidade da CESAC em neutréfilos lnm mensurada através da atividade da
enzima lactato desidrogenase (LDH). Neutréfilo§ 210 células/mL) foram incubados com CESAC (5, 10,
25, 50, 100 e 200 pg/mL) e apds 15 minutos foirdateada a atividade da enzima LDH. HBSS: células na
tratadas; Tx: Triton X — 100 (0,2%, v/v) — padrd@otoxico; Veiculo: DMSO 0,04%. Os resultados esténdo
expressos como média + E.P.Mvs HBSS (p < 0,001 — ANOVA e Teste de Tukey).
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Figura 11. Avaliacdo da toxicidade da AFM em neutrdéfilos humamesnsurada através da atividade da enzima
lactato desidrogenase (LDH). Neutréfilos (2,5 X ¢6lulas/mL) foram incubados com AFM (1, 10, 5008 1
pg/mL) e apés 15 minutos foi determinada a ativddd enzima LDH. HBSS: células né&o tratadas; Tioir

X —100 (0,2%, v/v) — padréo citotoxico; VeiculoMBO 1%. Os resultados estdo sendo expressos codia mé
+ E.P.M.* vs HBSS (p < 0,001 — ANOVA e Teste de Tukey).
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» Efeitos de CESAC e AFM sobre a avaliacdo de ciioidade mensurada
atraves do teste de MTT

Na Figura 12 pode ser observado que a adicdo da CESAC em coagies
crescentes (5, 10, 50, 100 e 200 pg/mL) aos ndosdfumano ndo causou reducédo (71,65 *
2,89;70,31+£0,88; 71,9+ 1,12; 73,68 + 2,7 e 32M,91 %) da viabilidade celular avaliada
pelo teste de MTT quando comparado ao veiculo {7868,48 %).. A semelhanca de
CESAC, a AFM (5, 10, 25, 50 e 100 pg/mL) também ma@moveu reducéo significativa da
viabilidade celular (71,84 + 2,01; 73,15 + 1,77;Z0+ 1,8; 71,35 £ 1,50 e 70,21 + 2,15 %;
respcetivamente) em relacdo ao veiculo (70,33 ¥ 24). Ja4 o Triton X-100 (padréo
citotoxico) apresentou reducao da viabilidade eeligual a 22,34 + 1,40 % para CESAC e
18,80 + 1,49 %. Os resultados mostram que ambdgrogsas teste ndo foram citotoxicas nas
concentracdes testad&sgura 13).

» Efeitos de CESAC e AFM sobre o padrdao de morte larelumarcacao
diferencial por Laranja de Acridina/Brometo de kti(LA/BE)

Os efeitos de CESAC e AFM sobre o padréo de mettdar estdo representados
nasTabelas 6 e 7respectivamente. A CESAC nas concentragcdes déQDe 200 pg/mL
promoveu reducao significativa no niumero de célulaseis (82,67 + 0,93; 79,50 + 0,67 e
70,83 £ 3,8 % ; respectivamente) em detrimentocéidas em processo apoptotico (11,42 +
0,77; 13,75 = 0,56 e 20,75 £ 3,36 %; respectivag)eninecrotico (5,91 + 0,55; 6,83 £ 0,98 e
8,41 £ 0,55 %; respectivamente). A AFM (10, 50 & u@/mL), por sua vez, ndo apresentou
citotoxicidade ja que ndo houve reducdo (88,67 &7;189,25 + 0,34 e 91,83 + 0,70,
respectivamente) da viabilidade celular nas comaedés testadas, também foi observado que
a medida que ocorreu 0 aumento da concentrac@mpamsidades de células necroticas (2,47
+0,29; 1,33 £ 0,33 e 1,58 * 0,54; respectivameatapoptodticas (7,08 + 0,5; 7,33 + 0,5 e

6,58 + 1,2; respectivamente) diminuiram.
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Figura 12. Efeito de CESAC sobre a citotoxicidade determinaiavés do teste de MTT. Neutréfilos (5 ¥ 10
células/mL) foram incubados com CESAC (5, 10, 310 & 200 pg/mL) e 3h depois foi avaliada a viahiliel
celular através do teste de MTT. HBSS: célulastrstadas; Tx: Triton X — 100 (0,2%, v/v) — padréotoxico;
Veiculo: DMSO 0,04. Os resultados estdo sendo egpsecomo média + E.P.M.vs Controle (p < 0,001 —
ANOVA e Teste de Tukey).
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Figura 13. Efeito de AFM sobre a citotoxicidade determinattavas do teste de MTT. Neutréfilos (5 x°10
células/mL) foram incubados com AFM (5, 10, 25,6000 pug/mL) e 3h depois foi avaliada a viabilidade
celular através do teste de MTT. HBSS: célulastraétadas; Tx: Triton X — 100 (0,2%, v/v) — padrétotoxico;
Veiculo: DMSO 1%. Os resultados estdo sendo expsessmo média = E.P.M. vs Controle (p < 0,001 —
ANOVA e Teste de Tukey).
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Tabela 6 -Efeito de CESAC sobre o padrdo de morte celulaneuatréfilos humano através de marcagdo por

Brometo de Etidio/Laranja de Acridina

Numero de células (%)

Grupos o — —
Viaveis Necroticas  Apoptoticas
HBSS 93+2,11 290+042 2,33+0,33
Veiculo 92,42 +1,53 3,41+0,34 5,00+0.82
CESAC 10 pg/mL 82,67+0,98 5,91+0,55% 11,42+0,778
100 pg/mL 79,50+0,67 6,83+0,982 13,75+0,56
200 pg/mL 70,83%3,8 8,41+0,582 20,75+3,38
Triton-X 100 (0,2%) 00 99,67+0,33" 0+0*"

Neutréfilos (2,5 x 1Bcélulas/mL) foram incubados com CESAC (10, 100@ j2g/mL) e coradas com Brometo
de Etidio/Laranja de Acridina. A seguir, foi realila a contagem de células, diferenciando-as eneigjav
apoptoticas e necréticas. HBSS: células nao trafgdax: Triton X — 100 (0,2%, v/v) — padréo citrito;
Veiculo: DMSO 0,4% - veiculo. Os resultados esgude expressos como média + E.Pavis HBSS;b vs
Veiculo (DMSO 0,4% v/v)¢ vs CESAC 200 pg/mL (p < 0,001 — ANOVA e Teste d&ew).
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Tabela 7 - Efeito de AFM sobre o padrdo de morte celular emtndfilos humano através da marcagdo por
Brometo de Etidio/Laranja de Acridina

Numero de células (%)

Grupos o — —
Viaveis Necroticas  Apoptoéticas

HBSS 93+2,11 3,67+1,2 4,08+1,76
Controle 91,92+1,96  7,33+1,86  5+0,82
AFM 10 pg/mL 88,67+1,27  2,47+0,29  7,08+0,3
50 pg/mL 89,25+0,34 1,33%0,3%2  7,33+0,3
100 pg/mL 91,83+0,70 1,58+0,542 6,58+1,2

Triton-X 100 (0,2%) 0+0%" 99,67+0,338 0+0*"

Neutréfilos (2,5 x 10células/mL) foram incubados com AFM (10, 50 e i@dmL) e coradas com Brometo de
Etidio/Laranja de Acridina. A seguir, foi realizada contagem de células, diferenciando-as em viaveis
apoptoticas e necroticas. HBSS: células ndo trafadex: Triton X — 100 (0,2%, v/v) — padréo citoito
Controle: DMSO 1% - veiculo. Os resultados estdueeexpressos como média + E.P&vs HBSS;b vs
Controle (DMSO 1% v/v) (p < 0,001 — ANOVA e Test Tukey).
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5.2. Avaliagdo da atividade antiinflamatéria dap£idas do Extrato Seco de

cearensiCESAC) em modelos experimentaisvivo
» Edema de pata induzido por carragenina

O pré-tratamento de animais com CESAC (100, 2000evg/kg, v.0.) promoveu

reducao significativa do volume (uL) do edema da pas doses de 200 e 400 mg/kg na 22 h
(95,02 + 7,10 e 97,21 * 8,60; respectivamente)h 300,03 + 10,70 e 92,65 + 9,20;
respectivamente) e 42 h (88,42 8,9 e 84,66 + @&8pectivamente) ap0s a injecdo de
carragenina, quando comparada ao grupo controle: (26,12 £6,20; 32 h: 141,32 + 6,20 e
42 h: 139,74 + 7,20). A indometacina (5 mg/kg)iljasda como droga padréao, também inibiu
significativamente o volume (uL) do edema de p2tah( 84,05 £ 8,10; 32 h: 73,63 £ 7,20 e 42
h: 80,21+ 5,00)Figura 14).

» Peritonite induzida por carragenina

O efeito de CESAC sobre a migracdo de leucécitobdxcélulas/mL) induzida
por carragenina estao representado&igara 15. A CESAC (100, 200 e 400 mg/kg, v.0.)
reduziu significativamente o nimero de leucécitosmiiltrado peritoneal (0,53 + 0,039; 0,43
+ 0,035 e 0,35 + 0,07; respectivamente), a semethala dexametasona (0,22 + 0,033)
guando comparados ao grupo controle (0,86 + O@S)valores corresponderam a inibigcdes
de 38, 50 e 60 % da migracao celular, respectiveer{€igura 15). Andlise bioquimica do
exsudato peritoneal mostrou que a CESAC (100, 2800emg/kg) foi capaz de reduzir a
peroxidacao lipidica induzida por carragenina (16,036; 0,07 + 0,002 e 0,05 = 0,008;
respectivamente; controle: 0,27 + 0,038), que sporderam a inibicdes de 40,7; 50 e 60%,
respectivamente~{gura 16).
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Figura 14. Atividade antiedematogénica da CESAC induzido @oragenina em camundongos. Camundongos
Swiss (25 a 30 g) foram tratados por via oral coBSEC (100, 200 e 400 mg/kg), indometacina (INDO, 5
mg/kg) ou Tween 80 (controle) 60 minutos antesnjiecéo intraplantar da solugcédo de carragenina Dau (3.

Os valores representam a média + E.P.M. de 8 asipmaigrupo. *p < 0,05 vs grupo controle (ANOVA esle

de Tukey).
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Figura 15. Efeito de CESAC na migragdo de leucdcitos induzide carragenina na cavidade peritoneal de
camundongos. Os animais foram tratados com CESAQ, @00 e 400 mg/kg), dexametasona (5 mg/kg, DEXA)
ou Tween 80 (controle) 60 minutos antes da indagéavés da injecdo intraperitoneal de carragerfhaQs
valores expressam a média + E.P.M. de 8 animaiggo. * p < 0,05 vs grupo controle (ANOVA e Tedi
Tukey).

0.4+
— 0.34
£
w0 <
X w *
™ 0.2+
5 @ T
=8
©
~ 0.14 Hkk Fokk *hk
0.0~ ””.”I
Q N\ 2
N S Q
(\,\5 ON O‘]/ Ob‘ Q/_\_?‘
& X o X Q
< &
@ @ o
mg/kg

Figura 16. Efeito de CESAC sobre a peroxidagéo lipidica, meadauatravés dos niveis de substancias reativas
do &cido tiobarbitirico (TBARS) presentes no exsugeeritoneal de camundongos. Os animais foraradost
com CESAC (100, 200 e 400 mg/kg), dexametasonag{kgnDEXA) ou Tween 80 (controle) 60 minutos antes
da injecéo intraperitoneal de carragenina 1%. Qwesrepresentam a média + E.P.M. de 8 animaigpquo.

* P < 0,05 vs grupo controle (ANOVA e Teste de Tyke
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5.3. Avaliagdo da atividade antiinflamatéria dap£idas do Extrato Seco de
cearensis(CESAC) no lavado broncoalveolar (LBA) de ratosafmdos com ovalbulmina
(OVA)

O desafio antigénico dos animais com OVA promoveuacumulo de células
inflamatorias (0,5395 * 0,043) quase 3 vezes supem relacdo aos animais nao desafiados
(0,1985 + 0,004). Porém, o pré-tratamento dos aisimlesafiados com CESAC (100, 200 e
400 mg/kg, v.0.) reduziu de forma significativa{f®,001) o numero de leucocitos totais no
lavado broncoalveolar (0,2389 + 0,018; 0,1094 &19,e 0, 1073 <+ 0,018) quando
comparado ao grupo controle (0,5395 * 0,0&8)ra 17).

Andlises bioquimicas do LBA dos animais desafiatiestraram que a CESAC
(100, 200 e 400 mg/kg, v.0.) reduziu significatieante os niveis de nitrito/nitrato (12,88 *
1,25; 11,68 +11,71 e 11,56 + 1,12, respectivdaengnando comparado ao grupo controle:
24,30 * 2,8)igura 18), e de TBARS (0,1850 + 0,019 e 0,1168 £ 0,02%peetivamente
guando comparado ao grupo controle: 0,318+ 0,0Bijufa 20). O pré-tratamento dos
animais com CESAC aumentou significativamente @lnie GSH, levando a normalidade a
concentracdo de GSH (Normal/sem OVA: 0,03095 +3),@ESAC: 0,0277 + 0,002; 0,0270
+ 0,0010 e 0,03055 + 0,00098; respectivamente)Bw (Figura 19).
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Figura 17. Efeito de CESAC sobre a migracdo celular no lavhdmco-alveolar de ratos desafiados por
ovalbulmina. Os animais foram tratados com CESA@ (200 e 400 mg/kg), DEXA (5 mg/kg) ou Tween 80
(controle) 60 minutos antes do desafio com ovalindnOs valores representam a média + E.P.M. der8ais
por grupo,a vs grupo normal (ndo sensibilizado e ndo desafjddes grupo controle (p < 0,05 - ANOVA e

Teste de Tukey).
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Figura 18. Efeito de CESAC sobre os niveis de nitrito/nitrgtesentes no lavado bronco-alveolar de ratos
desafiados por ovalbulmina. Os animais foram tgacbm CESAC (100, 200 e 400 mg/kg) ou Tween 80
(controle) 60 minutos antes do desafio com ovalindnOs valores representam a média + E.P.M. der8ais

por grupo,a vs grupo normal (ndo sensibilizado e ndo desafjddus grupo controle (P < 0,05 - ANOVA e

Teste de Tukey).
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GSH (Abs 412 nm)

Figura 19. Efeito de CESAC sobre os niveis de glutationa reldugresentes no lavado bronco-alveolar de ratos
desafiados por ovalbulmina. Os animais foram tgacbm CESAC (100, 200 e 400 mg/kg) ou Tween 80
(controle) 60 minutos antes do desafio com ovalmdmOs valores representam a média + E.P.M. derBais

por grupo,a vs grupo normal (ndo sensibilizado e ndo desafjddus grupo controle (P < 0,05 - ANOVA e

Teste de Tukey).
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Figura 20. Efeito de CESAC sobre a peroxidacao lipidica, meadauatravés dos niveis de substancias reativas
do &cido tiobarbittrico (TBARS) presentes no lavadonco-alveolar de ratos desafiados por ovalbwdmis
animais foram tratados com CESAC (100, 200 e 40kkghgDEXA (5 mg/kg) ou Tween 80 (controle) 60
minutos antes do desafio com ovalbulmina. Os valogpresentam a média + E.P.M. de 8 animais pgogau

vs grupo normal (ndo sensibilizado e ndo desafjdded grupo controle (P < 0,05 - ANOVA e Teste de ke
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5.4. Avaliacdo da atividade antiinflamatéria de @BESe AFM em modelos

experimentaisn vitro

» Efeito da CESAC e da AFM na desgranulacdo de neutfifos
humano induzida por fMLP ou PMA : liberacdo da enzma mieloperoxidase

Os efeitos de CESAC e AFM sobre a inibicdo da @esdacdo de neutrofilos
humano estéo representadogHigura 21 e 22, e Tabela 8A CESAC (5, 10, 25, 50, 100 e
200 pg/mL) inibiu significativamente a liberacdo M@0 induzida por PMA, com inibicdo
de até 72% (Gb = 13,36 pg/mL). A indometacina (35,7 pg/mL), drquadrdo, inibiu em
77% a desgranulacdo dos neutréfilos. Resultadosleantes foram obtidos utilizando como
estimulo o fMLP, sendo a inibicdo maxima de 65%4#€19,40 pg/mL) Figura 21).

A AFM (0,1; 3; 6; 12,5; 25; 50 e 100 pg/mL) tambeeduziu a desgranulacdo de
neutroéfilos induzida por PMA, com inibicdo maximealtberacdo de MPO de até 86%4£SI
0,109 pug/mL) Figura 22), enquanto que em neutrofilos estimulados com fidE&a inibicao

foi menos expressiva, sendo maxima de 66%€Cl9,94).
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Figura 21. Efeito de CESAC sobre a desgranulacdo neutrofiicazida por PMA (A) ou fMLP (B) e
determinada pela inibicdo da liberacdo da mielopdase. Neutréfilos (2,5 x 2@élulas/mL) foram incubados
com CESAC (5, 10, 25, 50, 100 e 200 pg/mL) e pmsteente estimulados com PMA (0,1 pumol/L) ou fMLP
(100 nM). CESAC: cépsulas de extrato secddeearensisINDO: indometacina, droga padréo. Os resultados
obtidos na presenca de CESAC foram comparadosugm gontrole (100% da liberacdo de MPO). Os valores
estdo sendo expressos como média = E.P.M. As asétisam realizadas em triplicatas em trés diasefites. *

vs CESAC 5 pug/mL (P < 0,05 - ANOVA e Teste de Tykey
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Figura 22. Efeito de AFM sobre a desgranulacao neutrofilichuzida por PMA (A) ou fMLP (B) e determinada
pela inibicdo da liberacdo da mieloperoxidase. Méilds (2,5 x 16 células/mL) foram incubados com AFM (3;

6; 12,5; 25; 50 e 100 pug/mL) e posteriormente agidos com PMA (0,1 pmol/L) ou fMLP (100 nM). AFM:
afrormosina; INDO: indometacina, droga padréo. €siitados obtidos na presenca de AFM foram comparad
ao grupo controle (100% da liberagdo de MPO). Qsres estdo sendo expressos como média + E.P.M. As
analises foram realizadas em triplicatas em trés diferentesa vs AFM 0,1 pg/mLb vs AFM 3 pg/mL (P <
0,05 - ANOVA e Teste de Tukey).
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Tabela 8 -Concentragdo de CESAC e AFM capaz de inibir em S0 désgranulacao de neutrofilo induzida por
PMA ou fMLP e determinada pela liberacdo de MPO.

Grupos Liberacdo de MPO - Ckg (ug/mL)
fMLP PMA
CESAC 19,40 13,36

AFM 19,94 0,109
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» Efeito da CESAC e da AFM sobre a atividade catalitia de mieloperoxidase

A enzima mieloperoxidase esta presente em grandegidades nos neutroéfilos e
€ considerada um marcador da inflamacdo. Dessaf@ua inibicdo direta € um indicativo
de atividade antiinflamatoria. ASiguras 23 e 24mostram os efeitos de CESAC e AFM,
respectivamente, diretamente sobre a enzima miepase. A CESAC (1, 5, 10, 50, 100 e
200 pg/mL) promoveu uma inibicdo de até 74%£€6,55 pg/mL) Tabela 9. Resultados
semelhantes foram obtidos com AFM (0,1; 3; 6; 125%;50 e 100 pg/mL), que inibiu de 38
a 75% (Cip= 4,62 pg/mL) Tabela 9 a atividade da MPO. As inibicbes promovidas por
ambas as substéancias foram superiores a indome{@difo), droga padréo.

» Efeito da CESAC e da AFM sobre a atividade catalitia de elastase

A atividade elastase humana foi determinada atralesformacdo de p-
nitroanilina, produto da reacdo da enzima sobrdAVBIA (substrato). AsFiguras 25 e 26
mostram o efeito da CESAC e da AFM sobre a atieddd elastase humana. O CESAC
(6,25; 12,5; 25; 50 e 100 pg/mL) inibiu em até 88%tividade da elastase £ 41,02

png/mL). Por outro lado, a AFM néo interferiu sigeativamente na atividade da elastase.
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Figura 23. Efeito de CESAC sobre a atividade da mielopersdd&eutréfilos (2,5 x focélulas/mL) foram
previamente estimulados com PMA (0,1 umol/L), dargados e o sobrenadante incubado com CESAC (1, 5,
10, 50, 100 e 200 pg/mL). INDO: indometacina, drpgarao. Os resultados obtidos na presenca de CESAC
foram comparados ao grupo controle (100% da atddenzimatica). Os valores estdo sendo expressos co
média + E.P.M. As analises foram realizadas enfidafas em trés dias diferentes. * vs CESAC 1 pg(fl<

0,05 - ANOVA e Teste de Tukey).
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Figura 24. Efeito de AFM sobre a atividade da mieloperoxidaseutréfilos (2,5 x 19 células/mL) foram
previamente estimulados com PMA (0,1 umol/L), cergados e o sobrenadante incubado com AFM (0,1; 3;
12,5; 25; 50 e 100 pg/mL). INDO: indometacina,gétrgadrao. Os resultados obtidos na presenca de AFM
foram comparados ao grupo controle (100% da atididenzimatica). Os valores estdo sendo expresses co
média + E.P.M. As andlises foram realizadas enfidaifas em trés dias diferentes. * vs AFM 0,1 pg/RL<

0,05 - ANOVA e Teste de Tukey).
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Tabela 9 -Concentracdo de CESAC e AFM capaz de inibir efo50atividade de MPO em neutrdfilo induzida
por PMA.

Grupos Atividade MPO - Clsp (ug/mL)
CEAC 6,55

AFM 4,62
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Figura 25. Efeito de CESAC sobre a atividade da elastase hamso sobrenadante rico em enzimas secretadas
por neutrofilos, apos ativados fMLP (1uM), foranicamhados CESAC (6,25; 12,5; 25; 50 e 100 pg/mhpés

20 minutos foi determinado a atividade da elast&e.resultados obtidos na presenga de CESAC foram
comparados ao grupo controle (100% da atividadergétiza). Os valores estdo sendo expressos comia héd
E.P.M. As andlises foram realizadas em triplicaiastrés dias diferentes.p < 0,05 vs CESAC 6,25 pg/mL
(ANOVA e Teste de Tukey conpost hog.
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Figura 26. Efeito de AFM sobre a atividade da elastase humAaaobrenadante rico em enzimas secretadas
por neutréfilos, apés ativados fMLP (1uM), foranmcimhados AFM (5, 10, 25, 50 e 100 pg/mL) e ap6s 20
minutos foi determinado a atividade da elastasere®gltados obtidos na presenca de AFM foram ccaapar

ao grupo controle (100% da atividade enzimatica).v&lores estdo sendo expressos como média + EA3.M.
analises foram realizadas em triplicatas em trés diferentesEfeitos da CESAC e da AFM sobre osis\ide
TNFa
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+ Efeitos da CESAC e da AFM sobre os niveis de dNF

A adicdo de PMA (0,1 umol/L) & suspens&o de neilasog2,5 x 16 células/mL)
aumentou significativamente os niveis de tNE7,46 + 2,97 pg/mL) em relacdo ao grupo
nao ativado, tratado somente com solugcédo tampaoSHR3$,97 + 0,43 pg/mL). Contudo,
tanto CESAC (5, 10, 50, 100 e 200 pg/mL) quanto A@EVI 10, 25, 50 e 100 pg/mL)
reduziram os niveis de THMFA CESAC nas maiores concentracdes reduiigufa 27)
guase completamente os niveis de &dNEIls¢= 6,85 pg/mL). Enquanto a AFM reduziu os
niveis de TNk em até 44%HKigura 28).



84

60-
a
E 404
2 b
o) b
< 20
. b
0
Q \) \) Q
2 S Q
o o o oV

+ PMA

Figura 27. Efeito de CESAC sobre o aumento dos niveis dedliNduzido por PMA. O CESAC (5, 10, 50, 100
e 200 pg/mL) foi adicionado & suspenséo de nelasofR,5 x 16 células/mL) 15 minutos antes da adicdo de
PMA (0,1 umol/L), que foi sucedida pela determimagés niveis de TNE HBSS: células sem adicdo de PMA;
Controle: DMSO - veiculo. Os resultados estdo sexgoessos como média + E.P.&4Ns HBSSb vs Controle

(p < 0,05 — ANOVA e Teste de Tukey).
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Figura 28. Efeito de AFM sobre o aumento dos niveis de dhfeuzido por PMA. A AFM (5, 10, 50 e 100
pg/mL) foi adicionada a suspenséo de neutr6filgs 210 células/mL) 15 minutos antes da adicdo de PMA
(0,1 umol/L), que foi sucedida pela determinagds diveis de TN& HBSS: células sem adicdo de PMA;
Controle: DMSO - veiculo. Os resultados estdo sexpoessos como média + E.P.&s HBSSh vs Controle

(p < 0,05 — ANOVA e Teste de Tukey).
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5.5. Avaliacdo da atividade antioxidante da CESAfa &FMin vitro

+ Efeito da CESAC e da AFM sobre o metabolismo okidate neutréfilos

mensurado por quimioluminescéncia

Para avaliar os efeitos de CESAC e AFM sobre o lmoésmo oxidativo de
neutrofilos ativados por PMA foram feitos ensaiesgdiimioluminescéncia utilizando como
sondas o luminol (QL lum) e a lucigenina (QL lud).CESAC (0,78; 3,12; 12,5; 25 e 50
png/mL) foi capaz de inibir de forma significativapeoducdo de QL lum pelos neutroéfilos
estimulados por PMAHRiguras 29 e 30, com inibicdo de 88% (6= 6,42 ng/mL) Tabela
10). Da mesma forma, a CESAC (6,25; 12,5; 25; 50C:g/mL) também causou inibicdo da
producdo de QL lucHigura 31 e 33, porém em menor grau (igual a 51%j3£195,49
pg/mL) (Tabela 10. A AFM (5, 10, 25, 50 e 100 pg/mL) inibiu em &8% a producéo de
QL lum (Figuras 33 e 3%, com valor de Gp igual a 19,09 pg/mLTabela 10 e 44% a
producao de QL ludqguras 35 e 36.

¢ Teste de DPPH

Este teste foi utilizado com a finalidade de avadi@apacidade sequestradora de
radicais livres da CESAC e da AFM. Somente CESACcolacentracdo de 100 pg/mL
mostrou inibic&o significativa (22%Jrigura 37). A AFM nas concentragdes testadas (10, 50
e 100 pg/mL) ndo promoveu nenhum efeito sequestradmificativo frente ao grupo

controle Figura 38).
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Figura 29. Perfil de quimioluminescéncia de CESAC dependatgeluminol (QL lum) produzidos por

neutrdfilos registrada em contagens por minuto jopm funcéo do tempo (20 minutos). Neutréfilos (2,55)
foram incubados com CESAC (0,78; 3,12; 12,5; 2® @ §/mL) e posteriormente estimulados com PMA (0,1

pmol/L). HBSS: células ndo estimuladas; ControltID — veiculo.
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Figura 30. Efeito de CESAC sobre a producao de quimiolumineseédependente de luminol (QL lum) de
neutréfilos estimulados com PMA. Neutréfilos (2,3®) foram incubados com CESAC (0,78; 3,12; 12,5; 25 e

50 pg/mL) e posteriormente estimulados com PMA (Dpiol/L). HBSS: células ndo estimuladas; Controle:

DMSO - solvente. Os resultados estdo sendo expressno média + E.P.Ma vs HBSS b vs Controle (P <
0,05 — ANOVA e Teste de Tukey).
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Figura 31. Perfil de quimioluminescéncia de CESAC dependeatgelucigenina (QL luc) produzidos por
neutréfilos registrada em contagens por minuto jopm funcdo do tempo (20 minutos). Neutréfilos (2 BF)
foram incubados com CESAC (6,25; 12,5; 25; 50 e 1§0nL) e posteriormente estimulados com PMA (0,1

pmol/L). HBSS: células ndo estimuladas; ControltID — veiculo.
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Figura 32. Efeito de CESAC sobre a producdo de quimiolumineseédependente de lucigenina (QL luc) de
neutréfilos estimulados com PMA. Neutréfilos (2,36) foram incubados com CESAC (6,25; 12,5; 25; 50 e
100 pg/mL) e posteriormente estimulados com PMA (Omol/L). HBSS: células ndo estimuladas; Controle:
DMSO - veiculo. Os resultados estdo sendo expressns média + E.P.M: vs HBSS (P < 0,05 — ANOVA e
Teste de Tukey).
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Figura 33. Perfil de quimioluminescéncia de AFM dependemtdutninol (QL lum) produzidos por neutréfilos
registrada em contagens por minuto (cpm) em fumtgieempo (20 minutos). Neutréfilos (2,5 x®L@oram
incubados com AFM (5, 10, 25, 50 E 100 pg/mL) egrasrmente estimulados com PMA (0,1 pmol/L). HBSS:

células ndo estimuladas; Controle: DMSO — veiculo.
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Figura 34. Efeito de AFM sobre a producdo de quimioluminesizémiependente de luminol (QL lum) de
neutréfilos estimulados com PMA. Neutréfilos (2,516) foram incubados com AFM (5; 10; 25; 50 e 100
pg/mL) e posteriormente estimulados com PMA (0, blidh HBSS: células ndo estimuladas; Controle: BMS
— veiculo. Os resultados estdo sendo expressos pwd@a + E.P.Ma vs HBSS,b vs Controle (P < 0,05 —
ANOVA e Teste de Tukey).
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Figura 35. Perfil de quimioluminescéncia de AFM dependente ldcigenina (QL luc) produzidos por

neutrdfilos registrada em contagens por minuto jopm funcéo do tempo (20 minutos). Neutréfilos (2,55)
foram incubados com AFM (5, 10, 25, 50 e 100 pg/mlposteriormente estimulados com PMA (0,1 pmol/L).

HBSS: células ndo estimuladas; Controle;: DMSO eulei
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Figura 36. Efeito de AFM sobre a producd@o de quimioluminesiz@dependente de lucigenina (QL luc) de
neutréfilos estimulados com PMA. Neutréfilos (2,516) foram incubados com AFM (5; 10; 25; 50 e 100
pg/mL) e posteriormente estimulados com PMA (0, biich HBSS: células nédo estimuladas; Controle: BMS

— veiculo. Os resultados estdo sendo expressos m@aia + E.P.M* vs HBSS (P < 0,05 — ANOVA e Teste de

Tukey).



90

Tabela 10 -Concentracdo de CESAC e AFM capaz de inibir em 50 #tetabolismo oxidativo (producdo de

EROs) de neutréfilos estimulados com PMA e mensuedihvés de quimioluminescéncia.

Grupos Producéo de EROs - G (ng/mL)
QL lum QL luc
CESAC 6,42 95,49

AFM 19,09 -
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Figura 37. Avaliagdo da capacidade sequestrante de radivaés Ide CESAC (10, 50 e 100 pg/mL) e da
vitamina E determinada pelo teste de DPPH. Vitianvina E. Os resultados estdo sendo expressos ireEuia
+E.P.M.*vs Controle (p < 0,05 — ANOVA e Teste de Tukey).

DPPH
(Absorvéancia a 517nm)

Figura 38. Avaliagcdo da capacidade sequestrante de radieads de AFM (10, 50 e 100 pg/mL) e da vitamina
E determinada pelo teste de DPPH. Vit E: vitamin®& resultados estdo sendo expressos como médiavkE
*vs Controle (p < 0,05 — ANOVA e Teste de Tukey).
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6. DISCUSSAO

Amburana cearensis-abaceae, conhecida popularmente como cumarmaé u
arvore utilizada tradicionalmente no nordeste daasBr no tratamento de afeccbes
respiratorias como tosse, bronquite e asma (MATZD80). Suas cascas do caule tém sido
empregadas na produgdo de chas e xaropes, estezigas por programas governamentais
de fitoterapia ou por induUstrias farmacéuticas oraais. Estudos anteriores mostraram as
atividades antinociceptiva, antiinflamatoria e loadilatadora do extrato hidroalcodlico
(solucdo nado padronizada), da cumarina e da frigéonoide (LEAL et al., 1997; 2000;
2003), bem como de dois compostos fendlicos iseladkp casca do caule da planta, o
amburosideo A e o isocampferideo (LEAL et al, 2008p presente estudo foram
investigados os possiveis efeitos citotoxicos, mmo as atividades antiinflamatoria e
antioxidante das capsulas do extrato seco (CESA&)opizado (CLAE-DAD) e da
afrormosina (AFM, isoflavondide), obtidos a padé casca do caule do cumaru.

A avaliacdo da citotoxicidade da CESAC e da AFM fealizada em
neutréfilos humano através de alguns modelos axpeatais visando investigar possiveis
efeitos toxicos das drogas testes sobre a membtasimatica, metabolismo e morte celular.
Nesse contexto, foram empregados alguns modelaimgntais como o teste de excluséo
com azul tripan, lactato desidrogenase (LDH), btom&[4,5 dimetiltiazol-2-il]-2,5-
difeniltetrazélio (MTT) e laranja de acridina/brotoele etidio. A selecdo dos neutréfilos deu-
se por seu papel importante na inflamacéo, sengwegado inclusive no presente estudo
como um dos modelos experimentais de inflamacéo.

O teste de exclusdo por azul tripan constitui usaenpreliminar na avaliagdo da
citotoxicidade de uma droga teste, sendo capazstaglir as células viaveis, impermeaveis
ao corante acido azul de tripan, daquelas permed@icorante. Essa Ultima condigdo
constitui um forte indicativo de dano a membraresiplatica que culmina na morte celular
(HYNES et al., 2003; MINERVINI et al., 2004). Aindaa mesma linha de investigacédo a
medida da atividade da lactato desidrogenase, anaiesente no citoplasma celular, constitui
num marcador de membrana integra com sensibilidanigideravel. No presente estudo tanto
a CESAC quanto a AFM (0,1 — 200 ng/mL) nédo inténden na viabilidade celular avaliada
através do teste de exclusdo com azul de tripaa atididade da lactato desidrogenase,
sugerindo a auséncia de toxicidade sobre a membedular de neutréfilos humano.

Dando continuidade a avaliacdo da possivel citoidade foram investigados os

efeitos da CESAC e da AFM no metabolismo celulan @uxilio do teste do MTT. Nesse
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ensaio tanto o CESAC quanto a AFM ao contrario dmi X-100 (droga padrao, citotoxica)
nao interferiram na viabilidade celular em relagés grupos controle (veiculo) e HBSS
(solucdo tampéao), sugerindo auséncia de toxicidadbre o metabolismo celular,

particularmente relacionado a atividade da enzit@condrial succinato desidrogenase.

As causas mais comuns de lesdes celulares saaicause oxigénio (hipoxia),
agentes fisicos (traumas, radiacdo, choque et@nteg quimicos e drogas; agentes
infecciosos; reacdes imunoldgicas; disturbios geoete desequilibrios nutricionais. Essa
lesédo pode ser reversivel até certo ponto, deorgudl a célula morre. A morte celular de
mamiferos tem sido classificada em dois tipos: tgzape necrose (KROEMER et al., 2005).
A autofagia, que tem sido proposta como um teraeiodo de morte celular, trata-se de um
processo no qual as células produzem energia ebatieba por digestdo de suas proprias
organelas e macromoléculas (KLIONSKY, 2007).

A apoptose é uma via de morte celular programaamtolada intracelularmente
através da ativacdo de enzimas que degradam o Didl&ar e as proteinas citoplasmaéticas.
Na apoptose a membrana celular permanece intagtge difere bastante da necrose, e ocorre
tanto em eventos patoldgicos quanto fisiolégicoge@nhecimento de que a morte celular
pode dar-se por processos geneticamente contraiaaiogermitido avancos na elucidacéo de
mecanismos de varias doencas, o que auxilia coasgleente o desenvolvimento de
farmacos que podem deflagrar ou inibir a morte laelprogramada (THOMPSON, 1995;
KROEMER; BOUCHIER-HAYES et al., 2005).

A necrose tem sido usualmente considerada comofamme acidental de morte
celular, isto é ndo programada, que ocorre em ség@Ed uma hipdxia aguda ou uma lesao
isquémica, como o infarto do miocéardio. A exposigae células a condi¢gbes suprafisiologica
(ex.: calor, frio e toxinas) também promove a neer@1OTCHKISS et al., 2009). Evidéncias
indicam que a necrose, tradicionalmente considecastao uma forma de morte celular
acidental e patolégica, parece ser mais ordenadpel®e pensava. As primeiras células que
morrem por necrose funcionam como sentinelas aal@ot 0 hospedeiro para a necessidade de
respostas defensivas ou reparadoura. Além dissgrase pode ser iniciada pela ativacao de
receptores na superficie celular, por exemplo, @oinacdes elevadas de TNF é capaz de
induzir a necrose de hepatocitos (LASTER et aB818OUCHIER-HAYES et al., 2005).

Alguns ensaios podem ser utilizados para ingast possivel efeito de drogas
sobre o padrdo de morte celular incluindo a detedg® mudancas morfolégicas celulares

por microscopia de luz, microscopia eletrbnica tnav@s da citometria de fluxo, dentre
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outros métodos, usando corantes fluorescentes codmmina 123 (DIVE et al., 1992;
KOOPMAN et al., 1994).

No presente estudo, a avaliacdo do efeito da ARMeso padréo de morte celular
mostrou que esse isoflavondide ndo aumentou sigtifamente o numero de células
apoptoéticas em relacdo ao controle e reduziu doefeicrético induzido pelo DMSO 1 %,
veiculo da AFM. Esses dados diferem de estudoszaedals com outros derivados
isoflavénicos como a genisteina, um isoflavondidesdja Glycine may que possui efeito
anti-proliferativo por induzir a apoptose em cé&utim cancer de mama - MCF-6 (SHIM et al.,
2007). Além disso, foi mostrado que a inclusdo desmama hidroxila no anel B da genisteina
aumentou seu potencial citotoxico. Assim, obsergaadormula estrutural da AFMFigura
7) possivelmente o seu carater monohidroxilado dmurdrpara a auséncia de toxicidade em
neutréfilo humano, causando inclusive uma protegdiorelacdo a citoxicidade promovida
pelo DMSO.

Estudos realizados (TAKAHASHI et al., 1985; BAKKERIQO6) para investigar
as condicoOes ideais de uso de conservantes (D) o glicerol e o etilenoglicol) durante
o congelamento de células, tem mostrado que o @atddxico desses produtos pode variar
dependendo da populacédo celular, concentracdo mgen@nte, tipo celular e o tempo de

exposicao.

Considerando os resultados obtidos nos demais tdsteitotoxicidade, como da
lactato desidrogenase, onde o tempo de incubacfodamas testes e DMSO (0,4% -
CESAC; 1% - AFM, 37°C) em neutréfilos (2,5 x°16%lulas/mL) foi de 15 min, e n&o foi
observado citotoxicidade ao DMSO; possivelmente umento no numero de células
necroticas induzido pelo DMSO durante o estudofditoedas drogas testes sobre o padrdo
de morte celular esteja relacionado ao maior tedgmcubacéo (2h) adotado nesse ensaio.

Contudo estudos adicionais sdo necessérios pafientanessa hipétese.

O extrato seco de Amburana cearensis possui como marcadores
qguimicos/principios ativos, duas substancias o aosidio A (glucosidio fendlico) e a
cumarina (1,2-benzopirona). Estudos realizados aorburosidio A tém mostrado a baixa
citotoxicidade dessa molécula, além de algumas rigagdes farmacologicas, como
antiinflamatério, hepatoprotetor e neuroprotet@®$TA-LOTTUFO et al., 2003; LEAL et
al., 2006). A cumarina, por sua vez, embora tamladmesente inUmeras propriedades

farmacoldgicas, como antiedematogénica, antinotie efeito relaxante no musculo liso
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traqueal (LEAL et al., 1997); possui comprovadoitefantiproliferativo em linhagem de
células tumorais (NSCLC), por inducédo da apoptdse associada com a fragmentacao do
DNA (LOPEZ-GONZALEZ et al., 2004). No presente elstua adicdo de concentracdes
crescentes da CESAC na suspensdo de neutrofiloenountanto o nimero de células
necréticas quanto apoptoticas. Assim, possivelmgatee da toxicidade mostrada pela
CESAC em neutrdfilo pode esta relacionada, pelooniem parte pela presenca da cumarina

na planta.

Diante do exposto, € importante registrar que estudxicoldgicos realizados
anteriormenteno nosso laboratério, mostrou que a administragcdloda CESAC (250, 500 e
750 mg/kg, v.0) durante 30 dias em ratos nao premoslteracbes dos parametros
bioquimicos e hematologicos, ndo apresentandoosféitxicos ou repercussdes sistémicas
(SA-LEITAO, 2009). Contudo, certamente estudosiadais sdo necessarios para determinar
o grau de seguranca da CESAC.

Estudos anteriores (LEAL et al., 1997; 2003) moeoatra o potencial
antiinflamataérioin vivo do extrato hidroalcodlico ndo padronizado da cakc@aule deA.
cearensisentretanto por a CESAC tratar-se de um novo ritdgto obtido com a agregacao
de novas tecnologias (CLAE-DAD sgpray-drye}, foi realizada uma nova avaliacdo do
potencial antiinflamatdrio do cumaru. Nesse senfiolam investigados os efeitos da CESAC
sobre 0 edema de pata e 0 acumulo de leucécitoeg@nucleares no peritdnio e no lavado
broncoalveolar de ratos.

O modelo de inflamacdo aguda induzido por carragerfedema de pata e
peritonite) € bastante difundido e tem sido exteresde usado para bioprospeccdo de novas
drogas antiinflamatorias (WINTER et al., 1962; DD®A et al., 1971; POSADAS et al.;
GUAY et al., 2004).

A carragenina induz a formacéo do edema de maheésica (HENRIQUES et
al., 1987). A primeira fase é caracterizada poraumento na permeabilidade vascular (1-6
horas), mediada por histamina, serotonina e bradai seguida por uma fase mais sustentada
(12-24 horas) principalmente pelo aumento dos sigteiprostaglandinas (PG) (GUAY et al.,
2004). Esse aumento nos niveis de PGs coincide aanfiltracdo celular, na maioria
neutroéfilos, que contribui para a producdo de @utnediadores incluindo espécies reativas de
oxigénio (EROs), proteases (elastase, colagenasegrexidases como a MPO, cuja
mensuracdo de tem sido utilizada como marcador ganéltracdo neutrofilica (POSADAS
et al., 2004).
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A semelhanca de estudos anteriores (LEAL et al9719EAL, 1995) que
mostrou o potencial anti-edematogénico da solugéateva hidroalcodlica (EtOH a 20%) da
casca do caule do cumaru (produto ndo padronizadotg ao teor de marcador), a capsula
do extrato seco da planta obtido a partir do extetandlico (marcadores: cumarina e
amburosidio A) inibiu significativamente o edemaduzido por carragenina em
camundongos. A indometacina, anti-inflamatério iohilb inespecifico da COX, apos

administracéo sistémica, mostrou também seu paieatii-edematogénico.

Um dos aspectos que caracteriza o0 edema de patazidodpor carragenina € a
intensa celularidade (predominantemente polimodtaares) que amplificam, por sua vez, a
resposta inflamatéria com a producéo e secrecd@oediadores quimicos, incluindo espécies
reativas de oxigénio, de nitrogénio e proteaseN[FANE & WARD, 1982; POSADAS et
al., 2004). Nesse sentido, foi investigado o efei@d0oCESAC sobre o acumulo de células
inflamatorias e a producdo de espécies quimicasa®xesultantes da peroxidacdo lipidica

induzida por carragenina no peritdnio de camundengo

Andlise do exsudato peritoneal dos animais sub®e#d tratamento agudo com
carragenina mostrou que a CESAC foi capaz de redugemelhanca da dexametasona, o
acumulo de leucécitos e a producédo de TBARS/maddaheiido induzido por carragenina em

camundongos.

A inflamacdo brénquica constitui 0 mais importafiégor fisiopatogénico da
asma. E resultante de interacbes complexas entrmemtadores liberados por células
inflamatdrias, como linfocitos T, mastécitos, mdagns, eosindfilos, basofilos e neutrofilos
(KUMAR, 2001; BARNES, 1998; DJUKANOVIC et al., 19P0A resposta asmatica possui
duas fases, a inicial e a tardia. A resposta intdarre usualmente dentro de uma hora apoés a
exposicdo ao antigeno, devido a ligacdo do compddgeno - IgE especifica a receptores
de alta afinidade nos mastdcitos e subsequentamdgcao e liberacdo de varios mediadores
inflamatorios. A resposta tardia inicia-se 3 - fldsa exposicdo ao antigeno, tendo seu pico
em torno de 9h, enquanto a obstrucéo das viassagéese entre 12 — 24h ap0s exposicao ao
alérgeno (PETERS et al.,, 1998; VARNER & LEMANSKEQ0D; BHARADWAJ &
AGRAWAL, 2004).

Alguns mediadores secretados incluindo histamieacdtrienos (LTB LTC,,
LTD4e LTE,), e fator ativador de plaquetas (PAF) sdo bronesitibores altamente potentes

que também aumentam a permeabilidade vascular e gséniotaticos para células
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inflamatorias (DELVES & ROITT; HOLGATE, 2000). Nade tardia da doenca, o papel de
destaque encontra-se com as citocinas pro-inflaraatéproduzidas pelas células
inflamatdrias, incluindo fator de necrose tumofd\Fa) e as interleucinas (IL-1, IL-4 e IL-
5).

Os eosindfilos sdo células sanguineas que circel@mpequena quantidade no
sangue, mas tém sua sintese estimulada na asmaa. dédtilas liberam de seus granulos
polipeptidios muito basicos, como a proteina bagraacipal e peroxidase eosinofilica, que
podem causar danos aos tecidos, incluindo a deg&trdio epitélio respiratorio nos asmaticos
(DELVES & ROITT, 2000). Varios mediadores inflamabt§ s&o liberados também pelos
macrofagos (TN&,IL-6 e Oxido nitrico), pelos linfocitos T (IL-2143, IL-4, IL-5, fator alfa
de crescimento de colbnia de granuldcitos - GM-CSpglos neutrdfilos (elastase,
mieloperoxidase) e pelas células epiteliais (eridate., mediadores lipidicos, éxido nitrico
(HOLGATE, 1997).

Uma das principais indicacbes do cumaru pela mealitiadicional € o seu
emprego no tratamento da asma, sob a forma ddachBedor ou xarope. Nesse sentido, foi
investigado o potencial antiinflamatério da CESA&gora empregando um modelo
experimental utilizado ha alguns anos pelo seu mseme da asma humana, é a
sensibilizacdo de ratos Wistar com ovalbumina ¢enid) (BELLOFIORE & MARIN, 1998;
WATANABE & MISHINA, 1995). O procedimento de bronmmvocacdo pela repeticdo da
exposicdo ao antigeno por inalacdo ao animaltskredo corresponde a um modelo de
resposta asmatica precoce (MANZOLLI et al., 198994 horas apods o desafio, ocorre a fase
inflamatoria, caracterizada pela migracdo de nélas) eosindfilos e macrofagos que
promovem a liberacdo de citocinas, quimiocinasuteos mediadores inflamatérios (HAMID
et al., 2009).

No presente estudo, o tratamento sistémico dosaahuesafiados com a CESAC
reduziu significativamente a quantidade de célulaslavado broncoalveolar (LBA) de
animais desafiados com antigeno, a semelhancax@mndesona, glicocorticoide utilizado
como droga padrdo. Dessa forma, os resultados osbticomprovam o potencial
antiinflamatério da planta, que parece estar refedo pelo menos em parte a sua habilidade
em modular o acumulo de PMNs e a producao de mamiadjuimicos no foco inflamatério

inclusive na via aérea de animais desafiados caigesno.
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Nos ultimos anos tem sido dispensada muita atemgA@apel do estresse
oxidativo na asma. O estresse oxidativo pode m&iamplificar uma resposta inflamatoria,
que pode ser iniciada pela exposicdo a diversestag, como a fumaca do tabaco, a
exaustao do diesel e outros poluentes capazesradeaegdantes. O estresse oxidativo pode
alterar a resposta imune (Th1/Th2), levando a @divade NF-kB, um potente indutor de
genes pro-inflamatoricBOWLER, 2004; DOZOR, 2010).

Estudo realizado com asmaéticos leves, a atividad®8@D foi significativamente
menor nestes pacientes em relagdo aos controlédNTé& al., 2001). Em outro estudo, 0s
niveis plasméticos de produtos da peroxidacdo idipid medidos pela técnica
TBARS/malondialdeido, foram significativamente nra® em pacientes asmaticos cronicos,
guando comparados com individuos normais. Um awnentarga oxidante pode resultar da
liberacdo de intermediarios reativos de oxigén@mtzomo de 6xido nitrico nesta doenca. O
anion superéxido e o oxido nitrico reagem rapidameara formar peroxinitrito (ONOP
que tem forte capacidade oxidante (AL-MEHDI et 2898). Andlises bioquimicas do LBA
dos animais desafiados mostrou que a CESAC fozcdpaeduzir os niveis de TBARS, bem
como de nitrito/nitrato, além de restabelecer paatiente a normalidade a concentracao de
GSH, um dos agentes antioxidantes mais importaotesidtema de defesa da célula
envolvido, por exemplo, na detoxificacdo de ageqtésicos e na eliminacao de produtos da
peroxidacao lipidica.

Muitos tipos celulares estado envolvidos na fisiofmgjia da asma. Pacientes com
asma sintomatica apresentam niveis elevados dedfist que mostram sinais de estarem
ativados. Tanto a quantidade de neutrofilos quantdvel de sua ativacdo apresentam-se
menores na auséncia de sintomas ou apés o tratareergsolucdo do processo alérgico
(RADEAU et al.,, 1990). Neutrofilos ativados prodozevarios tipos de quimiocinas,
incluindo IL-8, GR@, proteina inflamatéria do macréfago (MiB}¥ MIP-1B (SCAPINI et
al., 2000). IL-8 e GR®@sao quimioatraentes para os neutrofilos e porressi@o formam um
mecanismo de retroalimentacdo positiva que indwumulo de grandes quantidades de
neutrofilos nas vias aéreas (MONTESEIRIN, 2009).

Os neutrdfilos quando ativados liberam algumaseps#s presentes nos seus
granulos como: catepsina G, proteinase-3 e elasksta Ultima causa dano as células
epiteliais, aumento da permeabilidade vasculareregrrecdo de muco, broncoconstricao,
hiperreatividade brbénquica e desgranulacdo de @iss que produzem superéxido

(AMITANI et al., 1991). Este mecanismo pode cougtiparte da base da patogénese da asma
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e a inibicdo efetiva destas proteases pode semwiiocuma ferramenta farmacolégica num
futuro proximo (HIRAGUCHI et al., 2008).

Dessa forma, no sentido de avancar na descricposkivel mecanismo de acao
antiinflamatéria da CESAC, e ainda iniciar uma mgilo do potencial farmacoldgico de mais
um flavonéide da planta, Afrormosina (AFM), foranvéstigados os efeitos dessas drogas
testes sobre a ativacdo de neutrofilos, atividagleenizimas proteoliticas e producdo de

mediadores inflamatorios.

No presente estudo foram utilizados fMLP e PMA coestimulos de ativacao
neutrofilica. Os resultados obtidos mostraram qméto fMLP quanto o PMA induziram a
ativacdo de neutrofilos humano, observada pelaa@d® expressiva de mieloperoxidase no

meio, que foi reduzida significativamente pela CESBem como pela AFM.

O fMLP é um fator quimiotéatico produzido por ba@ér que é capaz de ativar
quase todas as funcdes fisiologicas do neutrdflARASCO et al., 1984). Seus efeitos sédo
desencadeados por meio de ligacdo aos receptor&smigpeptideos (fMLP-R), que sé&o
receptores classicos acoplados a proteina G, edmattos por possuirem sete segmentos
transmembréanicos hidrofobicos (LIU et al., 2004p6A a ligacdo do fMLP, o receptor sofre
mudanc¢a conformacional, que o possibilita a inieregm a proteina G, trocando GDP por
GTP no sitio de ligacdo da subunidade causando a dissociacdo das subunidggesA
ativacdo da proteina G desencadeia diversos sistaira sinalizacdo de neutrofilos,
envolvendo quinases e fosfolipases. Umas das este ¢hrocesso inicia-se pela ativacao de
fosfplipase C (PLC), resultando na hidrélise defdtdilinositol 4,5-bifodfato (PIP2),
gerando diacilglicerol (DAG), que ativa a protetnanase C (PKC), e inositol-1,4,5-trifosfato
(IP3), que promove a liberacdo de ions célcio dbsgees intracelulares (ANDERSSON et
al., 1987).

Alguns autores comprovaram a participacdo de fipsfeé D (PLD) na ativacao
via fMLP. Uma vez ativada, a PLD catalisa a hidmlde fosfatidilcolina (PC) para produzir
acido fosfatidico (PA), que pode ser convertido [RAG pela acdo de uma fosfohidrolase,
aumentando a ativacdo de PKC (BAGGIOLINI et al93)9

O PMA (forbol-miristato-acetato), representante srdifundido dos analogos de

ésteres de forbol, € um composto sintético qua ativansducao de sinais no neutrofilo sem a
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necessidade de um receptor de membrana (THELEN, é983), mimetizando as a¢des do
DAG e ativando diretamente a PKC (EDWARDS, 1996).

Alguns autores (KESSELS et al., 1993) observaram ltgviam diferencas na
inibicdo da desgranulacdo de neutréfilos induzidos fMLP e PMA, mesmo utilizando
inibidores especificos de PKC. Eles concluiram @meneutréfilos estimulados por fMLP, a
menor poténcia de inibicdo estava possivelmentdéaciomado ao papel da PLD. Isso,
possivelmente explica os resultados obtidos presestudo, onde tanto a CESAC quanto a
AFM mostraram-se mais potentes ao inibir a desdmgéa de neutréfilos induzida por PMA
(AFM/CI50: 0,109 pg/mL; CESAC/CI50: 13,36 pg/mL) ewlacdo ao fMLP (AFM/CIS0:
19,94 pg/mL; CESAC/CI50: 19,40 pg/mL). Prosseguindoestudos foram investigados o
efeito da CESAC e da AFM sobre as enzimas MPOstasia humana.

A MPO é uma das principais enzimas liberadas désujps azurofilicos dos
neutréfilos. E uma heme proteina abundantementeessg nos PMNs e corresponde a um
pouco mais de 5% do total de proteinas da célul&BANOFF, 1999). A MPO tem sido
considerada por longo tempo um constituinte chaveardenal citotoxico neutrofilico por
catalisar a formacgéo de acido hipocloroso (HOGH), potente oxidante que exibe atividade
bactericidain vitro (MIDWINTER et al., 2001). Entretanto, observacGesentes tém
expandido essa visdo e mostram que substanciaantesdderivadas do sistema MP QL
estdo criticamente envolvidas na modulacado dedgasinalizacéo, por exemplo, ativacao de
MAPK (MIDWINTER et al., 2001), inducao de translgéa de fatores de transcricdo, como
NFkB (SCHOONBROODT et al., 1997), regulacdo de cresnibm celular pela ativacao de
proteinas tumorais (VILE et al., 1998) e modulagaatividade de metaloproteinases (FU et
al., 2004).

Além disso, Lau e colaboradores (2005) demonstrajaen MPO liga-se &.-
integrinas (CD11b/CD18) nos PMNs, levando a indugho cascatas de sinalizacao
intracelular e aumento da desgranulacdo de ndospfxpressdo de CD11lb na superficie

destas células e ativacdo do complexo NADPH oxidase

Estudos anteriores (LEFKOWITZ et al.1993) tém enaiado que MPO pode
modular respostas imunes através da ativacao dedfagos. Nesses estudos, a exposigao
vitro de macrofagos a MPO provocou a liberagédo de &Nfpequenas quantidades de H;N-
juntamente com o aumento da citotoxicidade macoitlpendente. Além disso, algumas

interacbes entre MPO e macrofagos podem ser det@ntes na perpetuacdo de algumas
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doencas inflamatdérias crénicas (VAN DER VEEN et 2009). Estudos recentes mostraram
que a interacdo de MPO com CD11b/CD18 integrinataaf a duracdo da viabilidade do
neutroéfilo, prolongando-a, sugerindo que as fungbescidas pela MPO podem influenciar

na duracdo das respostas inflamatérias (EL KEBi&, &008).

A elastase é também uma enzima abundantemente tex@taomos granulos
azurofilicos dos neutrdfilos, trata-se de uma sepirotease. Apesar de sua importancia na
eliminacdo de patdégenos, a elastase tem sido oelta com uma variedade de doencas
inflamatorias como fibrose cistica (FC) e DPOC pammover o aumento da expresséao de IL-
8 pelas células endoteliais e de LTielos macréfagos (WALSH et al., 2001; HUBBARD et
al., 1991). A elastase é capaz de degradar motédalanatriz extracelular como colageno,
fibronectina, laminina, proteoglicano e, mais intpote, elastina, um composto abundante no
parénquima pulmonar através da ativacdo diretaesotataloproteinases como MMP-9 e,
indireta, pela inativacdo de TIMP-1, inibidor destalécula (SHAMAMIAN et al., 2001).

Além disso, a elastase também possui influénciaesatacréfagos durante a
apoptose. A resolucdo da inflamagdo nas doencasal&ada através da remocéo de
neutrofilos apoptéticos por macréfagos. Este pmawesnvolve a sinalizacdo das células
apoptdticas e seu reconhecimento pelos receptosss nthcrofagos, como o receptor
fosfatidilserina CD36. Entretanto, na presencatitdade de elastase existe uma diminuicédo
dessa remocédo de células apoptéticas devido &gelivada fosfatidilserina dos macrofagos,
impedindo a interacdo da célula apoptética contepter (VANDIVIER et al., 2002).

Os resultados obtidos no presente estudo mostiguantanto a CESAC gquanto a
AFM inibiram a atividade da MPO, porém apenas a &E®i capaz de inibir a atividade da
elastase. Certamente, pelo menos parte desse ddet& SAC esta relacionado a presenca de
amburosidio A no produto. Isso, considerando quedes anteriores (LEAL, 2006; LEAL et
al., 2009) realizados no nosso laboratério mamtnap potencial antiinflamatorio desse
principio ativo/marcador quimico da CESAC, capadlkbguear tanto o acumulo de células
inflamatorias no foco inflamatdrio em roedores, joaa ativacdo de neutréfilos humano e a

secre¢do de mediadores quimicos.

Na resposta inflamatdria varias citocinas possuenmabilidade de dirigir
neutréfilos ativados, aumentando suas atividadesrolnicidas em resposta a estimulos
(MORRISSON, 1987; STEINBECK & ROTH, 1989). Algumeaisocinas como IFN IL-1p

e TNFu estimulam as funcdes de neutréfilos como a pramlulgfi Q, migracdo celular,
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atividade fagocitica e liberacdo de enzimas priteas. O TNFe € o principal mediador de
respostas imunes e inflamatérias agudas, como agjuple ocorrem no choque seéptico
(NANES, 2003), e contribui para o desenvolviment édirias condicbes como doencas
inflamatorias crénicas e auto-imunes (TRACEY & CEBWA1994). Também ha relatos na
literatura que TNFe ao ligar-se com seu receptor TNFR2 promove a mzagho de NkB,
com consequente expressao de genes inflamatéAsSHFMAN & DAVIS, 2010).

Estudo anterior (LEAL et al., 2009) realizado n@swlaboratério mostrou que o
amburosidio A e o isocampferidio, flavanol, isoladie A. cearensisforam capazes de
reduzir os niveis de TNF induzido por LPS em neutréfilo humano. Diante dliss
considerando o papel importante do ©NRa resposta inflamatdria, foi investigado no
presente estudo o efeito da CESAC e da AFM solmenaentracdo de TNHiberado por
neutréfilo induzido por fMLP. Confirmando o potealcdas drogas em estudo, foi observado
que tanto o CESAC quanto a AFM foram capazes dezieds niveis de TNiem neutréfilo

humano.

Durante a fagocitose, os neutrdfilos ativados poderar grandes quantidades de
espécies reativas de oxigénio (EROs) desencadeanipplmente pela ativacdo do sistema
NADPH oxidase. Esse processo € chamado de expiesdativa (KITAGAWA et al., 2003).
Para que o complexo NADPH oxidase seja ativado,e deaver a reunido de seus
componentes na membrana plasmatica ou na memb@narénulos. A migracdo dos
componentes citosélicos para a membrana esta rdeata relacionada com as suas

ativacOes, através da fosforilagdo de residuopnodeinas quinases.

O envolvimento da proteina quinase C (PKC) na efivae regulacdo do
complexo NADPH oxidase € sugerida por diversosragtqgue demonstraram a atuacao do
componente citosélico pA?* como substrato dessa proteina (LETO et al., 2008 vez
ativado este complexo, ocorre a formacao do radiggbor meio da transferéncia de elétron
do NADPH para o oxigénio molecular. Consequentegjentitras espécies reativas de
oxigénio sdo formadas na presenca de outras enzamapiais fazem parte dos mecanismos

microbicidas oxigénio-dependentes dos neutrofiBISLVATICI et al., 2006).

O estresse oxidativo é definido como um acumuloedpécies reativas de
oxigénio que causam danos a estrutura das biontaéécamo DNA, lipidios, carboidratos e
proteinas, além de outros componentes celularetengo iniciar respostas inflamatorias
através da ativacdo de fatores de transcricdo fselosiveis (GUYTON et al., 1996;
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RAHMAN & MACNEE, 2000). Além disso, a degradacdo @pidios da membrana
(peroxidacédo lipidica) induzida por EROs pode pridumoléculas bioativas pro-
inflamatorias que afetam mondcitos e neutréfil@sjsando um aumento da interacéo destes
com as células endoteliais (LEE et al., 2000; YEldle 2001), exercendo desta maneira um
papel importante em vérias doencas inflamatéridsicas (LEITINGER et al., 1999).

Nos granulos neutrofilicos, a atividade de NADPltlage é dependente de PKC
e PI3K para sua montagem apropriada (BROWN e2803; SERGEANT et al., 1997). O
complexo NADPH oxidase recebe elétrons de NADPHizielb na superficie citosdlica da
membrana e os transfere para pn@ superficie extracelular da membrana. O prodessa
reacdo é o © que pode ser convertido em®4 pela SOD, desencadeando a producdo de
EROs. O HO,formado serve de substrato para a MPO que, jumo@@ig leva a formacéo de
HOCI, que é um agente microbicida potente, masatjuee como mediador de ativacao de pro-
colagenases e pro-gelatinases que levam ao dadoake@VEISS et al., 1985; HEINECKE et
al., 1994).

A guimioluminescéncia € um importante método pastdar a producédo de
EROs, em tempo real, por fagécitos ativados. Panpliicar a quimioluminescéncia
produzida por fagécitos durante a explosdo oxidatigdo utilizadas sondas
quimioluminescentes, como o luminol e lucigeninae qdiferem com relacdo a sua
sensibilidade resultante de diferentes mecanisnaescwmares que levam a emissédo de luz
(KOPPRASCH et al., 2003).

O luminol é capaz de reagir com uma variedade éatag oxidantes, em uma
reacao onde ele é oxidado a um ion aminoftalatooeieamente excitado, que retorna a um
estado basal emitindo foton (ALLEN & LOOSE, 1978jnda ndo existe um consenso a
respeito de quais espécies oxidativas reagem cdmmimol, mas sabe-se que ele detecta
diversos tipos de EROs, embora haja uma maior lsbdade para aquelas envolvidas no
sistema MPO-KD, (DAHLGREN & STENDAHL, 1983; ANIANSSON et al.,, 1984
O’'DOWD et al., 2004).

A dependéncia de MPO para a producdo de quimioksoéncia dependente de
luminol (QL lum) foi inicialmente constatada por imee experimentos utilizando neutrofilos
deficientes desta enzima, os quais apds seremdasivando produziram QL lum
(DAHLGREN & STENDAHL, 1983; ANIANSSON et al., 1984. No entanto, nesses
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mesmos estudos, ensaios realizados com a lucigeleimanstraram que a deficiéncia de

MPO néo influenciava na quimioluminescéncia depetedde lucigenina (QL luc).

Estudos (LI et al., 1999) mostram a lucigenina camo detector especifico do
radical Q. Antes de reagir com esse radical, a lucigenina der reduzida por um elétron
para produzir o radical céation lucigenina. Essdceddreage com © para produzir um
intermediério instavel, lucigenina dioxietano, secampondo em duas moléculas de N-
metilacridona, onde uma das quais esta em um estattonicamente excitado, que retorna

ao estagio basal emitindo foton.

Nos ensaios quimioluminescéncia dependente de airf@Llum), tanto CESAC
quanto AFM exibiram atividade modulatéria do metesnoo oxidativo dos neutrofilos
bastante expressiva. No entanto, na quimiolumimesgé&ependente de lucigenina (QLIuc)
as atividades modulatérias da CESAC e AFM forammtae@lamente menores, sugerindo que
seus efeitos antioxidantes sobre o metabolismoatixa de neutrofilos estejam mais

relacionados ao sistema MPQO.

Dando continuidade aos estudos de avaliacdo ddads/ antioxidanten vitro da
CESAC e da AFM, foi investigada se seus efeitofoestlacionados a uma capacidade
sequestradora de radicais livres. Este ensaioae@wagenas a CESAC na maior concentragao
mostrou uma acao antioxidante, indicando que adatie antioxidante apresentada pelos
ensaios de quimioluminescéncia esta pouco reladsoaaatividade sequestrante apresentada

pela CESAC, ou nédo esta relacionada no caso da AFM.

Os resultados obtidos no presente estudo corroba@m estudos anteriores
realizados pelo nosso grupo de pesquisa (LEAL, 19€AL, 2006; LEAL et al., 1995;
2003; 2009) relacionados a avaliacdo da segurangdase atividades antioxidante e
antiinflamatéria de produtos derivados e molécutdsidos de Amburana cearensis
Entretanto, o estudo farmacologico com o extrato gadronizado da planta com tecnologia
agregada, é o primeiro a ser realizado. Da mesmaafoo presente estudo com a
afrormosina (isoflavona), abordando seus efeitosinlamatdérios e antioxidantes foi
pioneiro. Inclusive, esses dados justificam que nfuturo proximo a inclusdo da
determinacao do teor de flavonoides totais em rutdptos e fitoterapicos produzidos a partir

do cumaru, como parametro a mais no controle diedada desses produtos.
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Por fim, o presente estudo mostrou as atividadémftaimatoria e antioxidante
da CESAC e da AFM que parecem estar relacionadasaaacdo moduladora da resposta
inflamatoria, incluindo reducéao da ativacéo de rigilih, da atividade de proteases, producao
de citocinas e do estresse oxidativo. As atividai@@sacologicas determinadas para a
CESAC e a AFM ratificam o potencial antiinflamatiriio cumaru a ser empregado no

tratamento de doencas inflamatdrias como a asma.
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7. CONCLUSOES

Diante dos resultados obtidos no presente estutioasocapsulas do extrato seco
de A. cearensis(CESAC) e com a afrormosina (AFM), isoflavondidmlado da planta,

podemos concluir:

* A CESAC e a AFM ndo interferiram na viabilidade mieutrofilos humano.
Contudo, no ensaio de laranja de acridina a CESAGtnmu uma citotoxicidade relativa,

possivelmente relacionada a presenca da cumaripkamiz.

* A CESAC demonstrou atividade antiinflamatoria nosdelos experimentais
de edema de pata, peritonite e de broncoprovodad@aida por antigeno, que parece esta
relacionada ao bloqueio no acumulo de leucécitosfaum inflamatério, bem como a

modulacao do estresse oxidativo.

e Tanto a CESAC quanto a AFM mostraram uma atividauténflamatériain

vitro, relacionada a inibicdo da ativacdo de neutrgfittzs atividade da mieloperoxidase e

elastase, além da reducéo dos niveis deodTNF

* A CESAC e a AFM possuem atividade inibitéria solmremetabolismo

oxidativo dos neutréfilos, detectada através dengpluminescéncia dependente de luminol.

* A CESAC e a AFM possuem atividade antioxidante natilo produtos
relacionados com a atividade de NADPH, principaliaatravés do sistema mieloperoxidase-

H.O,, onde a acdo sequestradora de radicais livresgaé® possuir um papel importante.
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