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RESUMO

As plantas medicinais constituem importante fonte de novas drogas e 0 ensaio
biomonitorado é uma ferramenta util para desenvolvimento de novos compostos
oriundos de plantas medicinais. Dentre as varias plantas utilizadas pela populacdo para
fins medicinais, encontra-se a Gochnatia polymorpha, conhecida popularmente como
cambard e utilizada no tratamento de resfriados, tosse, outras afeccbes do trato
respiratério e doencas inflamatérias. O objetivo deste trabalho foi avaliar possivel
atividade antiinflamatoria do extrato etanolico da G. polymorpha ssp. floccosa (EEGP)
em camundongos submetidos aos modelos de edema de pata e inflamacéo na bolsa de
ar induzido pela carragenina (Cg) e realizar um fracionamento biomonitorado do extrato
a fim de identificar e isolar o(s) composto(s) com propriedade antiinflamatéria(s). O
tratamento por via oral (v.0.) dos animais com o EEGP nas doses de 30, 100 e 300
mg/kg inibiu, 41,2 + 12,8%, 34,8 + 6,0% e 60,4 + 9,7%, respectivamente, o edema de
pata induzido pela Cg ap6s duas horas da aplicacdo do estimulo inflamatdrio em
camundongos. A administracdo de EEGP nas doses de 30, 100 e 300 mg/kg foi capaz
de inibir significativamente (47,9 + 12,5, 51,7 + 15,2 e 60,9 + 13,7%, respectivamente) o
extravasamento plasmatico, e a migracao celular (37,2 + 12,5, 62,6 + 5,0 e 54,3 £ 6,8%,
respectivamente) no modelo de inflamacé&o induzido pela bolsa de ar quatro horas apés
a Cg. A fracdo butandlica (BT) na dose de 20 mg/kg, e a fragédo diclorometano (DCM) na
dose de 50 mg/kg, inibiram significativamente (70,2 + 11,5% e 44,5 % 128,
respectivamente) o edema de pata induzido pela Cg duas horas apés o estimulo
inflamatoério. No modelo da bolsa de ar o tratamento por via oral dos animais com BT (20
mg/kg) e DCM (50 mg/kg) inibiram significativamente o extravasamento plasmatico (52,4

+ 15,0% e 58,2 + 11,2%, respectivamente), enquanto que somente a fragdo DCM inibiu



de forma significativa (29,5 + 10,6%) a migracao de leucdcitos para a bolsa de ar quatro
horas apdés a injecdo de Cg. Dois compostos foram isolados da fragdo DCM e
identificados como acetato de bauerenila (GPC1) e 11, 13-diidrozaluzanina C (GPC2). O
composto GPC2 (10 e 30 mg/kg) inibiu significativamente (29,5t4,8 e 31,715,4%,
respectivamente) o edema de pata induzido pela Cg duas horas ap6s o estimulo. O
composto GPC1 (1 e 10 mg/kg, v.0.) ndo demonstrou atividade antiinflamatéria. O
composto GPC2 (3, 10 e 30 mg/kg, v.0.) inibiu de forma significativa a atividade da
enzima mieloperoxidase (MPO) no tecido seis horas ap6s injecdo de Cg (30,6+9,4,
51,3+3,4 e 54,6+2,4%, respectivamente). Ainda, o tratamento por via oral dos animais
com GPC2 (10 mg/kg) inibiu significativamente o extravasamento plasmatico e a
migracado de leucdcitos (51,8+11,7 e 54,4+21,8,%, respectivamente) na bolsa de ar
quatro horas apdés a injecdo de Cg. Os resultados encontrados nesse trabalho
demonstraram que o EEGP, bem como as fragbes BT e DCM possuem atividade
antiinflamatéria e, que o composto GPC2, uma lactona sesquiterpénica, € responsavel,

pelo menos em parte, por essa atividade.



ABSTRACT

Medicinal plants comprise an important source of new drugs and the bioassay-guided
fractionation is an useful approach to isolate new compounds and drug leads from plants.
Within the several plants utilized by the population to medicinal purposes, Gochnatia
polymorpha, popularly known as cambara, has been utilized to treat cold, cough and
other diseases of the respiratory tract and inflammatory diseases. The aim of this work
was to evaluate a potential antiinflammatory activity of the ethanolic extract from G.
polymorpha ssp. floccosa in mice subjected to carrageenan(Cg)-induced paw edema and
Cg-induced inflammation into the air pouch. In addition, perform a bioassay-guided
monitoring from the extract aiming at identified and isolate compounds possibly
responsible for the antiinflammatory activity of the plant. The treatment of the animals
with the ethanolic extratc from G. polymorpha ssp. floccosa (EEGP) at doses of 30, 100
and 300 mg/kg, p.o. inhibited (41.2 + 12.8%, 34.8 + 6.0% and 60.4 £ 9.7%, respectively)
the Cg-induced paw edema formation in mice two hours after the inflammatory stimulus.
EEGP at doses of 30, 100 and 300 mg/kg, p.o., inhibited significantly (47.9 £ 12.5, 51.7 +
15.2 and 60.9 £ 13.7%, respectively) the plasma leakage, and (37.2 £ 12.5, 62.6 = 5.0
and 54.3 = 6.8%, respectively) the cellular migration to the air pouch four hours after
inflammatory stimulus. Both the butanolic fraction (BT) at the dose of 20 mg/kg, p.o., and
dichloromethane fraction (DCM) at the dose of 50 mg/kg, p.o., inhibited significantly (70.2
+ 11.5% and 44.5 £ 12.8, respectively) the Cg-induced paw edema two hours after
inflammatory stimulus. In the air pouch model of inflammation, both the treatment of the
animals with BT (20 mg/kg, p.o.) and DCM (50 mg/kg, p.o) reduced significantly the
plasma leakage (52.42 + 15.0% and 58.2 + 11.2%, respectively), while only DCM

inhibited significantly (29.53 + 10.6%) the leukocyte migration to the air pouch, four hours



after Cg injection. Two compounds have been isolated from DCM fraction and identified
as bauerenyl acetate (GPC1) and 11, 13-dihydrozaluzanin C (GPC2). The compound
GPC2 (at 10 and 30 mg/kg, p.o.) inhibited significantly (29.5 £ 4.8 and 31.7 + 5.4%,
respectively) the Cg-induced paw edema formation two hours after stimulus. The
compound GPC1 (at 1 and 10 mg/kg, p.o.) did not showed antiinflammatory activity. The
compound GPC2 (3, 10 and 30 mg/kg, p.o.) also reduced significantly the
myeloperoxidase (MPO) enzyme activity into the tissue six hours after Cg injection (30.6
+ 9.4, 51.3 + 3.4 and 54.6 £ 2.4%, respectively). Moreover, the treatment of the animals
with GPC2 (at 10 mg/kg, p.o.) reduced significantly the plasma leakage and leukocyte
migration (51.8 + 11.7 and 54.4 = 21.8%, respectively) to the air pouch four hours after
Cg injection into the cavity. Results of this work showed that the EEGP, as well as, both
the BT and DCM fraction contain antiinflammatory activity and, that the compound GPC2,

a sesquiterpene lactone, is responsible, at least in part, to this activity.
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l. INTRODUCAO

1.1 Plantas Medicinais

Desde os primérdios as plantas séo utilizadas para fins medicinais. Um fato
gque demonstra, de certa forma, o impacto que as plantas medicinais exerceram
sobre nosso atual entendimento sobre drogas — termo usado para denotar qualquer
substancia quimica, de uso terapéutico ou ndo — € a origem da palavra droga, do
francés “"drogue’’, que significa erva seca (Lullmann, 2005). Ainda hoje as plantas
medicinais sdo bastante utilizadas pela populagcdo. Segundo estimativas da
Organizacdo Mundial da Saude (OMS), devido a pobreza e falta de acesso aos
medicamentos industrializados, 80% da populacdo, principalmente em paises
subdesenvolvidos, faz uso de plantas medicinais no combate primario as doencas

(Farnsworth et al., 1985).

O uso de produtos naturais é certamente uma das estratégias mais bem
sucedidas na descoberta de novos farmacos, dado comprovado pela maioria das
inovagdes produzidas pelas grandes industrias farmacéuticas nos ultimos 50 anos
(Ferris, 2001; Newman e Cragg, 2007). A natureza, de forma geral, tem produzido a
maioria das substancias organicas conhecidas. A pesquisa com plantas medicinais
0 que tem contribuido de forma mais significativa para o fornecimento de metabdlitos
secundarios, muitos destes de grande valor agregado devido as suas aplicacfes
como medicamento, cosméticos, alimentos e agroquimicos (Phillipson e Anderson,
1989; Pinto et al., 2002). A grande diversidade quimica das plantas faz delas a fonte
de escolha para o isolamento de metabdlitos farmacologicamente relevantes (Basso

et al., 2005). Aproximadamente 25% das drogas prescritas em todo o mundo sao



oriundas de plantas, enquanto 11% das 252 drogas consideradas basicas e
essenciais pela OMS derivam exclusivamente de plantas (Rates, 2001). Com
relacdo as drogas utilizadas no tratamento do cancer e drogas antimicrobianas, o
envolvimento das plantas é muito maior, pois, cerca de 60% das drogas disponiveis
no mercado ou em fase clinica de desenvolvimento sdo derivadas de produtos
naturais, principalmente de plantas superiores. Newman e Cragg (2007) revisaram
todas as novas drogas aprovadas para o tratamento de iniameras condi¢cdes
patolégicas desde janeiro de 1981 até junho de 2006 (figura 1). Um numero total de
1.184 novas drogas foi constatado, das quais 30% sdo de origem totalmente
sintética, 23% sao compostos derivados de produtos naturais, 5% sao compostos de
ocorréncia natural, 14% sao oriundas de fontes bioldgicas, usualmente grandes
peptideos ou proteinas obtidas de organismos ou linhagens celulares por meio de
processos biotecnoldgicos, 4% sao vacinas, outros 4% sao drogas sintetizadas com
base em compostos de ocorréncia natural e o restante sdao moléculas que
mimetizam a estrutura quimica de compostos de ocorréncia natural (p.ex. inibidores
da enzima conversora de angiotensina que mimetizam a sequéncia C-terminal da
angiotensina 1) e compostos sintéticos modelados com base em inibidores naturais
do alvo molecular de interesse (Cragg et al., 1997; Newman et al., 2003; Newman e
Cragg, 2007). Sa&o inumeros os exemplos de medicamentos que foram
desenvolvidos, direta ou indiretamente, de fontes naturais, especialmente de plantas
e sao aplicados na clinica, incluindo entre outros a morfina (Papaver somniferum), a
pilocarpina (Pilocarpus jaborandi), os digitalicos (Digitalis purpurea), os curares, a
guinina (Cinchona spp), a artemisina (Artemisia annua), a atropina (Atropa
belladonna), a escopolamina (Datura stramonium), o cromalin; varios medicamentos

utilizados no tratamento do cancer, incluindo entre outros a vimblastina, vincristina



(Catharanthus roseus), taxol (Taxus brevifolia) e as campotequinas; as estatinas,
utilizadas no tratamento das dislipidemias e varios imunossupressores e antibiéticos
(Calixto, 2001a). Muitos compostos oriundos de plantas foram e sdo importantes
também na elucidacdo de fenbmenos complexos relacionados a biologia celular e
molecular (Calixto, 2001a). Outros compostos, embora ndo sejam Uteis
terapeuticamente, sdo aplicaveis como ferramentas experimentais. A homenclatura
atribuida a algumas moléculas receptoras como 0s receptores nicotinicos e
muscarinicos da acetilcolina revelam claramente a importancia que os produtos
naturais tiveram no entendimento da fisiologia humana. Em algumas ocasides a
droga isolada de uma determinada planta ndo é aplicada diretamente como um
farmaco, mas € atil como matéria prima para o desenvolvimento, ou seja, € utilizado
como ponto de partida para a obtencdo um derivado terapeuticamente relevante. Em
outras ocasifes, uma droga de origem natural terapeuticamente (til pode ser
modificada quimicamente para a obtencdo de derivados com caracteristicas
farmacoldgicas otimizadas (Barreiro, 2001).

Os fitofarmacos, fitoterdpicos ou fitomedicamentos, medicamentos
industrializados constituidos exclusivamente de material vegetal padronizado,
também sdo detentores de um mercado extremamente lucrativo, de tal forma a
renovar o interesse das grandes industrias farmacéuticas por esse segmento.
Alguns exemplos de fitofarmacos sao o ginkgo, kava pironas, ginseng, erva de Sao
Joao, dentre outros que, normalmente, sdo comercializados na forma de extratos
padronizados. (Calixto, 2000; Montanari e Bolzani, 2001). No entanto, a falta de
estudos pré-clinicos e clinicos, ou estudos insuficientes para comprovar a eficacia e
seguranca de varios fitofarmacos limitam a prescricdo desses medicamentos

(Calixto, 2000; 2005). No Brasil, as plantas medicinais da flora nativa sao



consumidas com pouca ou nhenhuma comprovacdo de suas propriedades
farmacoldgicas, propagadas por usuarios ou comerciantes. Muitas vezes essas
plantas séo, inclusive, empregadas para fins medicinais que ndo aqueles utilizados
pelos silvicolas. A toxicidade das plantas medicinais e fitofarmacos constituem um
problema sério de saude publica por ndo ser realizado adequadamente. As
pesquisas realizadas para avaliacdo do uso seguro de plantas medicinais e
fitofarmacos no Brasil ainda s&o incipientes, assim como o0 controle da
comercializacdo pelos 6rgdos oficiais (Veiga et al., 2005). Estudos pré-clinicos e
clinicos adequados que assegurem a seguranca e eficacia dos fitofarmacos, bem
como, o controle de qualidade desses medicamentos sdo imprescindiveis para a
consolidacdo desses medicamentos na pratica clinica de forma eficaz e segura
(Calixto, 2001b).

O reino vegetal parece uma fonte inesgotavel de novas entidades quimicas e
novas drogas. Estima-se que haja cerca de 250.000 espécies de plantas superiores
no planeta, das quais apenas uma pequena parcela foi estudada fitoquimicamente e,
uma parcela menor ainda foi submetida a qualguer ensaio farmacoldgico
(Hamburger e Hostettmann, 1991). Aproximadamente 70% das espécies de plantas
superiores estao distribuidas em 12 paises incluindo o Brasil. Os outros onze paises
s&o a Austrdlia, China, Colémbia, Equador, india, Indonésia, Madagascar, México,
Peru e Zaire (Myers et al., 2000). Portanto, o Brasil, devido a imensa biodiversidade,
possui um gigantesco potencial para o desenvolvimento de programas para a

descoberta de novas drogas a partir de plantas.
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FIGURA 1 — DROGAS APROVADAS E LANCADAS NO MERCADO NO PERIODO DE 01/1981 A
06/2006 E SUAS RESPECTIVAS ORIGENS. Uma revisdo de Newman e Cragg (2007) constatou
1.184 drogas aprovadas e langadas no mercado no periodo de 01/1981 a 06/2006, e suas
respectivas origens, classificando-as em diferentes grupos. S= drogas de origem totalmente sintética;
ND= drogas derivadas de compostos de ocorréncia natural (semi-sintéticos); N= compostos de
ocorréncia natural; B= produtos de fontes biologicas (usualmente peptideos ou proteinas ou isolados
de organismos/linhagens celulares ou obtidos por meios biotecnolégicos; V= vacinas; S*= compostos
sintetizados com base em grupos farmacoféricos de produtos naturais; S/INM= totalmente sintético,
porém modelado com base em inibidores naturais do alvo molecular de interesse; S*/NM= compostos
sintetizados que mimetizam a estrutura de compostos de ocorréncia natural (p.ex. inibidores da
enzima conversora de angiotensina, que mimetizam a sequiéncia C-terminal da angiotensina I). Fonte:
NEWMAN, D. J.; CRAGG, G. M. Natural products as sources of new drugs over the last 25 years.
Journal of Natural Products, v. 70, n. 3, p. 461-477, Mar 2007.

A espécie humana utiliza uma fracdo muito pequena das plantas. O reino
vegetal ainda permanece como uma grande incOgnita cujos mistérios comecam a
ser desvendados (Pinto et al.,, 2002). Nesse sentido, a pesquisa com plantas
medicinais ainda contribuirdo enormemente para a descoberta e desenvolvimento de
novas drogas para o tratamento de diversas patologias, para o desenvolvimento de
novas ferramentas experimentais, para a elucidacéo de novos ligantes de receptores

até entdo 6rfaos e para a elucidacado de fenébmenos celulares e moleculares e, dessa



forma, abrir novas oportunidades para o desenvolvimento de novas terapias. Para
tanto, é de vital importancia que sejam realizados estudos no intuito de estabelecer
possiveis propriedades farmacoldgicas e toxicolégicas dos mais diversos géneros e
espécies de plantas utilizadas na medicina popular brasileira, subsidiando, assim, o
emprego dos extratos ou fracbes dessas plantas como fitofarmacos e também no
intuito de isolar novos metabdlitos secundarios biologicamente ativos que possam

ser aplicados futuramente na prética clinica ou em pesquisas.

1.2 Familia Asteraceae

G. polymorpha pertence a familia Asteraceae. A familia Asteraceae
(Compositae) consiste na maior familia das angiospermas, compreendida por mais
de 1.100 géneros e cerca de 25.000 espécies. As plantas da familia Asteraceae sao,
em grande parte, espécies herbaceas. Plantas dessa familia sdo extensivamente
estudadas quanto a sua composicdo quimica e atividade biologica, sendo que

algumas tém proporcionado o desenvolvimento de novos farmacos, inseticidas,

entre outros (Verdi et al., 2005)



1.3. G. polymorpha

O género Gochnatia (tribo Mutisieae, subtribo Gochnatiinae) € formado por
arvores ou arbustos (Cabrera e Klein, 1973). Este género possui cerca de 70
espécies, sendo a maioria encontrada no continente americano (México a Argentina)
e apenas 2 ocorrem em paises asiaticos como China, india, Nepal, Paquistdo e no
sudeste da Asia. No Brasil sdo encontradas 22 espécies distribuidas nos estados do
Rio Grande do Sul, Parana, S&o Paulo, Goias, Minas Gerais, Bahia e Cearad. Na
regido Sul do Brasil (Parand ao Rio Grande do Sul) ocorrem 6 espécies: G. argyrea
(Dusén ex Malme) Cabr.; G. ramboi Cabr.; G. orbiculata (Malme) Cabr.; G. sordida
(Less) Cabr.; G. polymorpha (Less) Cabr.; e G.velutina (Bong.) Cabr. (Katinas et al.,

2008).

Poucos trabalhos fitoquimicos envolvendo o género Gochnatia foram
realizados. Apenas 14 espécies foram estudadas, das quais foram isoladas 144
substancias de diversas classes de compostos: 53 lactonas sesquiterpénicas, 10
lactonas diméricas, 13 sesquiterpenos, 13 diterpenos, 21 triterpenos, 20 flavondides,
7 cumarinas e 7 substancias de outras classes, sendo 3 compostos fendlicos, 1

composto acetilénico, 1 terpenodide, 1 lignana e 1 aminoacido (Strapasson, 2010).

G. polymorpha (Less) Cabrera (conhecida inicialmente como Moquinea
polymorpha (Less) DC), € uma arvore de médio porte, conhecida no Brasil como
cambara, cambara-da-folha-grande ou cambara-do-mato (figura 2). As suas folhas,
flores e cascas do tronco sao utilizadas na medicina popular no preparo de chas ou
xaropes para o tratamento de resfriados, tosses e outras doencas respiratérias
(Mors et al., 2000; Garlet e Irgang, 2001; Bueno et al., 2005; Arambarri et al., 2008).

Trés subespécies de G. polymorpha sao reconhecidas: polymorpha, floccosa e



ceanothifolia. A subespécie polymorpha é encontrada no sudeste do Brasil e no
Paraguai. A subespécie ceanothifolia ocorre nos estados de Santa Catarina, Rio
Grande do Sul e também no Uruguai, Paraguai e nordeste da Argentina. A
subespécie floccosa € exclusiva do Brasil, sendo encontrado nos estados de Minas
Gerais, Sao Paulo, Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul (Cabrera e Klein,

1973; Catalan et al., 2003).

FIGURA 2 — FOTO DE Gochnatia polymorpha. Gochnatia. Polymorpha, conhecida popularmente
como cambara, cambara-da-folha-grande ou cambara-do-mato. FONTE: Foto disponivel em
http://eptv.globo.com/terradagente/0,0,4,74%3B7,cambara.aspx.

Estudos fitoquimicos com a espécie G. polymorpha evidenciaram a presenca
de diferentes constituintes quimicos, demonstrando grande diversidade quimica da
espécie. No primeiro estudo fitoquimico, ainda com o nome de Mochinea

polymorpha, Farias et. al. (1984) isolaram uma lactona sesquiterpénica, identificada


http://eptv.globo.com/terradagente/0,0,4,74%3B7,cambara.aspx

como deidrocostuslactona, e o triterpeno pentaciclico acetato de bauerenila (Figura
3A) a partir do extrato hexanico do caule e cascas do caule de um exempla coletado
em Campinas, estado de Sao Paulo, de subespécie ndo identificada. Bohmann et.
al. (1986) isolaram uma série de sesquiterpenos com esqueletos bisabolenos e
lactonas diméricas, além de duas lactonas sesquiterpénicas simples
(deidrocostuslactona e costunolido), a partir das partes aéreas e raizes de um
exemplar de G. polymorpha, subespécie ndo identificada, coletado no Paraguai.
Outro trabalho utilizando as partes aéreas e as raizes de G. polymorpha subespécie
polymorpha de um exemplar coletado no estado de Sao Paulo, identificou dois
diterpenos, dois triterpenos, os flavonodides genkwanina e desmetoxicentaureidina,
além de um eudesmanolideo, santamarina, todos na fracdo em diclorometano
(Sacilotto et al., 1997). O estudo fitoquimico de um exemplar de G. polymorpha,
subespécie nao identificada, coletado no estado do Rio Grande do Sul, mostrou a
presenca dos flavondides 3-O-metilquercetina, rutina e hiperosideo, os acidos
caféico e clorogénico e o aminoacido 4-hidroxi-N-metil-prolina na fracdo em acetato
de etila do extrato das folhas (Moreira et al., 2000). Outro estudo com a subespécie
polymorpha de outro exemplar paraguaio, mostrou a presenca de um diterpeno, um
triterpeno (acido oleandlico), de trés cumarinas e de um monoterpeno, loliolido a
partir da fracdo em diclorometano das folhas (Catalan et al., 2003). Recentemente,
Strapasson et. al. (2010) isolaram, pela primeira vez, uma lactona sesquiterpéncia
identificada como 11, 13-diidrozaluzanina C (figura 3B) em um exemplar de G.

polymorpha.

No mesmo estudo em que Moreira et al., (2000) identificaram os compostos na
fracdo em acetato de etila das folhas de G. polymorpha, os pesquisadores também

avaliaram a atividade antiinflamatoria dos extratos aquosos e alcodlico, bem como
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das fracdes em diclorometano, acetato de etila e em butanol, e do aminoacido nao
protéico 4-hidroxi-N-metil-prolina no modelo de edema de pata induzido pela
carragenina em ratos. Somente a fracdo em acetato de etila na dose de 150 mg/kg
demonstrou atividade anti-edematogénica e foi submetida a estudos quimicos
subsequentes. Os compostos identificados foram os acidos caféico e clorogénico, 3-
O-metilquercetina, rutina e hiperosideo, cujas atividades antiinflamatoria ja haviam
sido reportadas. O aminoacido 4-hidroxi-N-metil-prolina, obtido do residuo aguoso
por cristalizacdo demonstrou atividade anti-edematogénica na dose de 200 mg/kg

(Moreira et al., 2000).

FIGURA 3. Estrutra quimica dos compostos acetato de bauerenila (a) e 11, 13-diidrozaluzanina
¢ (b) de G. polymorpha ssp floccosa

Com relacdo a subespécie floccosa, Stefanello et al. (2006). indentificaram a
presenca de fenilpropandides, monoterpenos e sesquiterpenos no 6leo essencial
das flores e raizes da planta. O extrato e fragBes de varias partes de G. polymorpha
ssp. floccosa foram avaliadas quanto a uma possivel atividade antimicrobiana e

citotdxica. O extrato das cascas mostrou-se o mais ativo, inibindo o crescimento de
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quatorze bactérias e dois fungos. No mais, os extratos ndo demonstraram

citotoxicidade no teste de letalidade contra Artemia salina.

Embora G. polymorpha seja amplamente utilizada para fins medicinais, poucos
estudos foram realizados no intuito de avaliar a atividade biolégica, o potencial
terapéutico e toxicidade da planta, bem como, estudos biomonitorados com o
objetivo de identificar e isolar compostos que, possivelmente, estariam relacionados
com tal atividade. Apenas um estudo foi realizado demonstrando que G. polymorpha
possui atividade antiinflamatoéria. No entanto, os pesquisadores avaliaram apenas a
atividade anti-edematogénica e outros parametros do processo inflamatorio, tal
como a migracao celular, ndo foi avaliada. Poucos estudos farmacoldgicos foram
realizados com as subespécies floccosa e ceanothifolia até o momento. E
importante, dessa forma, estudos farmacoldgicos que avaliem a atividade biologica e
estudos quimicos que possam elucidar a composi¢édo quimica da planta, identificar e
isolar compostos que possam, posteriormente, ser ensaiados farmacologicamente e
toxicologicamente no intuito de: i) validar o uso da G. polymorpha para fins
medicinais; ii) identificar biomarcadores Uteis para a padronizacédo de extratos para a
producéo de fitomedicamentos; iii) identificar e isolar novos compostos quimicos que
possam ser utilizados como medicamentos, como protétipos para a obtencédo de

novos medicamentos ou novas ferramentas experimentais.

1.4 O processo inflamatoério

O termo inflamacdo € utilizado para denotar um complexo fenémeno do

organismo frente a um processo infeccioso, a um antigeno ou lesdo celular ou
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tecidual, de carater salutar, com o proposito de erradicar o agente agressor e

promover a reparacao tecidual (Sherwood e Toliver-Kinsky, 2004).

O processo inflamatorio foi descrito inicialmente por Cornelius Celsius (mais
de 2.000 anos atras) em termos dos sinais cardinais (calor, rubor, edema e dor; o
quinto sinal cardinal — perda da func&o ou functio lesae — foi descrito posteriormente
por Virchow). Os sinais cardinais sdo sinais clinicos caracteristicos do processo

inflamatorio agudo (Trowbridge e Emling, 1997; Rock e Kono, 2008).

Os sinais cardinais do processo inflamatério agudo descritos por Celsius
refletem, na verdade, as mudancas hemodinamicas (ou vasculares) e celulares que
ocorrem durante a inflamacdo. As mudancas hemodindmicas sdo caracterizadas
pela vasodilatacdo arteriolar e um aumento localizado da permeabilidade
microvascular. Todas essas etapas que constituem esse 0 processo inflamatorio
(vasodilatacdo, aumento da permeabilidade vascular e migracdo celular) sao
reguladas pela acdo de varios mediadores liberados durante uma leséo tecidual ou
na presenca de microorganismos patogénicos, alérgenos, compostos toxicos, corpos
estranhos e irritantes. Esses mediadores que orquestram o processo inflamatorio
sdo derivados de proteinas presente no plasma ou produzidos e liberados por
células endoteliais, leucécitos infiltrados no sitio inflamatério ou por células residente
(Medzhitov, 2008). Os eventos celulares e vasculares e os mediadores envolvidos

serdo descritos posteriormente.

Uma vez deflagrado, o processo inflamatério pode se resolver de maneira
adequada, neutralizando e eliminando o agente agressor e restaurando o tecido
afetado. O processo de resolucdo envolve a neutralizacéo e eliminacédo do agente

agressor, normalizacdo da permeabilidade vascular, cessacdo da infiltracdo
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leucocitaria, apoptose dos neutrofilos presentes no sitio inflamatoério e remocéo dos
corpos apoptéticos, corpos estranhos e debris celulares, eventos nos quais 0s
macrofagos exercem um papel importante, reconhecendo e fagocitando os
neutrofilos apoptéticos de maneira néo flogistica (Gilroy et al., 2004; Kumar et al.,
2005; Weigert et al., 2009). Portanto, 0os processos de apoptose e fagocitose sao
importantes durante a fase resolutiva do processo inflamatoério. De fato, evidéncias
sugerem que falhas nos processos de apoptose pode ser um fator importante na
patogénese e progressao de diversas doencas (Gilroy et al., 2004). A resolucao da
inflamacédo, diferente do que se imaginava antigamente, € um processo ativo e
depende de varios mediadores anti-inflamatérios e pro resolutivos que sao
sintetizados durante o processo. Alguns mediadores envolvidos na resolucdo do
processo inflamatério sdo as prostaglandinas ciclopentenonas, as lipoxinas,

resolvinas, anexina I, fator nuclear kappa B (NF-kB) e mediadores da apoptose.

Interessantemente, as mesmas enzimas ciclooxigenase (COX) e a
lipooxigenase (LOX), envolvidas na sintese de mediadores inflamatorios, também
sdo importantes e participam da biossintese de mediadores pré-resolutivos como as
resolvinas, derivadas de acidos graxos polinsaturados (p.ex. 0 acido
eicosapentanodico (EPA) e lipoxinas derivadas do &cido araquiddnico (AA)
(Rajakariar et al., 2006). Drogas baseadas em mediadores end6genos que exercem
efeitos pro-resolutivos podem representar uma nova estratégia para a terapia

antiinflamatoria (Gilroy et al., 2004; Serhan et al., 2007).

Entretanto, o processo inflamatério pode seguir outro curso que nao a
resolucao e resultar em fibrose (substituicdo por tecido conectivo) ou progredir para
um processo inflamatdrio crénico como resultado da persisténcia do agente agressor

(infeccdes persistentes por certos microorganismos; exposicdo prolongada a
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agentes potencialmente tdéxicos ou reacdes autoimunes) ou falhas nos processos de

resolucao (Kumar et al., 2005).

1.4.1 Vasodilatagdo e aumento da permeabilidade vascular

As vasodilatacdo e o aumento da permeabilidade vascular se desenvolvem
rapidamente, dentro de segundos, apés um estimulo inflamatério agudo. Em
algumas ocasides, uma rapida e transitéria vasoconstricdo pode anteceder a
vasodilatacdo. A vasodilatacdo arteriolar mediada principalmente pela histamina,
prostaglandinas e 6xido nitrico, resulta em um aumento do fluxo sanguineo, o que
explica os sinais de calor e rubor. O aumento do fluxo sanguineo e o aumento da
permeabilidade microvascular juntos resulta numa reducédo da velocidade do fluxo
sanguineo e na exsudacdo de plasma rico em proteinas para o0 espaco
extravascular. A reducdo da pressdo osmotica intravascular e aumento da pressao
osmoética extravascular decorrente do extravasamento plasmatico, somado a
pressdo hidrostatica aumentada devido a vasodilatacdo, induz a saida e acumulo de
fluido no interstico explicando o desenvolvimento do edema durante a inflamacéo
aguda (Kumar et al., 2005; Lichtman e Williams, 2006). O aumento da
permeabilidade vascular € mediado por véarias substancias geradas durante o
processo inflamatério. O mecanismo mais comum pelo qual esses mediadores
promovem o aumento da permeabilidade vascular é através da contracdo das
células endoteliais que revestem as vénulas pds-capilares. Quando as células
endotelais se contraem as jungOes intercelulares se desfazem, permitindo o

extravasamento plasmatico. Outros mecanismos envolvidos no aumento da

permeabilidade vascular inclui a retracdo das células endoteliais com envolvimento
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do citoesqueleto, lesdes das células endoteliais mediadas por leucdcitos, lesao
endotelial direta, extravasamento através de novos capilares (capilares em
regeneracao) cujas juncoes intercelulares ndo estejam fechadas e por transcitose

(Lichtman e Williams, 2006; Mehta e Malik, 2006).

1.4.2 Migragéao celular

Os leucocitos sdo os principais efetores, responsaveis pela fagocitose e
eliminacdo de agentes invasores/agressores e debris celulares durante a
inflamacédo. Portanto, a migracdo dos leucdcitos, antes restritos ao lumem dos
vasos, para 0 espacgo extravascular e subsequentemente para o foco inflamatério é
um evento fundamental para uma resposta inflamatoria. Essas células fagociticas
Sao responsaveis por conter e destruir microorganismos patogénicos através da
fagocitose e liberacdo de espécies reativas de oxigénio, nitrogénio e enzimas
proteoliticas presente em seus granulos. No entanto, essas substancias ndo sao
especificas a ponto de destruir somente o0 agente agressor e também promovem
danos teciduais. Isto é, embora os leucdcitos sejam criticos para a defesa do
hospedeiro, eles sdo os efetores primérios da inflamagcdo e respostas imunes.
Durante o processo de transmigragcdo da corrente sanguinea para 0 espaco
extravascular, os leucdcitos podem lesionar a parede dos vasos, provocando
trombose ou promovendo edema. Os leucécitos emigrados podem iniciar e sustentar
o dano tecidual através da liberacdo de diversos mediadores, como oxidantes,
proteases, lipidios bioativos e citocinas (Yonekawa e Harlan, 2005). Doencas
genéticas ou adquiridas que, de certa forma, impedem que os leucécitos migrem

para o foco inflamatério ou que exercam suas tarefas, aumentam a vulnerabilidade
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a infeccbes mostrando, a importancia dessas células na defesa do organismo
(Cotran e Mayadas-Norton, 1998; Ley e Reutershan, 2006). O processo de migracao
celular para o foco inflamatério segue os estagios de marginacao, rolagem, firme
adesdo (ainda no interior dos vasos) a migracdo dos leucdcitos do espaco
intravascular para o intersticio, processo conhecido também como diapedese e
finalmente a migragdo para o sitio inflamatério (Kumar et al., 2005; Lichtman e

Williams, 2006; Langer e Chavakis, 2009)

Em decorréncia das alteracfes vasculares, as células sanguineas deixam a
posicdo axial no interior dos vasos e assumem uma posicdo marginal, isto €,
passam a circular mais préximas do endotélio vascular. Esse evento é chamado de
marginacdo. Durante o processo inflamatério as células endotelias que revestem os
vasos sdo ativadas por diversos mediadores inflamatérios (histamina, trombina, fator
ativador de plaquetas (PAF) e citocinas) e expressam varias moléculas de adesédo
que se ligam a moléculas complementares expressas na membrana celular dos
leucécitos promovendo a rolagem e posteriormente a firme adesao dos leucocitos as
células do endotélio. Estes eventos precedem o processo de transmigacgdo, no qual
os leucocitos emitem pseudopodos por dentre as células endotelias (por meio das
juncdes intercelulares) e se projetam para o outro lado. Esses eventos celulares
(rolagem, adesdo e migracdo) sdo governados por proteinas expressas ha
membrana celular endotelial e também nos leucocitos, conhecidas como moléculas
de adesdo. A expressdo dessas moléculas de adesdo € regulada pelos varios
mediadores inflamatorios (Cotran e Mayadas-Norton, 1998; Ley e Reutershan, 2006;

Pober e Sessa, 2007; Langer e Chavakis, 2009)

As moléculas de adesdo compreendem trés familias moleculares: as

selectinas, as imunoglobulinas e as integrinas. A familia das selectinas é composta
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pelas glicoproteinas E-selectina (expressa somente em céulas endoteliais), P-
selectinas (expressas em células endoteliais e plaguetas) e L-selectina (expressa
em leucdcitos) responsaveis por adesbes de rolamento reversiveis e de baixa
afinidade. A familia das imunoglobulinas enquadra duas moléculas de adesao
endotelial, a ICAM-1 (molécula de adesao intercelular 1) e a VCAM-1 (molécula de
adesao celular vascular 1). Ambas (ICAM-1 e VCAM-1) interagem com as integrinas,
gue sao glicoproteinas heterodiméricas encontradas nos leucdcitos, responsaveis
pela promocdo da firme adesdo entre os leucécitos e endotélio. A PECAM-1
(molécula de adeséo plaqueta /endotélio) é outra molécula de adesao da familia das
imunoglobulinas importante. A PECAM-1 € expressa na membrana lateral das
células endoteliais e cumpre funcdes importantes durante a diapedese (Petri e
Bixel, 2006; Langer e Chavakis, 2009). As integrinas, proteinas heterodiméricas, sao
compostas de duas cadeias, uma beta e uma alfa. As B2-integrinas sdo as mais
amplamente estudadas e entendidas. Essas moléculas sdo compostas de distintas
subunidades alfa (CD11a, CD11b, CD11c) ligadas a uma subunidade beta comum
(CD18). Essas moléculas expressas na superficie dos neutréfilos, interagem com
ligantes, particularmente com ICAM-1 presente na membrana das células endoteliais

para promover a adeséo (Granger e Kubes, 1994; Sherwood e Toliver-Kinsky, 2004).

As P-selectinas estédo presentes na membrana de granulos intracitoplasmaticos
endoteliais chamados corpos de Weibel-Palade. Por acdo de mediadores como
histamina, trombina e PAF, as P-selectinas sdo rapidamente redistribuidas para a
superficie celular, onde elas podem se ligar as suas moléculas receptoras nos
leucdcitos (Langer e Chavakis, 2009). A expressao das moléculas de adesédo (E-
selectina, ICAM-1, VCAM-1) é aumentada na vigéncia de um processo inflamatorio.

Mediadores inflamatorios, e particularmente as citocinas (TNF-a e IL-1) induzem a
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sintese e a expressdao das moléculas de adesdo na superficie das células
endoteliais. As integrinas sdo expressas normalmente nos leucdcitos, porém, nao se
ligam as moleculas de adesdo endoteliais. Agentes quimiotaticos ou outros
estimulos, promovem um aumento da avidez de ligacdo das integrinas que,
juntamente com o aumento da expressédo da ICAM-1 séo etapas essenciais para a

adesdao entre os leucadcitos e as células endoteliais (Kumar et al., 2005)

As integrinas leucocitarias sdo alvos terapéuticos, uma vez que essas
proteinas participam de processos inflamatoérios e imunes. Estudos pré-clinicos e
clinicos mostram a efetividade do bloqueio de integrinas leucocitarias em diversas
patologias como asma, esclerose mdltipla, psoriase, doencas inflamatorias
intestinais como a doenca de Chron e colite ulcerativa (Yonekawa e Harlan, 2005).
Na verdade, terapias capazes de alterar e/ou bloquear de forma seletiva a migracao
celular, seja inibidores das selectinas, integrinas ou antagonistas dos receptores de
quimioatraentes, representam uma classe particularmente promissora de novas

drogas antiinflamatorias. (Mackay, 2008).

1.4.3 Mediadores do processo inflamatério

De acordo com as propriedades bioquimicas, os mediadores do processo
inflamatorio podem ser divididos em: aminas vasoativas (histamina e serotonina);
peptideos vasoativos (substancia P, trombina, bradicinina); fragmentos do sistema
complemento (C3a, C4a e C5a, também conhecido como anafilatoxina); mediadores
lipidicos (eicosandides, PAF), citocinas (TNF-a, IL-1, IL-6 e varias outras);
quimiocinas (p. ex. IL-8) e as enzimas proteoliticas como a elastina, catepsina e

metaloproteinases
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Aminas Vasoativas

As aminas vasoativas (histamina e serotonina) como o nome implica, séao
aminas com acdo sobre a vasculatura. Esses mediadores encontram-se
armazenados em granulos citoplasmaticos. A histamina € uma amina vasoativa
presente principalmente nos mastécitos, enquanto que a serotonina esta presente
nas células enterocromafins e nas plaquetas, principalmente. Varios fatores induzem
a liberacdo desses mediadores de suas fontes, incluindo trauma, frio, reacdes
imunes, anafilatoxinas, substancia P, citocinas (promovem liberacdo de histamina) e
agregacdo plaquetaria apdés contato com colageno, trombina, adenosina difosfato,
complexos imunes, PAF (promovem liberacdo de serotonina das plaquetas). Ou
seja, varios fatores quimicos e fisicos podem promover a liberacdo desses
mediadores. A liberacdo localizada de histamina e sua acdo principlamente nos
receptores Hi na microcirculagcdo promove vasodilatacdo das arteriolas e aumento
da permeabilidade vascular, promove também a sintese de prostaciclina e induz a
liberacdo de 6xido nitrico pelo endotélio. O aumento da permeabilidade vascular
ocorre por meio da contracdo das células endoteliais e subsequente formacao de
abertura das juncdes celulares endoteliais, resultando no extravasamento
plasmatico. A serotonina ou 5-hidroxitriptamina promove vasodilatacdo dependente
de Oxido nitrico e aumento da permeabilidade vascular (Kumar et al., 2005; Jutel et

al., 2009).

Peptideos vasoativos e fragmentos do complemento

Os peptideos vasoativos podem estar armazenados em vesiculas secretérias
(p. ex. substancia P) ou podem ser gerados através de processos proteoliticos a
partir de precursores inativos presente no plasma (p. ex. bradicinina). A substancia P

€ liberada por neurdnios sensoriais e podem causar degranulagcdo mastocitaria



20

liberando histamina. Outros peptideos vasoativos podem causar vasodilatacdo e
aumento da permeabilidade vascular diretamente, ou através da liberacdo de
histamina. A bradicinina € um peptideo vasoativo composto por nove aminoacidos
(nonapeptideo) gerado a partir da clivagem proteolitica do cininogénio (precursor
inativo) por acdo da enzima calicreina, com envolvimento do fator de Hageman (fator
XIl da via intrinseca da coagulacdo), que é ativado pelo contato com colageno e
membrana basal. O fator XII ativado produz o fragmento Xlla que converte a pré-
calicreina em sua forma ativa (proteolitica), a calicreina. A bradicinina afeta a
vasculatura promovendo dilatacdo de vasos sanguines e aumento da
permeabilidade vascular. A bradicina tem um papel importante também na dor (um
dos sinais cardinais da inflamacé&o), pois, possui um potente efeito algésico. Os
fragmentos C3a, C4a e principalmente o fragmento C5a (também conhecido com
anafilatoxinas) gerado pela ativacdo do sistema complemento promovem
degranulacdo dos mastécitos afetando, desse modo, a vasculatura e, além disso séo
quimiotaticos, participando na migracdo dos granuldcitos (neutrofilos, eosindéfilos) e
monaocitos durante a inflamacdo (Kumar et al., 2005; Haas e Van Strijp, 2007; Kuhr

et al., 2010).

Mediadores lipidicos (eicosandides)

Outra classe de mediadores envolvidos no processo inflamatério sdo os
mediadores lipidicos. Os mediadores lipidicos conhecidos genericamente como
eicosanoides compreendem os prostanoides, leucotrienos (LTs) e lipoxinas
derivados do metabolismo do acido araquidonico (AA). O AA é um acido graxo
poliinsaturado contendo 20 carbonos presente, normalmente, esterificado nos
fosfolipidios que compde a membrana celular. O AA é liberado dos fosfolipideos da

membrana celular por acao principalmente da enzima fosfolipase A, (PLA;) que é
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ativada por diversos estimulos quimicos, fisicos e mecanicos ou por outros
mediadores (p. ex. C5a). Uma vez liberado o AA é metabolizado por duas principais
vias enzimaticas, a via da ciclooxigenase (COX-1 e COX-2) e a via da lipooxigenase
(5-LOX, 12-LOX e 15-LOX) ou também através da via P450 epoxigenase. Os
produtos da via da COX sdo os prostanodides (PGE,, PGD,, PGFy,, PGl, e TXAy)
enquanto os produtos da via da LOX, a sdo os leucotrienos (LTA;, LTB4, LTCy,
LTD,) e lipoxinas. Os prostandides podem ser gerados por duas isoformas
enzimaticas, a COX-1 e COX-2. A COX-1, é expressa constituivamente em varios
tecidos produzindo PGs em baixos niveis e contribui para a manutencdo das
funcdes fisioldgicas. Por outro lado, a COX-2, também conhecida como induzivel,
como o nome implica, tem sua expressdo altamente induzida em resposta a
estimulos proé-inflamatorios, citocinas, e mitdgenos e, por isso, a biossintese de PGs
durante processos inflamatérios € creditado a COX-2. Entretanto, a COX-2 também
€ expressa constitutivamente em algumas regides cerebrais e também no aparato
justa glomerular renal e endotélio vascular. Essas duas enzimas (PGH sintase)
catalizam inicialmente a conversdo do AA em PGG; e depois em PGH, que é
subsequentemente convertido nos prostanoides biologicamente ativos (PGE,, PGD,,
PGFyq, PGIl, e TXA,). Os eicosanodides afetam varias fungdes na microcirculacéo,
incluindo coagulagéo, fibrindlise, reatividade e controle do fluxo sanguineo vascular,
permeabilidade, adesdo e migracdo leucocitaria e controle local da funcdo das
células do sistema imunologico. De interesse, os eiconsandides em conjunto com
outros mediadores, participam das mudancas hemodinamicas e migracédo celular
durante o processo inflamatério. A PGE, e PGI, promovem vasodilatacdo
aumentando o fluxo sanguineo na microvasculatura. Além disso, potencializam o

aumento da permeabilidade vascular e os efeitos quimiotaticos de outros
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mediadores. A PGE; esta envolvida no desenvolvimente da febre e dor durante a
inflamacéo. Essa PG sensibiliza os neurdnios aferentes primarios tornado-os mais
responsivos ou sensiveis a estimulos algicos como a bradicinina. Os cisteinil
leucotrienos, compreendidos pelo LTC,, LTD; e LTE; causam intensa
vasoconstricdo e aumento da permeabilidade vascular em regides venulares. O
LTB, € um potente mediador quimiotatico promovendo adesdo e migracdo de
leucdcitos. O TXA, produz vasoconstricdo e promocao da agregacdo plaquetéaria

(Gerritsen, 1996; Rajakariar et al., 2006; Harizi et al., 2008).

Citocinas e quimiocinas

Um grupo de polipeptideos produzidos por varios tipos celulares,
principalmente por macrofagos e linfécitos ativados conhecido como citocinas séo
importantes mediadores do processo inflamatoério. As citocinas séo pleiotropicas e
modulam a funcdo de muitos tipos celulares e sdo determinantes para a infiltracéo
celular e para os efeitos sistémicos durante o processo inflamatério agudo. As
principais citocinas que medeiam a resposta inflamatoria aguda sdo o TNF-a, IL-1,
IL-6 e a quimiocina IL-8, dentre outras. A secrecdo das citocinas € estimulada por
endotoxinas, complexos imunes, toxinas, lesbes fisicas, e uma variedade de
processos inflamatdrios. Esses polipeptideos, uma vez liberados, exercem efeitos
autocrinos (atuam na mesma célula que secretou a citocina), paracrinos (afetando
células vizinhas) e enddcrinos (promovendo efeitos sistémicos, assim como 0s
horménios). As principais acbes do TNF-a e IL-1-p sdo ativacdo das céulas
endoteliais, dos leucécitos e inducdo de reacdes sistémicas de fase aguda. No
endotélio vascular ocorre um aumento na expressao e sintese de moléculas de

adesao endotelial, aumentando a aderéncia dos leucdécitos circulantes as células
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endoteliais, e também a sintese e liberacdo de outras citocinas, fatores de
crescimento, eicosanoides e Oxido nitrico. As respostas de fase aguda incluem
febre, sonoléncia, diminuicdo do apetite, aumento da sintese de proteinas de fase
aguda, principalmente nos hepatdécitos e neutrofilia (Feghali e Wright, 1997; Pober e

Sessa, 2007; Dinarello, 2009; Sims e Smith, 2010).

As respostas biologicas decorrentes da acdo do TNF-a e IL-1 em seus
respectivos receptores envolve, tipicamente, vias de sinalizacéo intracelulares que
ativam fatores de transcricao celular como o NF-kB e AP-1 que, uma vez ativados,
modulam a transcricdo génica de varias proteinas pro-inflamatorias, inclusive a
transcricdo dos genes que codificam o TNF-a e IL-1B. A via das MAPK (proteina
quinase ativada por mitdgeno) representada por trés principais vias (ERK1/2, JNK e
p38) também é ativada durante o processo inflamatério. As proteinas quinases
ERK1/2, JNK e p38 quando ativadas fosforilam outras proteinas downstream,
incluindo fatores de transcricdo e, dessa forma, também regulam a transcricdo de

genes inflamatdrios (Rothwarf e Karin, 1999; Kaminska, 2005).

1.4.4 O fator de transcricdo NF-kB

O NF-kB (fator nuclear —kB) é uma proteina constituida de duas subunidades
protéicas (p65 e p50) na forma de homo ou heterodimeros presente no citoplasma
celular ligado a proteina 1kB, cuja funcdo € manter o NF-kB no citoplasma na forma
inativa, impedindo a translocacédo desse fator de transcricdo para o nucleo celular,
onde exerceria seu papel de modular (induzir ou reprimir) a transcricdo de inUmeros

genes (Rothwarf e Karin, 1999; Wong e Tergaonkar, 2009).
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Diversos estimulos, incluindo produtos microbianos como o lipopolissacarideo
(LPS) presente na parede celular de bactérias gram-negativas e varios outros
ligantes dos receptores do tipo toll-like receptors (TLR), citocinas inflamatoérias (TNF-
a e IL-1B), produtos virais, dentre outros, sédo capazes de ativar o fator de transcricao
NF-kB. A via de sinalizacdo para a ativacdo do NF-kB envolve a ativacéo da proteina
IKK (IkB quinase), uma serina/treonina quinase. A IKK, uma vez ativada, fosforila a
proteina IkB que, subsequientemente sofre ubiquitinacdo e, finalmente, degradacéo
pelo proteossoma. Livre do IkB, o NF-kB migra para o nudcleo celular e se liga a
sitios de ligacdo especificos na molécula de DNA e modula a transcricdo de varios
genes. Essa via de sinalizacdo, também conhecida como via canénica do NF-kB
exerce funcbes importantes em respostas inflamatorias. A expressdo génica de
inimeros genes que codificam proteinas pro-inflamatérias sdo aumentadas pela
ativacdo do NF-kB, incluindo as enzimas Oxido nitrico sintetase (INOS), COX-2 e
PLA2, varias citocinas e quimiocinas (TNF-a, IL-1B, IL-6, IL-8, e outras), fatores de
crescimento (GM-CSF, VEGF, e outros), moléculas de adeséo celular (ICAM-I,
VCAM-I, E-selectinas), proteinas reguladoras da apoptose (Bcl-2, Bcl-xl, clAPS),
outros fatores de transcricdo, metaloproteinases e Varias outras proteinas
importantes para o desenvolvimento do processo inflamatério. O NF-kB também é
importante em varias outras funcées como regulagdo do sistema imune, maturacao
das células imunoldgicas, etc. (Rothwarf e Karin, 1999; Ghosh e Karin, 2002;

Hayden et al., 2006; Kawai e Akira, 2007; Wong e Tergaonkar, 2009)

1.4.5 Farmacos antiinflamatoérios
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Os antiinflamatérios ndo esteroidais (AINES), incluindo o acido acetilsalicilico
constituem o principal grupo de farmacos utilizados no tratamento da inflamacéo e
sdo, também, um dos principais grupos de drogas utilizadas no mundo. Os AINEs
compreendem um grande numero de drogas estruturalmente heterogéneas. Os
AINEs sd@o amplamente utilizados devido aos seus efeitos antiinflamatério,
antipirético e analgésico atribuidos a inibicdo das enzimas COX-1 e COX-2 e, por
conseguinte, inibicdo da sintese dos prostandides (Marnett, 2009). A inibicdo da
sintese de prostandides como mecanismo de acdo dos AINEs foi inicialmente
reportada por John R. Vane em 1971. S&o utilizados no tratamento de condicdes
inflamatérias como  osteoartrite, artrite  reumatéide, espondiloartropatias
soronegativas (p.ex. artrite psoriatica e artrite relacionada a doenca intestinal
inflamatoria), sindromes musculoesqueléticas localizadas (p.ex. entorses e
distensdes, dor lombar) e gota. Sdo empregados para o alivio da dor, principalmente
relacionada a inflamacéo, dor pGs operatoria, dental, etc. Alguns membros da classe
dos AINEs néo seletivos incluem a aspirina, o diclofenaco, a nimesulida, a
indometacina, o ibuprofeno, o naproxeno, e varios outros. O acido acetilsalicilico, um
inibidor irreversivel da COX-1 € também indicado, em baixas doses, na terapia
antitrombdtica por inibir de forma irreversivel a sintese de TXA, pelas plaguetas. Os
efeitos colaterais associados a AINEs incluem os efeitos gastrintestinais, pois, as PG
exercem uma funcdo protetora sobre a mucosa gastrica; alteracdo na funcao renal
guando do uso a longo prazo em pessoas com predisposicdo, asma induzida por
AINEs, alteracdo no tempo de coagulacdo, hipersensibilidade dentre outros. A
descoberta de outra isoforma da COX (a COX-2) altamente expressa em locais
inflamatorios e a nocdo de que os eicosandides produzidos durante 0 processo

inflamatorio resultavam da expressdo aumentada da COX-2, alavancaram esfor¢cos
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em busca de novos farmacos inibidores seletivos dessa isoforma. Os inibidores
seletivos de COX-2 também denominados coxibes foram desenvolvidos na tentativa
de inibir a sintese de PG pela enzima COX-2 em locais de inflamacéo sem, contudo,
afetar a acdo da isoenzima COX-1 constitutivamente ativa, encontrada no trato
gastrointestinal, nos rins e plaquetas. No entanto, hoje se sabe que a COX-2
também € expressa constitutivamente e exerce papeis fisioldgicos através da
sintese de PGIl,. Embora os farmacos que inibem seletivamente a COX-2,
demonstrem uma melhor seguranca gastrintestinal, alguns membros dessa classe
foram retirados do mercado devido a um risco aumentado de eventos
cardiovasculares. Assim como os AINEs tradicionais, os coxibes também exercem
efeitos tdxicos renais e ndo sdo recomendados para pacientes com insuficiéncia
renal grave. Celecoxibe, Parecoxibe, Rofecoxibe, etoricoxibe e lumiracoxibe séo
alguns dos membros dessa classe (Katzung, 2004; Goodman et al., 2006; Rainsford,

2007).

Os glicocorticéides ou antiinflamatérios esteroidais, ou hormonais, s&o
amplamente utilizados no tratamento de disturbios inflamatorios, alérgicos,
hematoldgicos entre outros. Os glicocorticOides séo substancias imunossupressoras
e antiinflamatorias potentes, eficazes e amplamente utilizadas em processos
inflamatorios agudos e cronicos (Perretti e Ahluwalia, 2000). Os efeitos dos
glicocorticéides sdo mediados, em sua maioria, por receptores de glicocorticoides
(GR) amplamente distribuidos, pertencentes a superfamilia dos receptores
nucleares. Evidéncias sugerem que o GR suprime a inflamacdo por trés
mecanismos: efeitos gendémicos diretos e indiretos e ndo gendmicos (Katzung, 2004;
Rhen e Cidlowski, 2005). O complexo GR-glicocorticéide interage com regides

promotoras de genes alvos e regulam sua transcricdo. Na auséncia do ligante
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hormonal, o GR encontra-se principalmente no citoplasma em complexos
oligoméricos com proteinas do choque térmico (Hsp). A ligacdo do ligante ao
receptor permite a dissociacdo do receptor das Hsp. Posteriormente o complexo
ligante-receptor € transportado para o nucleo, onde interage com o DNA e proteinas
nucleares. No nucleo, o complexo se liga como homodimeros a sequéncias de DNA
conhecidos como elementos de resposta dos glicocorticoides (GRE). O complexo
resultante recruta proteinas co-ativadoras ou co-repressoras que modificam a
estrutura da cromatina, facilitando ou inibindo o inicio da transcricdo génica pela
RNA polimerase Il (Hebbar e Archer, 2003). O complexo ligante-receptor também
pode interagir com outros fatores de transcricdo, como AP-1 e NF-kB e, assim,
regular outros genes (Mckay e Cidlowski, 1999; De Bosscher et al., 2003). Os
glicocorticéides podem agir também por mecanismo ndo gendmicos, através de
receptores na membrana celular e segundos mensageiros. A ativacdo da NOS
endotelial via PI3K-Akt-eNOS e também a liberacdo da anexina-I, sdo mecanismos

nao gendmicos dos glicocorticoides (Rhen e Cidlowski, 2005).

Os glicocorticéides ativam e induzem a transcricdo da proteina anexina |, que
interage e inibe a PLA;; induz a transcricdo da MAPK fosfatase, que defosforila as
MAPK (IJNK, ERK1/2, p38) inibindo a cascata e consequientemente também bloqueia
a acdo da PLA,; os glicocorticoides também suprimem a expressao de COX-2.
Todos esse trés mecanismos independentes resultam na reducdo da sintese de
prostaglandinas pelos glicocorticoides. Os glicocorticéides também interagem com
os fatores c-Jun (c-jun homodimeros e c-Jun-Fos heterodimeros) interferindo na
transcricdo génica de citocinas, receptores de citocinas, proteinas quimiotaticas,
colagenases, metaloproteinases, e moléculas de adesdo. O bloqueio da atividade

transcricional do NF-kB pelos glicocorticéides também inibe a sintese de citocinas,
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receptores de citocinas, quimiocinas, moléculas de adesdo, COX-2, iINOS e outras
proteinas envolvidas em respostas inflamatorias (De Bosscher et al., 2003; Rhen e

Cidlowski, 2005).

A eficacia dos glicocorticéides em aliviar desordens inflamatérias resulta dos
efeitos pleiotropicos do receptor de glicocorticéide. No entanto, esses efeitos
pleiotrépicos promovem diversos efeitos adversos como retardo do crescimento em
criancas, imunossupressédo, hipertenséo, inibicdo da cicatrizacdo, osteoporose e
disturbios metabdlicos. Esses efeitos adversos limitam a terapia prolongada com

glicocorticéides (Katzung, 2004; Rhen e Cidlowski, 2005; Goodman et al., 2006).
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II. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

G. polymorpha é utlizada na medicina tradicional para o tratamento de
condicoes inflamatérias. Embora G. polymorpha seja bem conhecida na medicina
tradicional quanto as suas atividades antiinflamatorias, principalmente em afeccbes
das vias aéreas, poucos estudos cientificos sustentam o uso etnofarmacologico e
demonstram atividade antiinflamatoria da planta. Dessa forma, esse trabalho visa
avaliar a atividade antiinflamatéria do extrato etandlico de G. polymorpha (EEGP),
bem como, das fragcbes e compostos isolados por meio de biomonitoramento, em

modelos de inflamag¢do em camundongos.

2.2 Objetivos especificos

Avaliar o efeito antiinflamatério do EEGP no modelo de bolsa de ar em
camundongos, analisando seu efeito sobre extravasamento plasméatico e migracao

de leucadcitos que ocorrem apos o estimulo inflamatério com carragenina (Cg).

Avaliar o efeito antiedematogénico do EEGP no modelo de edema de pata

induzido pela Cg em camundongos.

Realizar um fracionamento guiado por bioensaios do EEGP no intuito de obter
fracbes e compostos com atividade antiinflamatéria nos modelos de inflamacéo na

bolsa de ar e edema de pata, ambos induzidos pela Cg.

Isolar e identificar o(s) composto(s) possivelmente responsaveis pela atividade
antiinflamatdria do EEGP e fracGes e determinar sua(s) atividade(s) antiinflamatorias

nos mesmos modelos animais de inflamagéo.
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ll. MATERIAIS E METODOS

3.1 Estudos fitoquimicos

3.1.1 Material botanico — coleta e identificacao

O exemplar (cascas do tronco) de G. polymorpha ssp. floccosa foi coletado na
cidade de Curitiba, PR. A planta foi identificada pelo prof. Dr. Armando Carlos Cervi,
do Departamento de Botanica da UFPR. Uma exsicata foi depositada no herbario da

mesma instituicdo (UPCB) sob o nimero 30100.

A preparacao dos extratos, os fracionamentos e isolamento dos compostos,
bem como as caracterizagbes quimicas dos compostos foram realizadas pela
professora Maria Elida Alves Stefanello e pela aluna Regiane Lauriano Batista

Strapasson, do departamento de Quimica, UFPR.

3.1.2 Preparacao do extrato e fracdes

O material botanico (cascas do tronco da G. polymorpha ssp. floccosa) apos os
processos de secagem e moagem, foi submetido a extracdo em temperatura
ambiente (maceracdo) com solventes em ordem crescente de polaridade (hexano e
etanol), com renovagédo em intervalo de 24 horas. O volume de solvente foi de 500
mL para cada 100 g de material. As solu¢cdes obtidas foram concentradas em
evaporador rotativo a pressao reduzida, rendendo os extratos em hexano e EtOH.
Os residuos vegetais foram descartados. O extrato em EtOH foi dissolvido em
EtOH-H,0 (1:1) e submetido a particdo seqiencial com CH,Cl,, AcOEt e 1-butanol,

rendendo as respectivas fragbes (figura 4). A fragdo em CH,Cl, foi submetida ao
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fracionamento em coluna rapida, rendendo as fracbes em EP, CH,Cl,, AcOEt e

MeOH (figura 5).

Cascas do tronco de

G. polymorpha ssp floccosa

Extracdo a frio (hexano)
5 dias

Residuo

Ext. Hexanico

Extracdo a frio (etanol)
5 dias

Ex. etandlico (EEGP) ,
Residuo

Etanol-H,0(1:1)
Particdo com solventes

DCM AcOEt BT

FIGURA 4 - FLUXOGRAMA DEMONSTRATIVO DO PROCESSO DE EXTRAQAO E
FRACIONAMENTO DO MATERIAL BOTANICO. O residuo da extracdo em hexano das cascas do
tronco de G. polymorpha ssp floccosa foi extraido a frio com etanol. O extrato etandlico, por sua vez,
foi submetido a uma particdo com solventes de diferentes polaridades originando as fracdes DCM,
AcOEt e BT. EEGP, extrato etandlico de G. polymorpha; DCM, diclorometano; AcOEt, acetato de

etila; BT, butandlico.
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EP

DCM I

AcOEt

MeOH

CC (CH,Cl,-AcOEt)

80 fragdes agrupadas
em12 grupos

CCcDC
]
Fragbes 22-37
Fragdes 3-5 CC (hexano-acetona)
58 fragoes
CCDP agrupadas em
hexano-CH,Cl, 10 grupos
CCDC

GPC1

GPC2

Fragoes 16-26

Recristalizacdo

FIGURA 5 — FLUXOGRAMA RESUMIDO DO PROCESSO DE FRACIONAMENTO E OBTENCAO
DOS COMPOSTOS A PARTIR DA FRACAO DCM. A fracdo DCM foi fracionada originando as
fracbes EP, DCM I, AcoET e MeOH. A fracdo DCM Il foi posteriormente submetida a CC originando
80 fragdes que foram agrupadas em 12 grupos. A fracdo 3-5 foi submetida a CCDP rendendo o
composto GPCL1. Parte da fracdo 16-26 foi recristalizada em hexano e CH,Cl, rendendo o composto
GPC2. DCM, diclorometano; EP, éter de petrleo; AcOEt, acetato de etila; MeOH, metanol; CC,

cromatografia em coluna; CCDC,

cromatografia em camada delgada preparativa.

cromatografia em camada delgada comparativa; CCDP,
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3.1.3 Isolamento e identificacdo dos compostos a partir da fragdo em CH,Cl,

A fracdo em CH)CI, foi submetida & cromatografia em coluna, eluida
inicialmente com gradiente de AcOEt em CH,Cl, e posteriormente um gradiente de
MeOH em AcOEt. Foram recolhidas 80 fragbes de aproximadamente 5 mL, as quais
foram agrupadas em doze (1-2; 3-5; 6; 7-16; 17-20; 21; 22-37; 38-40; 41-49; 50-66;
67-74; e 75-80). As fracBes foram agrupadas por semelhanca apés andlise por
CCDC. A fracao 3-5 foi submetida a cromatografia em camada delgada preparativa,
eluida trés vezes com hexano- CH,CIl, 1:1, rendendo o composto GPC1l com
rendimento de aproximadamente 0,13%. A fragcdo 22-37 foi submetida a
cromatografia em coluna, eluida com hexano-acetona nas proporgfes 8:2, 7:3, 1:1 e
3:7. Foram recolhidas 58 fracbes de aproximadamente 5 mL, as quais foram
agrupadas em dez (1-3; 4-6; 7-15; 16-26; 27-34; 35-37; 38; 39-44; 45-50; e 51-58). A
fracdo 16-26 continha uma substdncia quase pura. Parte dessa fracdo foi
recristalizada em hexano e CH,Cl,, rendendo o composto GPC2 com rendimento de

aproximadamente 17%.

Os compostos isolados foram identificados por meio de técnicas
espectrométricas (RMN *H, RMN **C, HSQC e HMBC) e também pela comparacao
com a literatura. Os espectros de RMN *H e RMN **C obtidos foram registrados em
um espectrémetro Brucker, operando a 200 MHz e a 400 MHz para hidrogénio e a
100 MHz e a 50 MHz para carbono. Os espectros HSQC e HMBC foram registrados
no aparelho operando a 400 MHz. Os experimentos foram conduzidos em
aproximadamente 0,5 mL de cloroférmio deuterado como solvente, usando-se
tetrametilsilano (TMS) como referéncia interna e ajuste da homogeneidade do

campo magnético.
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3.2 Estudos farmacoldgicos - avaliagdo da atividade antiinflamatoria

3.2.1 Drogas e reagentes

Carragenina foi adquirida da Sigma Co., e dexametasona (Decadronal®).

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico.

3.2.2 Animais

Para a realizagcdo dos experimentos foram utilizados camundongos Swiss
machos (25-35g) mantidos no Biotério Setorial do Departamento de Farmacologia,
em temperatura (22 + 2 °C) e umidade controlada (60-80%)), ciclo claro/escuro de 12
horas e com livre acesso a agua e racdo. Os experimentos foram conduzidos de
acordo com as orientacbes para os cuidados com animais de laboratério e
consideracdes éticas com os protocolos experimentais aprovados pelo Comité de
Etica e Experimentacdo Animal da Universidade Federal do Parana, sob o nimero

336.

3.2.3 Modelo de inflamacéo na bolsa de ar

O modelo de inflamacgéo na bolsa de ar foi realizado de acordo com Garcia-
Ramallo et. al. (2002), porém, com algumas adaptacbes. No dia 0, os animais
receberam uma injecdo subcutdnea de 4 mL de ar estéril no dorso. No dia 3, uma
nova injecdo de 2 mL de ar estéril dentro da bolsa pré-formada foi realizada. No dia
6, os animais foram separados em diferentes grupos: naive (animais que n&o
sofreram estimulo inflamatoério), veiculo (tween 80, concentracdo menor que 1%,

v.0.), dexametasona (0,5 mg/kg, s.c.), EEGP (30, 100 e 300 mg/kg, v.0.), DCM (50
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mg/kg, v.0.), BT (20 mg/kg, v.0.) e GPC2 (10 mg/kg, v.0.). Uma hora apds o
tratamento, 0,25 mL de uma solucéo a 0,1% de carragenina em salina foi injetada no
interior da cavidade, exceto no grupo naive, o qual recebeu uma injecédo de 0,25 mL
de salina. Quatro horas apés o estimulo inflamatoério os animais foram eutanasiados
e a bolsa foi lavada com 2 mL de PBS heparinizado (10 Ul/mL). Com o auxilio de
uma pipeta o lavado foi coletado, através de uma incisdo na bolsa.

Determinacdo do numero total de células na bolsa de ar: o niumero de
células totais no lavado foi determinado através de contagem com o auxilio de uma
camara de Neubauer sob microscopia Optica. Uma porcédo do lavado foi diluido em
liquido de Turk (1:20) e submetido a contagem.

Determinacdo do nivel de proteinas no lavado: O lavado foi centrifugado
(1.000 g por 15 minutos a 4°C) e o sobrenadante foi utilizado. O nivel protéico no
lavado foi avaliado através da reacdo de Bradford (Bradford, 1976). 10 uL do
sobrenadante foram adicionados a 200 pL de reagente de Bradford e a absorbancia
foi verificada a 595 nm. Os resultados foram interpolados a uma curva padréo de
albumina sérica bovina.

Contagem diferencial das células: Apos a centrifugacao (descrita acima) os
pellets foram ressuspendidos em 1 mL de albumina sérica bovina 3%. 100 pL de
cada amostra foram fixadas em laminas e coradas com May-Grunwald Giemsa. As
células MN e PMN foram diferenciadas de acordo com suas caracteristicas

morfolégicas. Cem células foram contadas.

3.2.4 Edema de pata induzido pela Cg

Os camundongos foram tratados com EEGP (nas doses de 30, 100 e 300

mg/kg), veiculo (1% de Tween 80, v.0.) ou, dexametasona (0.5 mg/kg, s.c.) ou com
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as fracdes BT (20 mg/kg, v.0.) e DCM (50 mg/kg, v..0.) ou como 0S compostos
isolados GPC1 (1 mg/kg, v.0.) e GPC2 (1, 3, 10 e 30 mg/kg, v.0.) obtidos de G.
polymorpha ssp. floccosa. Apés uma hora, os animais receberam uma injecéo i.pl.
de 50 uL de PBS contendo Cg (300 ug) na pata direita. Na pata esquerda foi injetado
o0 mesmo volume de PBS (controle). O aumento de volume da pata foi mensurado
com o auxilio de microbmetro digital em diferente tempos apdés o estimulo
inflamatoério. A diferenca entre a espessura das patas direita e esquerda foi

guantificada (em um) e tomada como indice de edema (Kassuya et al., 2009).

3.2.5 Atividade da mieloperoxidase (MPO)

A atividade da MPO foi determinada no tecido da pata dos animais que
receberam injecdo i.pl. de Cg. 6 horas apés a injecdo de Cg o tecido inflamado foi
removido e congelado a -70°C para posteriores processamentos e andlises. As
amostras para a medida da atividade da MPO foram preparadas como descrito por
De Young et. al. (1989). Os tecidos foram homogeneizados em 0,5 mL de tampéao
fosfato (80 mM, pH de 5,4) contendo 0,5% de brometo de hexadeciltrimetilambnio e
centrifugado 12.000 g, por 15 min, a 4 °C. 30 pL de sobrenadante das amostras
foram pipetados em uma micro placa de 96 pocos. Para o ensaio, 200 pL de uma
solugéao contendo 100 pyL PBS (80 mM, pH de 5,4), 85 pL de PBS (0,22 M, pH de
5,4) e 15 pL de peroxido de hidrogénio (0,017%) foram adicionados em cada poco. A
reacao foi iniciada pela adicdo de 20 pL de tetrametilbenzidina (18,4 mM, em 8% de
dimetilformamida). A placa foi incubada a 37 °C por 3 minutos e a reac¢ao foi parada

pela adicdo de 30 pL de acetato de sodio (1,46 M, pH de 3,0). A atividade enzimatica
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foi determinada colorimetricamente e expressa como mDO/mg proteina, sendo

utilizado um leitor de ELISA (EL808, Bio-Tek Instruments, Inc.) com filtro de 620 nm.

3.2.6 Analise estatistica

Os dados estao apresentados como média + E.P.M. A diferenca entre os
diferentes grupos foi avaliada por analise de variancia (ANOVA) de uma via seguida

pelo teste post hoc de Newman-Keuls.
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IV. RESULTADOS

4.1 Andlise fitoquimica

Inicialmente observamos que o EEGP apresentava atividade antiinflamatoria
em dois modelos animais de inflamacdo. Dessa forma, um fracionamento
biomonitorado a partir do EEGP foi realizado. O EEGP foi submetido ao
fracionamento com solventes de polaridades crescentes para a obtencdo das
fracbes BT, DCM e AcOEt (figura 4). As fracbes BT e DCM, mas néo a fragdo AcOEt
demonstraram-se eficazes nos modelos estudados. A fragdo DCM foi submetida a
novos fracionamentos para a obtencdo dos compostos GPC1 e GPC2 (figura 5).

O composto GPC1 foi isolado como cristais na forma de mica. O seu espectro
de RMN *H (figura 6A) mostrou sinais de um hidrogénio olefinico em & 5.41 (dd, 2,9;
6,7 Hz), um hidrogénio carbinélico em 6 4,52 (dd, 4,2 Hz; 10,9 Hz), um grupo acetila
em & 2,06 (s, 3 H) e oito grupos metila em 6 1,05 (d, 7,2 Hz, 3 H); 6 1,04 (s, 3 H); &
0,99 (s, 3 H); 60,94 (s, 3H); 60,93 (s, 3H); 60,91 (d, 5,9 Hz, 3H); 0,85 (s, 3 H); 6
0,76 (s, 3 H). Esses dados sao compativeis com um triterpeno acetilado.

O espectro de RMN *3C totalmente desacoplado do GPC1 mostrou 31 sinais
(figura 6B). Os sinais em 6 21,3, 81,1 e 171,0 confirmaram a presenca de um
acetato de triterpenila enquanto que os sinais dos carbonos sp? em & 116,2 e 145,4
indicaram o esqueleto bauerenol. Através da andlise dos espectros de RMN
bidimensionais (HSQC e HMBC) e comparacado com dados da literatura, 0 composto
GPC1 foi identificado como acetato de bauerenila (figura 3A), um triterpeno

previamente isolada de G. polymorpha (Farias et al., 1984; Chakravarty et al., 1998)
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O composto GPC2 foi isolado como cristais em forma de agulha. O espectro de
RMN 'H do composto GPC2 (figura 7A) apresentou sinais caracteristicos de
hidrogénios olefinicos em & 5,40 (t, 1,9 Hz; 1H), 6 5,32 (t, 1,9 Hz; 1H), 6 4,96 (sl, 1H)
e & 4,93 (sl, 1H), hidrogénios carbindlicos em 6 4,54 (tt 2,0 Hz; 7,6 Hz; 1H) e & 4,14
(t, 9,7; 1H) , varios multipletos referentes aos hidrogénios ligados aos carbonos sp?
e um sinal intenso em 6 1,17 (d, 7,8 Hz; 1H) referente a um grupo metila ligado a
carbono sp>.

O espectro de RMN *3C totalmente desacoplado do composto GPC2 (figura 7B)
mostrou a presenca de quinze carbonos, caracterizando um sesquiterpeno. Os
sinais em 6 83,7 e 179,6 indicaram a presenca de um anel lacténico. O sinal em &
73,5 indicou a presenca de um alcool secundario. Os demais sinais mostraram
tratar-se de uma lactona sesquiterpénica com esqueleto guaiano (guaianolideo).

Através da analise dos espectros HSQC e HMBC e comparacédo com dados da
literatura (Bohlmann e Chen, 1982) o composto GPC2 (figura 3B) foi identificado
como 11, 13-diidrozaluzanina C, uma lactona sesquiterpénica previamente isolada
de outras plantas, como Ainsliaea fragans (Bohlmann e Chen, 1982; Ando et al.,

1989) e isolada pela primeira vez em G. polymorpha.
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4.2 Andlise farmacoldgica — Avaliagdo da atividade antiinflamatoria

4.2.1 Efeito do EEGP nos modelos de inflamacao na bolsa de ar e edema de
pata induzido pela Cg

No modelo de inflamacdo na bolsa de ar os animais receberam o estimulo
inflamatorio (Cg) uma hora apos os tratamentos. A injecdo de Cg no interior da
cavidade promove exsudacdo (extravasamento de fluido e proteinas do espaco
intravascular para a cavidade) e migracdo de células inflamatorias (leucocitos) para
a cavidade quatro horas ap0s o estimulo. O tratamento por via oral dos animais com
EEGP (30, 100 e 300 mg/kg) inibiu significativamente (37,2+12,5, 62,6+5,0 e
54,3+6,8%, respectivamente), o numero de leucécitos que migraram para a cavidade
comparado ao grupo controle (Figura 8A). O extravasamento plasmatico também foi
inibido significativamente (47,9+12,5, 51,7+15,2 % e 60,9+13,7%, respectivamente)
comparado ao grupo controle (Figura 8B). Com relacdo aos leucécitos
mononucleares (MN) e polimorfonucleares (PMN) que migraram para a cavidade
quatro horas apés o estimulo inflamatoério, pdéde-se observar que o tipo celular
predominante no exsudado inflamatério foram os PMN. O tratamento dos animais
com EEGP nas diferentes doses inibiu significativamente a migracao tanto de PMN
guanto MN para a cavidade (figura 8C). A dexametasona, utilizada como controle
positivo, inibiu significativamente a migragédo celular e o extravasamento plasmatico
(76,7+5,5 e 63,6+12,9%, respectivamente) e também o nimero de MN e PMN que

migraram para a cavidade.
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FIGURA 8 — EFEITO DO EEGP SOBRE A MIGRACAO LEUCOCITARIA E EXTRAVASAMENTO
PLASMATICO INDUZIDO PELA Cg NO MODELO DE INFLAMACAO NA BOLSA DE AR. Os
camundongos (n=8-10) foram tratados, uma hora antes da inje¢cdo de Cg, com EEGP ( nas doses de
30, 100 e 300 mg/kg, v.0.), dexametasona (0.5 mg/kg, s.c.) ou veiculo. A cavidade foi lavada como
PBS heparinizado 4 horas apés o inicio da inflamagdo. O namero e o tipo celulares que migraram,
bem como, o extravasamento plasmatico induzido pela Cg foram analisados. A, nimero de leucécitos
gue migraram para a cavidade 4 horas apds a injecdo de Cg. Cada coluna representa o nimero de
células x 10%cavidade. B, extravasamento plasmaético foi mensurado através da reacéo de Bradford.
Cada coluna representa mg'l/100 pL de amostra, de proteina. C, contagem diferencial dos leucécitos
que migraram para a cavidade. As colunas representam o nimero de MN e PMN x 10°%cavidade. As
diferencas entre os grupos foram analisadas por andlise de varidncia (ANOVA de uma via) seguida
pelo teste de Newman-Keuls. Valores de P<0.05 foram considerados significativos. * P<0.05, **
P<0.01 e *** P<0.001. N, naive; V, veiculo; MN, células mononucleares; PMN, polimorfonucleares;
ND, néo detectado.
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O efeito antiinflamatério do EEGP foi avaliado também no edema de pata
induzido pela Cg. Uma hora apos os devidos tratamentos (EEGP, veiculo e
dexametasona), os animais receberam o estimulo inflamatorio na pata. A injecdo de
Cg promoveu um aumento na espessura da pata (formacdo de edema), que
alcancou o maximo de espessura duas horas apds o estimulo (Figura 9A). O
tratamento dos animais com EEGP (30, 100 e 300 mg/kg, v.0.) inibiram
significativamente (41,2+12,8%, 34,8+6,0% e 60,4+9,7%, respectivamente) a
formacdo de edema induzido pela Cg duas horas apds o estimulo, em relacdo ao
grupo controle, avaliando a espessura da pata inflamada como indice de edema. A
dexametasona, utilizada como controle positivo, também inibiu significativamente

(53,2+11,7%) a formacao de edema duas horas apdés a injecdo de Cg (Figura 9B).
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FIGURA 9 - EFEITO DO EEGP SOBRE O EDEMA DE PATA INDUZIDO PELA Cg EM
CAMUNDONGOS. Os animais (n=6) foram tratados com EEGP (nas doses de 30, 100 e 300 mg/kg,
p.o.), dexametasona (0.5 mg/kg, s.c.) ou veiculo. Uma hora ap6s os tratamentos, 0s animais
receberam uma injec¢édo i.pl de Cg (300 pg/pata) como estimulo inflamatorio. A, efeito do EEGP (100
mg/kg) sobre o curso temporal da formacdo de edema induzido pela Cg. B, efeito do EEGP, em
diferentes doses, sobre 0 edema de pata 2 horas apés a injecdo de Cg. Cada barra representa a
média + EPM da espessura (mm) da pata dos animais 2 horas apés a injecdo de Cg. As diferencas
entre os grupos foram analisadas por analise de variancia (ANOVA de uma via) seguida pelo teste de
Newman-Keuls. Valores de P<0.05 foram considerados significativos. * P<0.05, ** P<0.01. V, veiculo.
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4.2.2 Efeito das fracdes BT e DCM nos modelos de inflamag¢&o no bolsa de ar e
edema de patainduzida pela Cg

Para avaliar o efeito antiinflamatorio das fracbes BT e DCM sobre o
extravasamento plasmatico e migracao celular no modelo de inflamacéo na bolsa de
ar, os animais foram tratados com BT (20 mg/kg, v.0.), DCM (50 mg/kg, v.0.) e com
dexametasona ou veiculo, como descrito acima, uma hora antes da inje¢do de 0,25
mL de uma suspensao 0,1% de Cg no interior da cavidade). O tratamento dos
animais com a fracdo DCM inibiu significativamente o extravasamento plasmético e
a migracao celular (52,4+15,0 e 29,5+10,6%, respectivamente) para a cavidade
quatro horas apoés a injecdo de Cg (Figura 10A e 10B, respectivamente). Ainda, o
tratamento dos animais com a fragdo DCM inibiu significativamente o namero de
PMN que migraram para a cavidade durante a inflamacédo (Figura 10C). O
tratamento dos animais com a fracdo BT, interessantemente, inibiu
significativamente (58,2+11,2%) o extravasamento plasmatico, mas ndo a migracao
celular (leucécitos totais e PMN ou MN) para a bolsa de ar quatro horas apds o
estimulo com Cg, em relagdo ao grupo controle (Figura 10A, 10B e 10C,
respectivamente).

No modelo de edema de pata induzido pela Cg em camundongos, o tratamento
dos animais com as fragcbes BT e DCM uma hora antes do estimulo inflamatdrio,
inibiu significativamente (70,2+11,5 e 44,5£12,8%, respectivamente) a formacéo de
edema na pata dos animais duas horas apds a injecdo do agente flogistico, em
relacdo ao grupo controle. A dexametasona (controle positivo) também inibiu, de

forma significativa (88.2+8.0%) a formacao de edema (Figura 10D).
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FIGURA 10 — EFEITO DAS FRACOES BT E DCM SOBRE A INFLAMACAO INDUZIDA PELA Cg
NOS MODELOS DE INFLAMAGCAO NA BOLSA DE AR E EDEMA DE PATA. Os animais foram
tratados com BT (20 mg/kg, p.o.), DCM (50 mg/kg, p.o.), dexametasona (0.5 mg/kg, s.c.) ou veiculo
uma hora antes do estimulo inflamatério. A, efeito das fracdes sobre a infiltragdo de leucdécitos
induzido pela Cg no modelo de inflamacgéo na bolsa de ar. Cada coluna representa a média + EPM
(n=4-6) do numero de leucécitos x 10°cavidade. B, efeito das fracbes sobre o extravasamento
plasmatico induzido pela Cg. Cada coluna representa a média + EPM (n=4-6) da quantidade de
proteinas em mg™/100 pL de amostra. C, contagem diferencial dos leucécitos que migraram para a
cavidade. Cada coluna representa a média + EPM (n=4-6) do numero de MN e/ou PMN x
10%cavidade. D, efeito das fracdes sobre 0 edema de pata induzido pela Cg. Cada coluna representa
a média £ EPM (n=6) da espessura da pata (mm) dos animais 2 horas apés a inje¢do i.pl. de Cg. As
diferencas entre os grupos foram analisadas por andlise de varidncia (ANOVA de uma via) seguida
pelo teste de Newman-Keuls. Valores de P<0.05 foram considerados significativos. * P<0.05, **
P<0.01 e *** P<0.001. N, naive; V, veiculo; MN, células mononucleares; PMN, polimorfonucleares;
ND, nédo detectado.
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4.2.3 Efeito dos compostos GPC1 e GPC2 obtidos da fragdo DCM nos modelos
de inflamacao na bolsa de ar e edema de pata induzido pela Cg

Inicialmente foi realizado um teste de triagem utilizando o modelo de edema de
pata induzido pela Cg, no qual os animais foram tratados com os dois compostos
(GPC1 e GPC2) nas doses de 1 mg/kg, v.o. e 10 mg/gk, v.o., de acordo com o
rendimento dos compostos em relacdo a dose da fracdo DCM utilizada
anteriormente. O tratamento por via oral dos animais com o composto GPC2, mas
ndo com o composto GPC1l, nas doses empregadas, foi capaz de inibir
significativamente a formacdo de edema na pata dos animais duas horas apés a
injecdo de Cg. A dexametasona (controle positivo) também foi capaz de inibir a

formacdo de edema na pata dos animais (Figura 11).
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FIGURA 11 — EFEITO DO GPC1 E GPC2 SOBRE O EDEMA DE PATA INDUZIDO PELA Cg EM
CAMUNDONGOS. Os animais foram tratados com GPC1 (1 mg/kg, p.o.), GPC2 (10 mg/kg, p.o.),
dexametasona (0,5 mg/kg, s.c.) ou veiculo, uma hora antes da injecé@o i.pl. de Cg (300 pg/pata). A,
efeito do GPC1 e GPC2 sobre o curso temporal da formagéo de edema induzido pela injecdo de Cg.
B, Representacdo em colunas do efeito dos compostos GPC1 e GPC2 sobre o edema de pata
induzido pela Cg 2 horas apés a inducéo. Cada ponto ou coluna representa a média + EPM (n=6) da
espessura (mm) da pata dos animais. As diferencas entre os grupos foram analisadas por anélise de
variancia (ANOVA de uma via) seguida pelo teste de Newman-Keuls. Valores de P<0.05 foram
considerados significativos. * P<0.05, ** P<0.01. V, veiculo.
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Dessa forma, decidimos continuar avaliando a atividade antiinflamatoria do
composto GPC2 nos modelos de inflamacao na bolsa de ar e edema de pata, ambos
induzidos pela Cg.

O composto GPC2 foi, posteriormente, avaliado quanto a sua atividade
antiinflamatdria em diferentes doses (1, 3, 10 e 30 mg/kg, v.0.) no modelo de edema
de pata induzido pela Cg. O tratamento dos animais com o composto GPC2 nas
doses de 10 e 30 mg/kg, v.0. e também com dexametasona (controle positivo), uma
hora antes do estimulo inflamatério, inibiram significativamente o edema (29,5+4,8,
31,745,4 e 45,5+5,8%, respectivamente), duas horas apos a injecéo i.pl. de Cg, em
relacdo ao grupo controle (Figura 12A e 12B). 6 horas apés a injecédo i.pl. de Cg, o
tecido inflamado das patas dos animais foi removido e a atividade da enzima MPO
foi determinada como indicativo indireto da migracdo de neutréfilos para o sitio
inflamatorio. O tratamento dos animais com o composto GPC2 nas doses de 3, 10 e
30 mg/kg, p.o. e também a dexametasona inibiram significativamente (30,6+9,4, 51,3
13,4 e 54,624 e 58,2+1,9% respectivamente), a atividade da enzima MPO,
comparado ao grupo controle (Figura 12C).

No modelo de inflamacédo na bolsa de ar induzida pela Cg, o tratamento dos
animais com o composto GPC2 (10 mg/kg, v.0.) e também com a dexametasona
uma hora antes do estimulo inflamatorio, reduziu de forma significativa o
extravasamento plasmatico (51,8+11,7 e 91,0+£9,6%, respectivamente), bem como, a
migracéo celular (54,4+21,8 e 77,2+20,8%, respectivamente) quatro horas apos a
injecdo de Cg na cavidade, comparado ao grupo controle (Figura 13A e 13B). Tanto
o numero de MN quanto de PMN na bolsa de ar foi reduzido, de forma significativa,

pelo tratamento com GPC2 e dexametasona (Figura 13C).
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FIGURA 12 - EFEITO DO GPC2 SOBRE O EDEMA DE PATA E SOBRE O AUMENTO DA
ATIVIDADE DA MPO INDUZIDO PELA Cg. Os animais foram tratados com GPC2 (nas doses de 1,
3, 10 e 30 mg/kg, p.o.), dexametasona (0,5 mg/kg, s.c.) ou veiculo uma hora antes da injecao i.pl. de
Cg (300 pg/pata). A, efeito do GPC2 (10 mg/kg) sobre o curso temporal da formagédo de edema
induzido pela Cg. B, efeito do GPC2, em diferentes doses, sobre o edema de pata induzido pela Cg 2
horas apés a inducdo. Cada ponto ou coluna representa a média + EPM (n=6) da espessura (mm) da
pata dos animais. C, efeito do GPC2 sobre a atividade da enzima MPO no tecido inflamado, como
indicativo indireto da migracdo de neutrofilos, 6 horas apds a injecdo de Cg. Cada coluna representa
a média + EPM da atividade enzimética, representada em mD.O./mg de proteinas. As diferengas
entre os grupos foram analisadas por analise de variancia (ANOVA de uma via) seguida pelo teste de
Newman-Keuls. Valores de P<0.05 foram considerados significativos. * P<0.05, ** P<0.01 e ***
P<0.001. N, naive; V, veiculo.
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FIGURA 13 - EFEITO DO GPC2 SOBRE A INFILTRACAO LEUCOCITARIA E

EXTRAVASAMENTO PLASMATICO INDUZIDO PELA Cg NO MODELO DE INFLAMAGCAO NA
BOLSA DE AR. Os animais (n=8-10) fora tratados com GPC2 (10 mg/kg, p.0.), dexametasona (0,5
mg/kg, p.0.) ou veiculo uma hora antes do estimulo inflamatério. Quatro horas apés o estimulo
inflamatério as cavidades foram lavadas com PBS heparinizado. O nimero e o tipo celulares que
migraram, além do extravasamento plasmatico induzido pela Cg foram analisados. A, efeito do GPC2
sobre a migragdo leucocitaria para a bolsa de ar 4 horas apds a injecdo de Cg. B, efeito do GPC2
sobre o extravasamento plasmatico induzido pela Cg 4 horas apés a indugdo. C, efeito do GPC2
sobre a migracdo de células MN e PMN para o bolsa de ar 4 horas apds a injecdo de Cg. Cada
coluna representa a média + EPM do nimero de células/cavidade ou da quantidade de proteinas em
mg /100 pL de amostra. As diferencas entre os grupos foram analisadas por andlise de variancia
(ANOVA de uma via) seguida pelo teste de Newman-Keuls. Valores de P<0.05 foram considerados
significativos. * P<0.05, ** P<0.01 e *** P<0.001. N, naive; V, veiculo; MN, células mononucleares;
PMN, polimorfonucleares; ND, ndo detectado.
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V. DISCUSSAO

O presente estudo demonstrou que o tratamento por via oral com o EEGP,
fracbes (BT e DCM) e com o composto GPC2 isolado de G. polymorpha ssp.
floccosa reduziu de maneira significativa parametros inflamatérios como edema e
migracdo de leucadcitos induzidos pela Cg em camundongos. Estudos fitoquimicos
demonstraram a presenca do composto GPC2, uma lactona sesquiterpénica,
identificada por métodos espectroscépicos como 11, 13-diidrozaluzanina C na fracéao
DCM. Esse composto demonstrou atividade antiinflamatéria, reduzindo a formacéo
de edema, extravasamento plasmatico e migracdo celular induzido pela Cg em
camundongos. Os resultados do presente estudo sao relevantes, pois, a G.

polymorpha é utilizada na medicina popular como antiinflamatério.

O processo inflamatério € um componente presente em varias doencas
crdnicas como a asma, cancer, aterosclerose, artrite reumatoide, varias doencas
auto-imunes (diabetes mellitus tipo I, doenca de Chron, psoriase), obesidade e
doencas neurodegenerativas como doenca de Alzheimer e esclerose multipla entre
outras. Como 0s eventos patogénicos primarios dessas varias doencas nao sao
conhecidos ou bem estabelecidos, a inflamacéo € o melhor alvo”"drogavel ", ou seja,
passivel de intervencdo farmacoldgica. Embora as pesquisas busquem possiveis
causas infecciosas para doencas como esclerose mudltipla, artrite reumatdide e
aterosclerose, o processo inflamatorio comum a todas elas €, ainda, um dos
principais alvos terapéuticos. Além do mais, em determinadas ocasifes 0 processo
inflamatorio pode causar mais dano que o proprio agente invasor/agressor (Nathan,

2002).
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A busca por novas drogas antiinflamatérias é necessaria, considerando que
algumas doencas ndo sado tratadas adequadamente com o0s medicamentos
antiinflamatorios atuais e, ainda, considerando os varios efeitos adversos advindos
das principais drogas antiinflamatorias. Deve-se levar em consideracdo, também, o
aumento na incidéncia das doencas inflamatérias como a asma e muitas outras que
podem estar relacionadas ao estilo de vida moderna, principalmente em paises
desenvolvidos (Mackay, 2008). Com relacdo a descoberta e desenvolvimento de
novas drogas, as plantas ainda constituem uma importante fonte de novas drogas,
novos protoétipos e novas entidades quimicas. Um namero relativamente alto de
drogas utilizadas atualmente € derivado de produtos naturais, principalmente de
plantas, e varios compostos oriundos de produtos naturais ou derivados destes se
encontram em estudos clinicos para o tratamento de diversas patologias (Balunas e
Kinghorn, 2005; Saklani e Kutty, 2008). Saklani e Kutty (2008) descrevem um total
de 91 compostos derivados de plantas em estagio de triagem clinica até o ano de
2007 e 26 drogas oriundas de plantas e compostos derivados de moléculas oriundas
de plantas aprovadas e lancadas no mercado durante os anos de 2000 e 2006. Um
namero relativamente alto das drogas de origem natural foram descobertas a partir
de estudos quimicos e isolamento de substancias ativas de plantas utilizadas na
medicina popular (Newman et al., 2000).

O desenvolvimento de novas drogas para tratar doencas inflamatorias depende
da existéncia de modelos animais adequados para a avaliacdo desses agentes.
Embora a maioria das doencas inflamatdrias severas e debilitantes seja de natureza
cronica, modelos inflamatorios agudos séo importantes para a descoberta e triagem,

““screening " de novas drogas por serem mais simples e também reproduziveis. Os
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modelos de inflamacdo aguda também sdo adequados para a investigacdo da
transicéo do processo agudo para crénico (Sedgwick e Lees, 1986).

O processo inflamatorio induzido pela carragenina é um processo agudo, nao
imune, altamente reproduzivel e bem estudado. A carragenina quando injetada
subcutaneamente na regido plantar do animal, é capaz de produzir os sinais
cardinais da inflamacdo — edema (tumor), eritema (rubor) e hiperalgesia (maior
sensibilidade a estimulos dolorosos) — que se desenvolvem rapidamente em
decorréncia da acdo de varios mediadores pré-inflamatérios derivados do plasma ou
das células envolvidas na resposta inflamatoria. Bradicinina, histamina, serotonina,
taquicininas, fragmentos do complemento (C3a e Cba), espécies reativas de
oxigénio e de nitrogénio, mediadores lipidicos (ex. prostaglandinas e PAF), citocinas
(ex. TNF-qa, IL1-B), quimiocinas (ex. IL-8) e enzimas proteoliticas sdo exemplos dos
mediadores envolvidos na resposta do organismo frente a um estimulo inflamatério
(Morris, 2003). A inibicdo do edema induzido pela carragenina na pata dos animais
por uma determinada droga é altamente preditiva de acéo antiinflamatéria da droga
em estados inflamatérios em humanos. Foi através do modelo de edema de pata
induzido pela carragenina que pesquisadores da Merck, Sharp & Dohme
demonstraram a atividade antiinflamatéria da indometacina. Portanto, esse modelo
foi, e continua sendo importante para o desenvolvimento de novas drogas com
potencial antiinflamatoério (Morris, 2003; Willoughby, 2003)

Com o reconhecimento do importante papel dos leucdcitos tanto nos processos
inflamatorios agudos quanto nos processos inflamatorios crénicos, muita atencao
tem sido atribuida a modelos animais de inflamacdo aguda que permitam a
quantificacdo estimativa da migracdo desses leucotcitos. Os modelos animais

envolvendo cavidades como a cavidade pleural, peritoneal, e também o modelo de
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inflamacdo na bolsa de ar permitem que a migracdo celular, mediadores
inflamatorios e extravasamento plasmatico sejam quantitativamente mensurados
apo0s um processo inflamatério agudo, induzido por diferentes agentes irritantes
aplicados no interior da cavidade (Sedgwick e Lees, 1986). A bolsa de ar consiste
em uma cavidade limpa, formada por repetidas injecdes subcutanea de ar estéril no
dorso do animal (rato ou camundongo). Seis dias apds a injecdo de ar o tecido que
reveste a bolsa de ar apresenta-se similar ao tecido de revestimento sinovial.
Portanto, esse modelo simula o processo inflamatoério na cavidade sinovial (Edwards
et al., 1981).

Considerando a importancia das plantas medicinais como fonte de novas
drogas Uteis para o tratamento de diversas patologias e o envolvimento do processo
inflamatério em indmeras doencas, buscamos uma planta que fosse utilizada
popularmente para tratar condi¢cdes inflamatdrias para a realizacdo de um estudo
biomonitorado com a finalidade de isolar compostos com atividade antiinflamatéria.
G. polymorpha ssp. floccosa, conhecida popularmente como “"cambara ™, e utilizada
na medicina popular para tratar afeccées do trato respiratério e condicbes
inflamatorias, foi escolhida. Um estudo realizado no ano de 2000 relata a atividade
antiinflamatoria (antiedematogénica) do extrato hidroalcodlico das folhas de um
exemplar de G. polymorpha, espécie nao identificada (Moreira et al., 2000). Outros
fatores que contribuiram para a escolha dessa planta, alem do uso na medicina
popular e escassez de estudos farmacologicos, foi a grande variabilidade quimica
encontrada em exemplares de G. polymorpha oriundos de diferentes lugares.

Inicialmente avaliamos a atividade antiinflamatéria do EEGP (extrato etandlico
de G. polymorpha) nos modelos de edema de pata induzido pela Cg e inflamacgao

na bolsa de ar, também induzido pela Cg onde o pré-tratamento dos animais com o
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EEGP inibiu a formacéo do edema e a migracao de leucdcitos pro sitio inflamatorio,
respectivamente. Esses resultados sugeriram que 0 extrato apresenta atividade
antiinflamatdria. No entanto, ndo se pode concluir que o cha e/ou o xarope das
folhas, flores e cascas do tronco - formas nas quais a G. polymorpha é utilizada na
medicina popular — apresenta atividade antiinflamatoria, uma vez que utilizamos o
extrato etandlico. Porém, a atividade antiinflamatoria do EEGP é um indicio de uma
possivel atividade antiinflamatéria da planta nas formas utilizadas na medicina
popular. Contudo, fica evidenciada a importancia do conhecimento
etnofarmacoldgico para a selecdo de plantas como fontes de extratos, fracdes e
compostos isolados dotados de atividade biolégica. O EEGP foi submetido,
posteriormente, a um fracionamento com solventes de diferentes polaridades,
rendendo as fragbes em AcOEt, CH.Cl, (DCM) e BUOH (BT). As trés fracdes foram
avaliadas nos mesmos modelos animais de inflamacdo. A fracdo AcOEt néo
demonstrou atividade antiinflamatoria na dose empregada. As fracbes DCM e BT
demonstraram atividade antiinflamatéria nas doses empregadas, cuja escolha foi
determinada de acordo com o rendimento das fracdes e calculadas em relacdo a
dose de 100 mg/kg de EEGP. A fracdo BT inibiu significativamente a formacéo de
edema no modelo de edema de pata induzido pela Cg e o extravasamento
plasmatico induzido pela Cg no modelo de inflamacéo na bolsa de ar, porém, nao
inibiu a migracdo de leucocitos para a cavidade. De interesse, a fragdo BT exibiu um
perfil de atividade semelhante aos AINEs, que sé&o capazes de inibir o edema sem,
contudo, inibir a migracéo celular durante o processo inflamatério. A fracdo DCM
também inibiu a formacéo de edema induzido pela Cg e extravasamento plasmatico
induzido pela Cg no modelo de inflamacao na bolsa de ar. Diferentemente da fracao

BT, a fracdo DCM foi capaz de inibir a migracdo de leucécitos no modelo de
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inflamacédo no bolsa de ar induzido pela Cg. Esses dados sugerem que ambas as
fracbes contém compostos biologicamente ativos responsaveis pela atividade
antiinflamatoria.

Por conseguinte, devido a acdo da fracdo DCM frente a resposta
edematogénica e também a migracdo celular, conduzimos nosso estudos com esta
fracdo. A fracdo DCM foi submetida a fracionamentos originando dois compostos
isolados que, por meio de técnicas espectrométricas, foram identificados como
acetato de bauerenila (GPC1), um triterpeno previamente isolada de G. polymorpha
(Farias et al.,, 1984); e 11, 13-diidrozaluzanina C uma lactona sesquiterpénica
previamente isolada de outras plantas, como Ainsliaea fragans Champ. (Bohlmann
e Chen, 1982; Feng et al., 2009) e isolada pela primeira vez em G. polymorpha.
Somente o GPC2 demonstrou atividade antiinflamatéria no modelo de edema de
pata induzido pela Cg. O GPC1, na dose empregada, nao foi eficaz, no entanto, tal
resultado ndo caracteriza a auséncia de atividade do composto em maiores doses.
Posteriormente a atividade antiinflamatoria do GPC2 foi avaliada novamente no
modelo de edema de pata induzido pela Cg e também no modelo de inflamacao na
bolsa de ar. O GPC2 inibiu a formacéao de edema induzido pela Cg e a atividade da
MPO no tecido inflamado. A MPO €é uma enzima presente principalmente nos
neutrofilos, portanto, o aumento na atividade da MPO é um indicativo indireto da
presenca de um maior numero de neutroéfilos no tecido inflamado. Corroborando com
os achados no modelo de edema de pata, e com a reducao da atividade da MPO, o
GPC2 reduziu significativamente o extravasamento plasmatico e a migragéo celular
induzido pela Cg no modelo de inflamagao na bolsa de ar.

O composto GPC2 é uma lactona sesquiterpénica. Os sesquiterpenos,

pertencem a uma classe de metabdlitos secundarios conhecido genericamente
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como terpendides, no qual se inclui também, além dos sesquiterpendides, que
apresentam 15 atomos de carbono em suas moléculas, os monoterpendides, 0s
diterpendides e triterpendides que apresentam 5, 20 e 30 atomos de carbono em
suas moléculas, respectivamente (Salminen et al., 2008). As lactonas
sesquiterpénicas, sdo encontradas quase que exclusivamente em plantas da familia
Asteraceae, mas também ocorrem de maneira esporadica em outras familias de
angiospermas (Seaman, 1982; Neerman, 2003). Geralmente, as lactonas
sesquiterpénicas sdo substancias incolores, amargas, relativamente estaveis e
lipofilicas. Com base nas diferencas do esqueleto carbociclico, esses compostos sao
classificados em quatro grupos: germacranolidos (anel de dez membros),
guaianolidos (um anel de cinco membros e um anel de sete membros fundidos entre
si), pseudoguaianolidos e eudesmanolidos (dois anéis de seis membros fundidos
entre si) (Yoshioka et al., 1973; Neerman, 2003). O GPC2 é um guaianolido,
caracterizado pela presenca de um anel de sete carbonos conjugado com um anel

de cinco carbonos.

As atividades farmacoldgicas de algumas plantas, especialmente da familia
Asteraceae sdo atribuidas ao seu conteudo de lactonas sesquiterpénicas como
mikanolideo, helenalina, partenolideo, e artemisina (Valerio et al., 2007). De fato, as
lactonas sesquiterpénicas podem apresentar uma variedade de atividades, incluindo
atividade antimicrobiana, antiviral e antitumoral (Chen et al., 1994; Meshnick, 2002;
Perretti e Getting, 2003). Varios extratos de plantas ricos em lactonas
sesquiterpénicas tem suscitado consideravel interesse para o tratamento de diversas

patologias (Ghantous et al., 2010).

Mais de 7.000 compostos sesquiterpénicos foram descritos e caracterizados,

sendo as lactonas sesquiterpénicas as substancias mais frequentemente
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encontradas em produtos naturais utilizados na medicina popular. Os
sesquiterpendides sdo conhecidos inibidores da via de sinalizacdo do NF-kB.
Exemplos de lactonas sesquiterpéncias encontradas em plantas medicinais sdo o
partenolideo, presente na Tanacetum parthenium, planta utilizada na medicina
popular para tratar enxagqueca e desordens inflamatorias como a artrite; a helenalina
A, presente na Arnica flos; costunolideo, encontrado na Saussurea CcoOsStus;
artemisina, presente na Artemisia annua; e seu derivado artemisolideo; ergolideo e
nepalolideo sdo outros exemplos (Salminen et al., 2008). Outras lactonas
sesquiterpénicas isoladas de plantas utilizadas na medicina popular como a
Montanoa hibiscifolia e a Viguiera gardneri sdo capazes de inibir o NF-kB. Lactonas
sesquiterpénicas isoladas das flores de Arnica spp foram responséaveis pela inibicdo
da ativacdo do NF-kB, NF-AT (fator nuclear de células T ativadas) e inibicdo da

liberacdo de TNF-a e IL-1. (Talhouk et al., 2007).

Interessantemente, lactonas sesquiterpénicas estruturalmente similares ao
GPC2, como a 8a - hidroxi-11a,13- diidrozaluzanina C, zaluzanina-C and estafiatona
também inibem a via de sinalizacdo do NF-kB e, dessa forma, apresentam atividade
antiinflamatéria. A zaluzanina C e a esteafitona foram isoladas da Ainsliaea
acerifolia, uma planta utilizada como antipirética, analgésica e antiinflamatéria na
medicina popular coreana. Os estudos com esses compostos revelaram que eles
sdo capazes de inibir a ativagdo do NF-kB. Os pesquisadores mostraram que 0S
dois compostos inibem a expressdo das enzimas INOS e COX-2 em macréfagos
RAW 264.7 estimulados com LPS por meio da inibicdo da degradacdo do kB e,

consequentemente, inibicdo da ativacdo do NF-kB (Shin et al., 2005).
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Outros analogos do GPC2 como a 8a-hidroxi-11a,13-diidro-3p-0O-B-D-
glucozaluzanina C, a 8a-hidroxi-11a,13-diidrozaluzanina C, a 3a-hidroxi-114,13-
diidro-8a-O-B-D-glucozaluzanina C, a 3pB-hidroxi-11,13-diidro-8a-O-p-D-
glucozaluzanina C, e a 3p-O-B-D-glucozaluzanina C, inbiem a COX-1 e COX-2 in
vitro (Wang et al., 2009). A COX-1 e COX-2 sédo os alvos farmacolédgicos dos
AINEs, amplamente utilizados clinicamente para o tratamento de condi¢cdes

inflamatorias.

Nenhum estudo demonstrando o potencial antiinflamatério, bem como outras
atividades bioldgicas da lactona sesquiterpénica 11, 13-diidrozaluzanina C, isolada
anteriormente de Ainsliaea fragrans Champ. por Feng e colaboradores (Feng et al.,

2009), foi encontrado nos bancos de dados analisados.

Com base nos resultados encontrados e nos dados da literatura que atribuem
uma atividade inibidora da via de sinalizacdo do NF-kB aos terpendides e, também,
com base na atividade inibidora da degradacdo do IkB e, consequentemente,
inibicdo do NF-kB por lactonas sesquiterpénicas estruturalmente similares ao GPC2,
especulamos que o GPC2 possa atuar de tal forma, inibindo essa via de sinalizagao
e, conseglentemente, diminuindo a expressdo de genes codificadores de proteinas
pré-inflamatérias. Como mencionado acima, compostos analogos ao GPC2 exibiram
atividade inibidora das enzimas COX-1 e COX-2, no entanto, somente a inibicdo
dessas enzimas metabolizadoras do AA nédo explicaria a inibicdo da migragcéo de
leucdcitos para o foco inflamatério que pbéde ser observado com o tratamento dos
animais com o GPC2 nos modelos de edema de pata e inflamacéo na bolsa de ar
ambos induzido pela Cg. E sabido que o processo de migracdo celular durante o

processo inflamatoério depende da expressédo de moléculas de adesédo na superficie
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das células endoteliais e, que esse processo € governado pela ativacdo de fatores
de transcricdo como o NF-kB, AP-1 entre outros, que modulam a transcricdo génica.
Contudo, esse mecanismo proposto trata-se de especulacdo, e novos trabalhos

devem ser realizados para a elucidacédo do mecanismo de acdo desse composto.
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VI. CONCLUSAO

O extrato etandlico das cascas do tronco de G. polymorpha ssp floccosa

possui atividade antiinflamatoria nos modelos animais de inflamacéo estudados.

O fracionamento biomonitorado do EEGP resultou na obtencdo de duas
fracOes dotadas de atividade antiinflamatoéria, nas doses preconizadas. As fracdes
BT e DMC nas doses de 20 mg/kg e 50 mg/kg, respectivamente, demonstraram-se
eficazes em inibir os parametros inflamatérios avaliados. A fragdo AcOEt néo
demonstrou atividade na dose utilizada. A fragcdo BT inibiu a formacdo de edema
induzido pela Cg e o extravasamento plasmético no modelo de inflamag&o induzido
pela Cg, porém, ndo inibiu a migragcdo de leucdcitos para o foco inflamatorio,
mostrando um perfil similar aos AINEs. A fragcdo DCM inibiu todos os parametros

inflamatoérios

O GPC2 inibiu o edema de pata induzido pela Cg nas doses de 10 e 30
mg/kg. A atividade da MPO também foi inibida pelo GPC2 nas doses de 3, 10 e 30
mg/kg. No modelo de inflamag&o na bolsa de ar o GPC2, na dose de 10 mg/kg,
inibiu 0 extravasamento plasméatico e a migragdo celular para o foco inflamatério. O
GPC1 na dose de 1 mg/kg nao foi eficaz no modelo de edema de pata, contudo, néo

se pode concluir que esse composto carece de atividade biologica.

O GPC2 é uma lactona sesquiterpénica. Esses compostos sédo conhecidos
inibidores da via de sinalizacdo do NF-kB. Dessa forma, especulamos que o GPC2
possa atuar de tal maneira, porém, estudos devem ser realizados para elucidar essa

hipotese.
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