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RESUMO

MOREIRA, M. R. A.Avaliacdo da atividade anti-inflamatoria dos extratos
de Terminalia argentea Mart. & Succ e Anadenanthera colubrina var.
colubrina (Benth.) Brenan. 2017. 72f. Dissertacdo (Mestrado). Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo
Preto, 2017.

A Terminalia argentea Mart. & Succ e a Anadenanthera colubrina var.
colubrina (Benth.) Brenan, popularmente conhecidas como capitdo do campo e
angico vermelho respectivamente, sdo usadas na medicina tradicional para o
tratamento de doencas inflamatérias do trato respiratorio. Este estudo avaliou a
toxicidade e o efeito anti-inflamatorio dos extratos hidroalcodlicos de T. argentea e A.
colubrina var. colubrinain vitro e in vivo. Empregando macréfagos da linhagem
J774.1 mostramos que ambos 0s extratos nas concentracdes de 31,25; 62,5; 125;
250; 500 ou 1000 pg/mL ndo séo toxicos. Além disso, empregando células J774.1
estimuladas com LPS antes ou depois da adicdo dos extratos (protocolo preventivo
ou terapéutico) encontramos que 0s mesmos reduziram significativamente a
producéo de NO, IL-6, TNF-a e IL-13, mas aumentaram a de IL-10, por mecanismo
dependente da inibicdo da ativacdo de NF-kB. Empregando camundongos C57BL/6
e dois protocolos para avaliar toxicidade in vivo, o TG 423 (OECD, 2001) e o
preconizado pela ANVISA (2013), encontramos que nas doses unicas de 300, 2000
e 5000 mg/kg, ou doses repetidas de 300 e 1000 mg/kg, nenhum dos extratos foi
toxico in vivo. Quando avaliamos a atividade anti-inflamatoria in vivo, empregando o
modelo de bolha de ar inoculadas com LPS e tratadas localmente com os extratos
nas doses de 5, 60 e 300 mg/kg, observamos que tanto o extrato hidroalcodlico
de T. argentea como o de A. colubrina var. colubrina, na dose de 300 mg/kg,
reduziram o recrutamento celular e a producdo de citocinas inflamatdrias, mas
aumentaram a producdo de IL-10. Nossos dados nos permitem concluir que 0s
extratos hidroalcodlicos de T. argentea e A. colubrina var. colubrina sdo anti-
inflamatoérios e apresentam potencial para serem empregados no desenvolvimento
de novos farmacos anti-inflamatorios.

Palavras-chave: Terminalia argentea, Anadenanthera colubrina, inflamagéo,
macrofagos, anti-inflamatorios.



ABSTRACT

MOREIRA, M. R. A. Evaluation of the anti-inflammatory activities of the extracts
of Terminalia argentea Mart. & Succ and Anadenanthera colubrina var.
colubrina (Benth.) Brenan. 2017. 72p. Dissertation (Master). Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo
Preto, 2017.

The Terminalia argentea Mart. & Succ and the Anadenanthera colubrina var.
colubrina (Benth.) Brenan, commonly kwon as capitao do campo and angico
vermelho, are used in the traditional medicine for the treatment of inflammatory
diseases of the respiratory tract. This study evaluated the toxicity and the anti-
inflammatory effect of the hydroalcoholic extracts of T. argentea and A. colubrina var.
colubrina in vitro and in vivo. Using macrophages of the cell line J774.1 it was shown
that both extracts in the concentrations of 31,25; 62,5; 125; 250; 500 or 1000
ug/mL are not toxic. Moreover, by using J774.1cells stimulated by LPS before or after
the addition of the extracts (preventive or therapeutic protocol) it was detected that
both reduced significantly the production of NO, IL-6, TNF-a and IL-18, but increased
the one of IL-10 by a mechanism dependent on the inhibition of the activation of NF-
kB. While using C57BL/6 mice and two protocols to evaluate the in vivo toxicity, the
TG 423 (OECD, 2001) and the one recommended by ANVISA (2013), it was found
that neither in the single doses of 300, 2000 or 5000 mg/kg, nor in the repeated
doses of 300 or 1000 mg/kg the extracts were toxic in vivo. When the anti-
inflammatory activity is evaluated in vivo by using the inoculated by LPS air bubble
model and treated locally with the extracts in the doses of 5, 60 or 300 mg/kg it was
possible to observe that both, the hydroalcoholic extract of T. argentea and the A.
colubrina var. colubrina in the dose of 300 mg/kg, have decreased the cell
recruitment and the production of inflammatory cytokines but have increased the
production of IL-10. These data allow the conclusion that the hydroalcoholic extracts
of T. argentea and A. colubrina var. colubrine are anti-inflammatory and have
potential to be used in the production of new anti-inflammatory medicines.

Key-words: Terminalia argentea, Anadenanthera colubrina, inflammation,
macrophages, anti-inflammatory.



RESUMEN

MOREIRA, M. R. A. Evaluacion de la actividad anti-inflamatoria de los extractos
de Terminalia argentea Mart. Y Succ y Anadenanthera colubrina var. colubrina
(Benth.) Brenan. 2017. 72f. Dissertacion (Master). Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Ribeirdao Preto - Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2017.

La Terminalia argentea Mart. Y Succ y Anadenanthera colubrina var. colubrina
(Benth.) Brenan, conocido popularmente como capitan del campo y angico rojo,
respectivamente, se utilizan em la medicina tradicional para el tratamiento de
enfermedades inflamatorias del tracto respiratorio. Este estudio evalud la toxicidad y
el efecto anti-inflamatorio de extractos hidroalcohdlicos T. argentea y A. colubrina
var. colubrina in vitro y in vivo. EI empleo de linea del macréfagos J774.1 mostroé que
ambos extractos en concentraciones de 31,25; 62,5; 125; 250; 500 o 1.000 pg/ml no
son toxicos. Ademas, utilizando células J774.1 estimuladas con LPS antes o
después de la adicion de los extractos (protocolo preventivo o terapéutico)
encontraron que reducen significativamente la produccion de NO, IL-6, TNF- a e IL-
1B pero aumentd IL-10 por un mecanismo de inhibicion dependiente de NF-kB. El
uso del protocolos y C57BL/6 para evaluar la toxicidad in vivo, TG 423 (OCDE,
2001) y recomendado por ANVISA (2013), encontré que en dosis Unicas de 300,
2.000 o 5.000 mg/kg o dosis repetidas de 300 o 1000 mg/kg, ninguno de los
extractos era toxico in vivo. Al evaluar la actividad anti-inflamatoria in vivo, utilizando
el modelo de burbuja de aire inoculados localmente con LPS y tratados con los
extractos en dosis de 5, 60 o 300 mg/kg, se observd que tanto el extracto
hidroalcohdlico de T. argentea como A. olubrina var. colubrina a una dosis de 300
mg/kg redujo el reclutamiento de células y la produccion de citoquinas inflamatorias,
pero aumento la produccion de IL-10. Nuestros datos nos permiten concluir que los
extractos hidroalcohdlicos de T. argentea y A. colubrina var. colubrina son anti-
inflamatorios y tienen potencial para ser utlizado en el desarrollo de nuevos
farmacos anti-inflamatorios.

Palabras clave: Terminalia argentea, Anadenanthera colubrina, inflamacién,
macrofagos, anti-inflamatorias.
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1.1 Inflamacgéo

A inflamacdo é um processo fisiopatoldégico que pode ser reversivel ou
irreversivel, agudo ou crénico ou ainda 6rgdo especifico como na asma (VANE &
BOTTING, 1987). A inflamacdo pode ser desencadeada por varios estimulos ndo
especificos (agentes infecciosos, quimicos e fisicos) ou especificos (interagédo
antigeno-anticorpo e resposta imune). Eventos caracteristicos acontecem nos
tecidos vascularizados e sédo responsaveis pelos sinais classicos da inflamacéao:
rubor, calor, dor, tumor e perda de funcdo (VANE & BOTTING, 1998; GILROY et al.,
2004). Assim a reacdo inflamatoria pode ser definida como uma resposta da
microcirculacdo a um estimulo, resultando no extravasamento de fluidos e formacéo
do edema, e no recrutamento de leucdcitos. Estes eventos sdo desencadeados por
diferentes mediadores que se originam do plasma ou de células locais, e que podem
ser ampliados ou modificados por produtos liberados de leucocitos que migraram
para o local da inflamacdo. Os principais mediadores envolvidos nas alteracdes
vasculares podem ser de origem celular como histamina, prostaglandinas (PGs) E; e
I, (PGE, e PGIly), leucotrienos (LT), fator ativador de plaquetas (PAF), fator de
necrose tumoral alfa (TNF- a), quimiocinas e éxido nitrico (NO), ou derivados
diretamente do plasma, como a bradicinina, proteinas do complemento (ex. C3a,
Cba), fatores do sistema de coagulacao e/ou sistema fibrinolitico (GILROY et al.,
2004; NEWTON & DIXIT, 2012; BUCKLEY et al., 2013).

As PGs, LTs e lipoxinas (LXs) sdo derivados do metabolismo do &cido
araquidénico (AA), e denominados conjuntamente como eicosanoides. O AA é um
acido graxo poli-insaturado, esterificado nos fosfolipidios que compfe a membrana
celular., O AA ¢é liberado dos fosfolipidios da membrana celular por acéo
principalmente da enzima fosfolipase A2 (PLA2) que é ativada por diversos
estimulos quimicos, fisicos e mecéanicos ou por outros mediadores (p. ex. C5a). Uma
vez liberado o AA é metabolizado por trés principais vias enziméaticas, a via das
cicloxigenases (COX-1 e COX-2), a via das lipoxigenases (5-LOX, 12-LOX e 15-
LOX) e a da via da P450 epoxigenase. Os produtos da via das COX sao as PGE_,
PGD,, PGFy,, PGI, e tromboxano A, (TXA,), enquanto os produtos da via das LOX,
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como da 5-LOX a sdo 0s LTAy, LTBy4, LTC4, LTD4 e LXs. Como mencionado acima,
as PGs podem ser metabolizadas por duas isoformas enzimaticas, a COX-1 e COX-
2 (PETERS-GOLDEN & BROCK, 2000). A COX-1 é expressa constitutivamente em
véarios tecidos e contribui para a manutencdo de algumas funcdes fisiologicas. A
COX-2 (induzivel) tem sua expressdo altamente aumentada em resposta aos
estimulos inflamatérios (citocinas e patdégenos). Os eicosanoides afetam varios
eventos na microcirculacdo, incluindo coagulacéao, fibrindlise, reatividade e controle
do fluxo sanguineo vascular, permeabilidade vascular, adesdo e migracao
leucocitaria, controle local das func¢des das células do sistema imunolégico. Por
exemplo, as PGE, e PGI,; induzem vasodilatacdo, potencializam o aumento da
permeabilidade vascular e os efeitos quimiotaticos de outros mediadores. A PGE,
induz febre e dor nos processos inflamatorios e infecciosos (CREMINON et al., 1995;
VANE & BOTTING, 1995; YI et al.,, 2016). Os LTC,4 LTD, e LTE, induzem
vasoconstricdo e aumento da permeabilidade vascular em regides venulares (FUNK,
2005) e recrutam eosindfilos (FACCIOLI, et al.,, 1991). O LTB; € um potente
mediador quimiotatico promovendo adesdo e migracdo de leucdcitos (GOETZL &
PICKETT, 1981; FACCIOLI et al.,, 1991), aumentam a fagocitose e a morte de
microorganismos (MANCUSO et al., 1998), regulam a producéo de IL-13 e o edema
pulmonar (ZOCCAL et al.,, 2016). O TXA, induz vasoconstricdo e promogdo da
agregacao plaguetéria (GERRISTEN, 1996). As LXs foram os primeiros mediadores
quimicos reconhecidos que apresentam acdo anti-inflamatéria e atuam como
agonistas em receptores especificos para regular respostas celulares que
contribuem para resolucdo da inflamacéo (RAMSTEDT et al., 1985; SERHAN et al.,
2015). As LXs estimulam a quimiotaxia e aderéncia dos mondcitos sem causar
desgranulacdo ou liberacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) (WU et al.,
2012), contribuindo para a recuperagéo do tecido lesado (PERRETTI et al., 2002;
SOUZA et al., 2003).

Os mediadores inflamatérios que coordenam a resposta inflamatoéria
podem ser induzidos por sinais oriundos da interacdo entre agentes indutores e
receptores especificos presentes na superficie celular. Estes receptores
especializados da resposta imune inata sdo conjuntamente chamados de receptores
de reconhecimento de padrdes moleculares (ou PRRS) e 0s mesmos reconhecem

padrées moleculares associados a patéogenos (PAMPs) (MOLLER, et al., 2005),
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padrées moleculares associados a danos (DAMPSs) (ZHENG et al., 2013), padrées
moleculares associados a venenos ou toxinas (VAMPS) (ZOCCAL et al., 2014), entre
outros. Como resultado ocorre a producéao de um conjunto especifico de mediadores
gue por sua vez, alteram os estados funcionais dos tecidos, de forma a permitir a
adaptacao do hospedeiro a presenca do agente agressor (MEDZHITOV, 2007). Nas
infeccbes bacterianas, por exemplo, o reconhecimento de patégenos pelos
receptores do sistema imune inato, tais como receptores semelhantes ao Toll (toll-
like receptors ou TLRs) e receptores NOD-like (proteina de oligomerizacdo do
dominio de ligacdo a nucleotideos) (NLRs) desencadeia uma resposta especifica,
mediada por macréfagos e mastécitos residentes nos tecidos, levando a producao
de quimiocinas, citocinas, aminas vasoativas, eicosanoides e derivados de cascatas
proteoliticas (FITZGERALD & O'NEILL, 2000; FRITZ et al., 2006; MATHEWS et al.,
2008; CLAES et al.,, 2015). O efeito principal e imediato destes mediadores é
provocar um exsudado inflamatério no local, contendo proteinas do plasma e
leucécitos (CLAES et al.,, 2015). Quando no local da inflamacédo, os neutréfilos e
macréfagos recrutados sdo ativados, quer por contato direto com 0s agentes
patogénicos ou através do estimulo de citocinas secretadas por células residentes, e
liberam espécies reativas de oxigénio (ROS), 6xido nitrico (NO), espécies reativas
de nitrogénio, proteinase 3, catepsina G e elastase ou ainda, mais citocinas, além de
fagocitarem (e matarem o0 agente agressor, no caso de microrganismos)
(MANTOVANI et al., 2004; EDWARDS et al., 2006; WU, 2012; YAMAMOTO et al.,
2012).

O recrutamento de neutréfilos, eosindéfilos, macréfagos e linfocitos para o
foco inflamatério € um fenbmeno complexo que depende da natureza do estimulo,
dos mediadores quimiotaticos liberados e da expressdo de moléculas de adesao
(SPERTINI, 1996; ARCANGELI et al., 2013). As moléculas de adeséao celular (CAM)
sao glicoproteinas expressas na membrana celular, e medeiam o contato entre duas
células ou entre células e a matriz extracelular e tém participagdo essencial na
regulacédo da inflamacgé&o e resposta imune. A migracao de leucécitos ocorre atraves
de interagOes especificas com o endotélio vascular, sendo o rolamento, a adeséo e
a transmigracdo mediados por: 1) moléculas de adeséo do tipo selectinas expressas
em plaquetas (P-selectina), em leucécitos (L-selectina) e no endotélio (E-selectina);

2) moléculas de adesdo do tipo integrinas expressas em linfécitos (LFA-1) e em
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macréfagos (Mac-1 e 3); a molécula de adeséo de células endoteliais plaquetérias-1
(PECAM-1) controla a localizacdo de proteinas juncionais tais como VE-caderina e
B-catenina e medeia 0 extravasamento de leucdécitos nos locais de inflamacéo e a
superfamilia das imunoglobulinas (VLA-4), molécula de adesao intercelular (ICAM-1)
e molécula de adeséao vascular (VCAM-1) (ARCANGELI et al., 2013; VESTWEBER,
2015; CHISTIAKOQV et al., 2016). As citocinas e outros mediadores inflamatérios
influenciam no namero e na expressao das CAM (MCEVER, 2015), e assim regulam
o recrutamento celular. Os macréfagos desempenham papel essencial na regulagéo
do processo inflamatério em véarias condigbes fisiolégicas e patologicas
(MANTOVANI et al.,, 2004). Os macrofagos sdo fenotipicamente heterogéneos,
tendo diversas funcdes em diferentes tecidos (EDWARDS et al., 2006). Estudos
demonstram que a interacdo de macrofagos com citocinas especificas pode
determinar seu fendtipo funcional (LIAMINA et al., 2012), enquanto outros
descrevem gue os macréfagos podem ser continuamente alterados a medida que o
ambiente muda (STOUT & SUTTLES, 2004; PORCHERAY et al., 2005; YU et al.,
2016).

Os macrofagos desempenham papel importante nas funcdes
imunologicas, pois participam de diferentes mecanismos patologicos e
homeostéaticos. De acordo com o estado de ativacdo, os macréfagos podem ser
referidos como Tipo | (M1 ou ativados pela via classica) e Tipo Il (M2 ou ativados
pela via alternativa) (MANTOVANI et al., 2002). A ativacdo de M1 se da em resposta
ao LPS e IFN-g e é caracterizado pela producdo de IL-12, IL-23 (SICA &
MANTOVANI, 2012) e pela alta capacidade de apresentar antigenos e produzir
fatores que promovem a proliferacdo e atividade de células T. Assim, os macrofagos
M1 sdo células efetoras potentes que combatem microorganismos, apresentam
antigenos e produzem grande quantidade de NO, espécies reativas de oxigénio e
citocinas pro-inflamatorias, tais como, TNF-a, IL-6 e IL-1p (MOSSER, 2003; BIWAS
& MANTOVANI, 2010). A ativacdo de M2 ocorre apds a exposicdo a hormonios
glicocorticoides e interleucinas como IL-4, IL-10 e IL-13. Estas células produzem
fatores que suprimem a proliferacdo e ativacdo de células T e sdo adaptadas a
eliminacdo de restos celulares, reparacdo e remodelacdo de tecidos lesados
(MOSSER & EDWARDS, 2008; BIWAS & MANTOVANI, 2010; NORRIS & DENIS,

2014). Substancias como o lipopolissacarideo (LPS), um componente estrutural da
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parede de bactérias gram-negativas podem ativar macréfagos (MIZUGUCHI et al.,
1982). Apo6s o estimulo com LPS, os macréfagos produzem mediadores
inflamatorios via ativacao de varias vias de sinalizacéo intracelular, incluindo a via do
fator nuclear-kB (NF-kB) e a via da proteina ativadora 1 (AP-1). O NF-kB e AP-1 séo
fatores de transcricdo que se translocam para o nucleo e induzem a expressao de
genes inflamatorios, importantes para a producdo de mediadores pro- inflamatorios
como IL-1B e IL-6, TNF-a, PGE,, ROS, e NO (RENIER et al., 1994; HAYDEN &
GHOSH, 2004). Assim, mediadores liberados de macrofagos sdo essenciais para
inducao, regulacéo e inibicdo da resposta inflamatéria (MANTOVANI et al., 2004), e
contribuem para ativacao celular autécrina, paracrina e/ou enddécrina, promovendo e
ativando suas funcbes efetoras, como fagocitose e atividade microbicida
(EDWARDS et al., 2006).

1.2 Plantas medicinais

O uso de plantas medicinais € uma pratica desenvolvida pelo homem ha
milénios, para o tratamento, cura e/ou prevencao de diversas enfermidades. A maior
fonte sobre plantas medicinais € 0 uso popular, sendo importante para a busca de
plantas com potencial atividade terapéutica (VANE & BOTTING, 2003; CALIXTO,
2005). O conhecimento do uso tradicional de produtos naturais contribuiu, e tem
contribuido, para o desenvolvimento de farmacos utilizados pela medicina, e 0 uso
de produtos naturais é certamente uma das estratégias mais bem sucedidas para a
descoberta de novos farmacos (GILROY et al., 2004; CALIXTO, 2005). A grande
diversidade quimica das plantas permite o0 isolamento de metabdlitos
farmacologicamente relevantes, sendo que muitos farmacos foram desenvolvidos,
direta ou indiretamente destas fontes naturais, especialmente para o tratamento de
inflamacédo, cancer entre outras doencas. Entre estes farmacos podemos citar a
aspirina (Salix alba), Acheflan® (Cordia verbenécea) e a Catuama® (associacdo das
plantas Trichilia catigua, Paullinia cupana, Ptychopetalum olacoides e Zingiber
officinale Rosa (VANE, 1987; CALIXTO et al., 2001). Assim, as plantas medicinais
sdo fontes de metabdlitos secundarios, muitos de grande valor agregado devido as
suas potenciais aplicagbes como medicamentos, cosméticos, alimentos,

agroquimicos fitofarmacos, fitoterapicos (ou fitomedicamentos), ou medicamentos
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industrializados constituidos exclusivamente de material vegetal (CALIXTO et al.,
2001). Entre as plantas medicinais usadas popularmente existem aquelas utilizadas
para tratamento de doencas inflamatorias, alérgicas, para o alivio da dor, do edema
e da febre (CELOTTI & LAUFER, 2001; BARNES et al., 1998; AKKOL et al., 2012).
Estudos em laboratério tém identificado os compostos ativos responsaveis por estes
efeitos. Entre eles, podemos citar o 4cido elagico, presente na Lafoensa pacari, que
€ uma arvore do cerrado brasileiro, e que tem acdo anti-inflamatoria, analgésica e
anti-edematogénica (ROGERIO et al., 2006).

Entre os farmacos anti-inflamatérios estdo aqueles néo esteroidais (FAINES)
e 0s esteroidais como o0s glicocorticoides, que sdo 0s principais medicamentos
antiflogisticos conhecidos. Os glicocorticoides sdo muito usados para a supressao
da inflamac&o nas doencas inflamatdrias crénicas (BARNES et al. ,1998), sendo os
FAINEs mais utilizados como antipirético e analgésico, por inibirem as enzimas
COX-1 e COX-2 (MARNETT, 2009). Os FAINES formam um grupo heterogéneo de
compostos quimicamente nao relacionados, mas com efeitos terapéuticos similares:
anti-inflamatério, antipirético e analgésico (VANE & BOTTING, 1998; SOUSA, et al,
2013). O mecanismo de acao dos glicocorticoides € de amplo espectro, pois inibem
genes que codificam citocinas inflamatérias, moléculas de adeséo, quimiocinas e
enzimas (BARNES et al., 2008). Os glicocorticoides inibem a ativacdo de NF-kB
através do aumento de IkBa, que se adere ao NF-kB reduzindo a atividade
inflamatéria dos genes responsaveis pela producdo da COX-2 e das moléculas de
adesao intercelular (WISSINK et al., 1998). No entanto, ambas as categorias de anti-
inflamatorios apresentam efeitos colaterais, que podem limitar o uso dos mesmos
por grande parte da populacéo. Entre os efeitos adversos dos FAINESs estdo aqueles
no trato gastrintestinal, nos rins, na coagulacdo, e inducdo de hipersensibilidade
dentre outros (CELOTTI & LAUFER, 2001), e entre os glicocorticoides esta a
mimetizacdo da acdo de hormdnios corticosterdides provocando danos em varios 0s
tecidos (DOSTERT & HEINZEL, 2004), desequilibrio eletrolitico, gerando quadros de
hipocalemia, edema e hipertensdo (ADACHI et al., 1993), alteracbes de humor que
podem levar a quadros de depressédo (GILLIN et al.,, 1972), sendo que 0 Seu uso
continuo, em casos de doencas crbnicas, pode levar a hipoplasia da glandula

adrenal (ANNANE, 2008). Desta forma, a procura de plantas medicinais com
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potencial atividade anti-inflamatéria, e que ndo apresentem efeitos adversos
relevantes, tém sido motivo de estudos em diferentes laboratorios em todo o mundo.

A Terminalia argentea Mart. & Succ., € uma arvore pertencente a
familia Combretaceae, conhecida popularmente com Capitdo do Campo, Capitdo-
do-cerrado ou apenas Capitdo. A mesma € nativa do cerrado brasileiro, mas pode
também ser encontrada na Mata Atlantica (LORENZI et al., 2002). O decocto da
casca desta arvore € muito utilizado na medicina popular para o tratamento de
doencas do trato respiratorio (ex. tuberculose, pneumonias, bronquites) e cistites,
formulacdo de xaropes expectorantes e tratamento de aftas bucais (GUARIM NETO,
2006). Sabe-se que representantes da familia Combretaceae como a T. arjuna
(HALDER et al., 2009), a T. paniculata (TALWAR et al., 2011), a T. catappa (YEH et
al., 2012) e a T. chebula (REDDY et al., 2009) apresentam significativa atividade
anti-inflamatéria em modelos experimentais de inflamacdo in vivo. No entanto,
embora muito utilizada na medicina popular, o mecanismo de acéo e a toxicidade da
T. argentea ainda ndo foram estudados.

Outro importante alvo de estudos é a familia Fabaceae. A investigacao
das propriedades terapéuticas de espécies desta familia tem demonstrado que
extratos hidroalcodlico de espécies do género Anadenanthera apresentam
atividades antibidtica (FIGUEREDO et al., 2013; BARRETO et al., 2016), anti-
inflamatoria (GUTIERREZ-LUGO et al., 2004) e antinociceptiva (SANTOS et al.,
2013). A Anadenanthera colubrina (Benth.) Brenan var. colubrina popularmente
conhecida como Angico Vermelho, é nativa da América Latina (LORENZI, 2002) e
usada popularmente para a producdo de xaropes para tosse e chas para o
tratamento de doencas do trato respiratério. No entanto seu mecanismo de acao e

atividade citotoxica nunca foram investigados.
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A inflamacdo presente em infeccbes e em diversas doencas € um
processo benéfico, mas que deve ser finamente regulado. Assim, em situacfes onde
a inflamacéo resulta em desconforto ou em danos teciduais e perda de funcdes dos
orgaos atingidos, faz-se necessario o uso de farmacos para seu controle.
Atualmente, os anti-inflamatoérios disponiveis no mercado, via de regra, apresentam
efeitos colaterais relevantes, justificando assim a procura por novos farmacos mais
eficientes e sem tais efeitos adversos. Plantas popularmente utilizadas para o
tratamento da inflacdo tém sido fontes importantes para a procura de novos
farmacos com propriedades anti-inflamatorias. Dentre as plantas utilizadas no Brasil
para o preparo de extratos utilizados na medicina popular para o tratamento de
doencas inflamatérias estdo a T. argentea e a A. colubrina var. colubrina. No
entanto, pouco ou nenhum estudo sistematizado existe sobre a citotoxicidade e a
atividade anti-inflamatéria destes extratos, justificando assim a realizacdo de nossos
estudos. Esperamos que nossos resultados possam dar suporte para 0 USO

etnofarmacoldgico das plantas T. argentea e a A. colubrina var. colubrina.
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3. OBJETIVO

Avaliar a toxicidade e atividade anti-inflamatéria dos extratos

hidroalcoolicos da T. argentea e da A. colubrina var. colubrina.

Para tanto, realizamos estudos in vitro e in vivo. Inicialmente empregando
0s extratos hidroalcodlicos da T. argentea ou da A. colubrina var. colubrina,
avaliamos a citotoxicidade e regulagédo da producgdo de citocinas e 6xido nitrico por
macréfagos da linhagem J774.1 estimulados ou ndo com LPS, empregando dois
protocolos diferentes, um denominado preventivo e outro terapéutico. Também
investigamos se 0s extratos inibem a ativacdo do fator de transcricdo NF-kB em
células de linhagem RAW 264.7 estimuladas ou ndo com LPS. Em seguida
determinamos a toxicidade aguda e a crbnica in vivo. Para avaliar o potencial anti-
inflamatorio dos extratos empregamos o modelo de inflamacdo induzida pela
inoculacdo de LPS na bolha de ar no dorso de camundongos tratados ou néo intra-

bolha, com doses dos extratos pré-determinadas nos ensaio de toxicidade.

3.1 Estratégias para atingir nossos objetivos

In vitro

Em macréfagos da linhagem J774.1 e RAW 264.7 incubados com
diferentes concentracdes dos extratos de T. argentea ou de A. colubrina var.
colubrina, na presenca ou auséncia de LPS, em protocolo preventivo ou

terapéutico, avaliamos:

— a citotoxicidade através do ensaio colorimétrico do MTT;
— a producdo de citocinas utilizando kit comerciais, e NO pelo método de

Greiss.
— a ativacdo ou inibicdo do fator de transcricdo NF-kB utilizando macréfagos
tranfectados da linhagem RAW 264.7 através do kit QUANTI-blue ;

In vivo
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Em camundongos C57BL/6 inoculados com diferentes doses dos

extratos de T. argentea ou de A. colubrina var. colubrina, avaliamos:

A toxicidade aguda conforme protocolo preconizado pela OECD (TG 423).
Nestes animais avaliamos toda e qualquer alteracdo de peso corporal,
consumo de alimento e agua, alteracdo de enzimas hepética (ALT/AST),
recrutamento celular e histologia dos 6rgéaos;

A toxicidade cronica conforme protocolo preconizado pela ANVISA (guia para
a conducdo de estudos nao clinicos de toxicologia e seguranca
farmacoldgica necessarios ao desenvolvimento de medicamentos, 2013).
Nestes animais avaliamos alteracdo de peso corporal, consumo de alimento
e agua, alteracdo de enzimas hepatica (ALT/AST), recrutamento celular e
histologia dos 6rgéos;

A atividade anti-inflamatdria dos extratos hidroalcodlicos empregando o
ensaio de bolsa de ar no dorso dos animais, inoculada com LPS. Nos
lavados das bolhas determinamos o recrutamento celular, alteragdes na

concentracdo de proteinas e a producéo de citocinas proé e anti-inflamatdérias.



“Sua tarefa é descobrir o seu trabalho e, entao,
com todo o coracao, dedicar-se a ele”.

Buda
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4.1. Coleta do vegetal e preparo dos extratos hidroalcodlicos

As amostras de T. argentea e de A. colubrina var. colubrina foram
coletadas na cidade de Uberaba, estado de Minas Gerais, Brasil. As exsicatas foram
analisadas e identificadas pelo Prof. Dr. Milton Groppo Junior e depositadas no
herbéario da Faculdade de Filosofia Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto. Os extratos
foram obtidos a partir de 100 g de entrecasca seca e moida, dissolvida em 1 L de
etanol (JT Baker, Belo Horizonte, Brasil) destilado. Foi utilizado frasco escuro
acondicionado em temperatura ambiente durante 72 horas com agitacdes diarias,
sendo posteriormente o extrato filtrado em papel filtro. O filtrado foi seco
empregando rota-evaporador (Eppendorf Vacuum Concentrator Plus, Hamburgo,
Alemanha). O extrato seco foi pesado e suspendido em 997 uL PBS (tampéo
fosfato-salino) e 3 uL de DMSO (Dimetilsulfoxido, Sigma-Aldrich, Missouri, EUA), até
se obter a concentracédo final de 1 g/mL. Este extrato foi filtrado e armazenado em

freezer a -20° C em aliquotas de 500 pL.

4.2. Ensaios in vitro

4.2.1 Ensaio de citotoxicidade in vitro pela técnica de reducdo do brometo de
tiazolil - 3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazo6lio (MTT)

Imediatamente antes do uso, os extratos contendo 1 g/mL de T.
argentea ou de A. colubrina var. colubrina foram suspensos em meio de cultura
DMEN (Dulbecco's Modified Eagle Medium, Gibco) acrescido de 10% de soro bovino
fetal (SBF, Sigma-Aldrich, Missouri, EUA) (DMEN- C) e gentamicina (1%).
Concentragfes de 3,5; 7; 15; 31,25; 62,5; 125; 250 nug/mL, foram empregadas in
vitro para avaliar a toxicidade celular, producéo de citocinas, nitrito e mediadores
lipidicos. Uma suspensdo de macrofagos J774.1, cultivados em DMEN- C, foi
ajustada para 1 x 10° células/poco em 200 puL de meio de cultura DMEN com 10% de
SBF e 1% de gentamicina. As células foram dispostas em microplaca de 96 poc¢os
(Corning Inc., Corning, NY, USA) e incubadas a 37°C, 5% de CO;, por 2 h para
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adesdo. Apos este periodo, o sobrenadante foi retirado e as células receberam meio
de cultura contendo diferentes concentracdes dos extratos de T. argentea ou A.
colubrina (31, 25, 62,5, 125, 250, 500 e 1000 pug/mL). O controle negativo de morte
celular foi feito somente com meio de cultura e o controle positivo com DMSO (que
mata 100% das células). Ap6s 24 horas de incubacdo, o meio de cultura foi
substituido por meio RPMI (200 uL/po¢o) sem soro e sem vermelho de fenol, mas
contendo o corante brometo de 3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazélio (MTT)
(Sigma-Aldrich, Hamburgo, Alemanha) (MOSMANN, 1983). As células foram
incubadas nas condi¢cdes acima por 4 h. A absorbancia foi medida a 570 nm em

espectrofotdometro (mQuanti, Biotec Instruments, Inc. Winooski, VT).

4.2.2 Design experimental in vitro

Dois protocolos para avaliacdo da atividade anti-inflamatoria, foram
utilizados in vitro e denominados preventivo e terapéutico. No protocolo preventivo
as células J774.1 (1 x 10° células/mL) foram semeadas em placa de 96 pocos
(Corning Inc., Corning, NY, USA) e 2 horas depois, foram pré- estimuladas com as
concentragdes 3,5; 7; 15; 31,25; 62,5; 125; 250 ug/mL dos extratos (100 uL/poco) e
novamente incubadas a 37°C, 5% de CO, . Apoés 2 horas foi adicionado 100 ulL/pogo
de meio contendo LPS (Escherichia coli 055: B5; Sigma, St. Louis, MO, USA) diluido
de modo a se obter a concentracéo de 0,5 ng/mL no poco. Apds 22 horas da adicao
do LPS o sobrenadante foi coletado e guardado. No protocolo terapéutico as células
foram pré- estimuladas com LPS (100 plL/pogo de meio contendo 0,5 ug/mL) e apos
2 horas receberam as diferentes concentracfes acima dos extratos diluidos em 100
uL de meio/ poco. As células forma incubadas novamente, e apdés 22 horas da
adicdo do LPS, o sobrenadante foi coletado e estocados. Os sobrenadantes foram
armazenados em freezer a -20°C, para posterior quantificacdo de Oxido nitrico,
citocinas e mediadores lipidicos.

Abaixo estdo os esquemas dos tratamentos.
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Tratamento das células com
diferentes concentracbes dos
extratos

!

Incubacgao por 2 horas

!

Estimulacdo das células com LPS

!

Coleta do sobrenadante apos 22
horas da adi¢do do LPS para

guantificacdo mediadores.

Protocolo PREVENTIVO

Estimulacdo das células com LPS

!

Incubacdo por 2 horas

!

Tratamento das células com
diferentes concentragées dos
extratos

|

Coleta do sobrenadante apos 22
horas da adicdo do LPS para
uantificacdo dos mediadores

Protocolo TERAPEUTICO

Figura 1. Fluxograma dos protocolos utilizados para avaliagdo da atividade anti-inflamatoria.
Os extratos foram diluidos em meio DMEN-C de modo a se obter diferentes concentragdes. No
protocolo preventivo as células J774.1 foram semeadas e tratadas por 2 horas com 0s extratos e em
seguida estimuladas com LPS (0,5 pg/mL). Apés 22 horas da adicdo do LPS, os sobrenadantes
foram retirados e armazenados. No protocolo terapéutico, as células foram semeadas e estimuladas
por 2 horas com LPS (0,5 pg/mL) e a seguir foram tratadas com as diferentes concentragfes dos
extratos. Apdés 22 horas da adicdo do LPS, os sobrenadantes das células foram retirados e
armazenados. Os sobrenadantes foram utilizados para quantificacdo de mediadores.
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4.2.3 Ensaio de NF-kB reporter

Macrofagos RAW 264.7, transfectados com gene reporter, que expressam
de forma estavel a fosfatase alcalina secretada embrionaria (SEAP), induzida pelo
fator de transcricdo NF-kB/ AP-1, foram doados pelo Dr Huy Ong (Université de
Montreal, Canada). As células foram semeadas em placas de 96 poc¢os, a uma
densidade de 1 X 10° células/poco em DMEM suplementado com Normocin ™ (50
mg/mL) e cultivadas a 37°C e 5% de CO, durante 18 horas. Apés este periodo, as
células foram tratadas com os extratos nas concentra¢ges de 3,5; 7,8; 15,6; 31,25;
62,5; 125; 250 ug/mL em 100 puL de DMEN/pogo. Apos 2 h as células estimuladas
com 100 pL de solucdo de LPS (0,5 ug/mL) (Escherichia coli 055: B5; Sigma, St.
Louis, MO, USA). No protocolo terapéutico as células foram pré- estimuladas com
LPS (100 puL/poco de solugcédo 0,5 ug/mL) e ap6s 2 horas receberam as diferentes
concentracdes dos extratos (100 uL/poco). ApGs 22 horas de incubacdo com o LPS,
o meio foi coletado, e 50 uL de amostras foram transferidos para placas de 96 pocos
e 150 uL de quanti-BlueTM (InvivoGen), que € o meio de deteccdo de SEAP foram
adicionados. As placas foram novamente incubadas a 37°C durante 2 horas. A
densidade Optica foi entédo lida a 650 nm utilizando leitor de ELISA (mQuanti, Biotec
Instruments, Inc. Winooski, VT, USA).

4.3. Ensaios in vivo
4.3.1 Animais

Camundongos machos e fémeas da linhagem C57BL/6 (16-27 g e com
6 a 10 semanas) foram obtidos do Biotério Convencional Unidade | da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto (FCFRP/USP), e mantidos em ciclo
claro/escuro de 12/12 horas, com livre acesso a comida e &gua. Todos o0s
procedimentos foram executados de acordo com as normas éticas estabelecidas
pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) e aprovados pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA), processo n° 15.1.861.60.6, da

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto.
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4.3.2 Determinacgdo da toxicidade de dose Unica dos extratos de T. argentea ou

de A. colubrina var. colubrina

Para os estudos de toxicidade de dose Unica foram empregadas
camundongas, adultas, nuliparas, conforme protocolo preconizado pela Organizagédo
para a Cooperacdo e Desenvolvimento Econdmico (OECD), método de ensaio 423
(TG 423). Para tanto, os animais foram divididos em 3 grupos (de acordo com as
doses) com 3 animais por grupo (n = 3/grupo) por extrato. No primeiro grupo, 0s
animais foram tratados com 300 mg/kg dos extratos de T. argentea ou A. colubrina
var. colubrina e observados por 30 minutos, 4 horas e 24 horas, e uma vez por dia
por 14 dias. A partir dos resultados obtidos com o grupo 1, as doses de 2.000 mg/kg
e 5.000 mg/kg foram empregadas utilizando o mesmo esquema. Os extratos foram
diluidos em agua e administrados por via oral (gavagem). Durante o periodo de
observacédo foram registradas todas as ocorréncias. A cada 2 dias foram avaliados e
registrados o peso de cada animal, o consumo de agua e de racdo dos animais
individualmente. Ao final, no 14° dia, os animais foram pesados e eutanasiados em
camara de gas carbbnico. O figado, baco e rins foram observados
macroscopicamente, retirados, pesados e armazenados em formol tamponado para
analises histoldgicas, apds serem fixados em formaldeido 10%, por um periodo
minimo de 48 horas. Fragmentos dos 6rgados foram processados de acordo com as
técnicas de rotina para inclusdo em blocos de parafina, cortados em micrétomo em
amostras de 3-4 micrdmetros, as quais foram coradas pela técnica da
Hematoxilina/Eosina (H.E.). Toda e qualquer alteracdo dos animais foram
registradas. A analise macro e histopatoldgica dos 6rgaos foram avaliadas e 0 peso
corporal e consumo de alimento e agua foram organizados em uma tabela (Tabela
1).

4.3.3 Determinacédo da toxicidade de doses repetidas dos extratos de T.

argentea ou A. colubrina var. colubrina

Os camundongos da linhagem C57BL/6, pesando entre 16 e 27 g (6/ 10
semanas), foram divididos em macho e fémea. Estes grupos foram subdivididos em

um grupo que recebeu a dose de 300 mg/kg e outro a dose de 1000 mg/kg. Animais
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macho e fémea, que receberem agua filtrada via oral, foram utilizados como
controles conforme recomendacdo da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA, 2013). Os animais receberam extratos ou agua durante os 14 dias, sendo
0s mesmos administrados duas vezes ao dia (12 em 12 horas). Diariamente foi feita
avaliacdo macroscopica com observacdo de modificagbes dos seguintes
parametros: textura da pele e dos pelos; secrecdes nos olhos e mucosas; alteracdes
na respiracdo, no sistema motor, no tbnus muscular e no sistema nervoso central
(tremores, convulsdo e sedagéo) e no sistema nervoso autbnomo (lacrimejamento,
salivacdo) (ANVISA, 2013). No final do periodo dos tratamentos, os camundongos
foram eutanasiados em camara de gas carbdnico e imediatamente depois, realizada
puncdo cardiaca para a coleta de sangue, em tubos heparinizados. O sangue foi
destinado para as determinacdes bioquimicas de aspartato aminotransfersase
(AST), alanina aminotransferase (ALT) e contagem total e diferencial de células. A
contagem global de leucdcitos foi realizada em utilizando solucdo de Turk e camara
de Neubauer, e a diferencial em esfregaco realizado em centrifuga citolégica
(Citospin modelo 2400, Fanem, S&o Paulo) e coradas pelo corante Panotico
(Laborclin, Parana, Brasil). Figado, rins e baco foram retirados, fixados em
formaldeido 10%, por um periodo minimo de 48 horas, e processados por técnicas
de rotina para inclusdo em blocos de parafina, cortados em micrétomo em
fragmentos de 3-4 micrébmetros, os quais foram corados pela técnica da
Hematoxilina/Eosina (H.E.). Os 6rgados descritos acima foram avaliados quanto a

presenca ou ndo de congestdo, edema, hemorragia, degeneragao ou necrose.

4.3.4 Inducdo da reacédo inflamatéria no tecido subcutaneo dorsal (air pouch)
pela injecdo de LPS e tratamentos com o0s extratos de T. argentea ou A.

colubrina var. colubrina

O modelo utilizado consiste na inducao de bolsas de ar artificial no dorso
dos animais, através da injecdo subcutanea de ar estéril (GARCIA-RAMALLO et al.,
2002). Os camundongos foram previamente anestesiados com quetamina e xilasina
(75 e 10 mg/kg respectivamente). As bolsas de ar foram induzidas na regido dorsal

por injecdo subcutédnea de 3 mL de ar esterilizado nos dias 0 e 3. No 6° dia, os
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animais receberam na bolha (injecdo subcutanea) o estimulo e tratamentos (5
animais/grupo) como segue:

1. controle negativo sem estimulo inflamatorio: recebeu 1 mL de PBS e 1
hora depois mais 1 mL de PBS;

2. controle positivo inflamado: recebeu 1 mL solugdo de LPS na
concentracdo de 0,5 pg/mL e 1 hora depois recebeu 1 mL de PBS;

3. e 3a: grupo somente extrato: recebeu 1 mL de solu¢do contendo T.
argentea ou A. colubrina var. colubrina na concentracdo de 300 mg/kg e 1 hora
depois 1 mL de PBS;

4 e 4a. grupo 1 inflamado e tratamento terapéutico: recebeu 1 mL de LPS
(concentracdo de 0,5 pg/mL) e 1 hora depois 1 mL de solucdo dos extratos (T.
argentea ou A. colubrina) na concentracao de 5 mg/kg;

5. e 5a: grupo 2 inflamado e tratamento terapéutico: recebeu 1 mL de LPS
(concentracdo de 0,5 pg/mL) e 1 hora depois 1 mL de solugcdo dos extratos (T.
argentea ou A. colubrina) na concentragéo de 60 mg/kg;

6. e 6a. grupo 3 inflamado tratamento terapéutico recebeu 1 mL de LPS
(concentracdo de 0,5 pug/mL) e 1 hora depois 1 mL de solucdo dos extratos (T.
argentea ou A. colubrina) na concentragédo de 300 mg/kg.

Apoés 4h da ultima injecdo, os animais foram eutanasiados em camara de
CO; e as bolsas lavadas com 2 mL de PBS heparinizado (10 Ul/mL). Com o auxilio
de uma pipeta os lavados foram coletados, através de uma incisdo na bolsa. Os
lavados foram utilizados para contagem total e diferencial de células, quantificacdo
de proteinas e citocinas (FRONZA et al., 2016).

4.3.4.1 Contagem total e diferencial de leucécitos

A contagem de células totais presentes nos lavados foi realizada
empregando solucdo de Turk e camara de Neubauer. As contagens diferenciais das
células foram feitas a partir de laminas preparadas em citocentrifuga e coradas por
Panotico Réapido (Laborclin — Parana, Brasil). Os valores foram expressos em
namero de células/mL (MEDEIROS et al., 2004).
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4.3.4.2 Determinacdo da concentracdo de proteinas nos lavados

Os lavados coletados da bolhas foram centrifugados a 1.000 g por 15
minutos a 4°C, e o0s sobrenadantes utilizados para quantificar proteinas,
empregando reacgéo de Bradford (BRADFORD, 1976). Em placa de 96 pogos, foram
adicionados 10 pL dos sobrenadantes e em cada poco 200 puL de reagente de
Bradford. Apos, x min, a absorbancia foi verificada em 595 nm. Os resultados foram
interpolados a uma curva padrdo de albumina sérica bovina, com concentracdes

variando de 50 a 300 ng/mL.
4.3.5 Quantificacdo de 6xido nitrico

A quantidade de nitrito presente nos sobrenadantes obtidos no item
3.2.2 foi determinada como um indicador da producédo de NO pelo método de Griess
(GREEN et al., 1982). Da quantidade de nitrito (NO?) detectada nas amostras,
utilizando diluicbes seriadas de NaNO,, foi elaborada uma curva padrdo. A
absorbancia foi medida a 540 nm em espectrofotdmetro (Bio-Tek Instruments, Inc. -
Quant, Winooski, VT, USA).

4.3.6 Quantificagéo de citocinas por ensaio imunoenzimatico (ELISA)

Os sobrenadantes obtidos como descrito no item 4.2.2 e os lavados das
bolhas (item 4.3.4) foram utilizados para quantificar as citocinas IL-6, TNF-a, IL- 1,
IL- 10 pelo método de ELISA. Foram utilizados anticorpos especificos (purificados e
biotinilados) e proteinas recombinantes, de acordo com as instrucdes do fabricante
(R & D Systems, Minneapolis, EUA). A leitura de densidade Optica foi medida em
450 nm em leitor de microplacas (Bio-Tek Instruments, Inc. - Quant, Winooski, VT) e
a concentragao de citocinas calculada a partir de curva padréo criada (expressos em

pg / mL). Sensibilidades serdo < 10 pg/mL.



“Na natureza nada se cria, nada se perde,
tudo se transforma.”

Antoine Lavoisier

5. RESULTADOS


https://pensador.uol.com.br/autor/antoine_lavoisier/
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5. RESULTADOS

Os mesmos experimentos foram realizados com os dois extratos
objetos de estudo desta dissertagdo, e os resultados foram divididos em duas
partes. Parte |: corresponde aos dados obtidos com o extrato hidroalcodlico de T.
argentea; e Parte II: corresponde aos dados obtidos com extrato hidroalcodlico de A.

colubrina var. colubrina.

5.1 PARTE |

5.1.1 Extrato hidroalcodlico de T. argentea ndo é citotéxico para macrofagos
peritoneais da linhagem J774.1

A citotoxicidade foi avaliada in vitro utilizando macrofagos peritoneais da
linhagem J774.1, incubados com diferentes concentracbes do extrato de T.
argentea. Apds semear as células, as mesmas foram tratadas com as concentracées
31; 25; 62,5; 125; 250; 500 ou 1000 pug/mL do extrato, seguido de incubacéo por 24
horas. ApoOs periodo de incubacéo, os sobrenadantes foram retirados e as células
receberam o corante brometo de 3- (4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazdlio
(MTT). Foi utilizado o MTT para avaliar a atividade das mitocdndrias das células,
pois estas reduzem o sal de tetrazolium em formazan, um cristal azul soltvel que é
produzido proporcionalmente a quantidade de células viaveis, e a absorbancia foi
determinada em espectofotdbmetro. Os resultados demonstraram que nenhuma das
doses utilizadas do extrato foi toxica para as células J774.1. Utilizamos como
controle positivo DMSO, que mata 100% das células quando em concentracdes
maiores que 3 ug/mL. Células com meio mais o veiculo diluente dos extratos foram
usadas como controle negativo da citotoxicidade. A partir deste resultado
escolhemos doses menores do que 1000 ug/mL para os demais experimentos in

vitro com o extrato.
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Figura 2. O extrato hidroalcoolico de T. Argentea ndo altera a viabilidade celular. As células
J774.1 (n = 8) foram cultivadas em microplaca de 96 cavidades e incubadas por 2 horas para adesdao.
Apbs este periodo o meio de cultura foi substituido por meio DMEN-C contendo diferentes
concentracbes dos extratos de T. argentea. O controle negativo foi meio de cultura adicionado do
veiculo diluente dos extratos (DMEN- C) e o controle positivo foi 3 pg/mL de DMSO. A viabilidade
celular foi determinada pelo ensaio de MTT. Cada coluna representa a média de oito (n = 16) pog¢os
de dois experimentos independentes. A absorbancia foi medida em 570 nm com espectrofotémetro.
Diferencas consideradas estatisticamente significativas com p < 0,05, pelo teste One-Way- ANOVA
post hoc Tukey. *DMSO versus extratos.

5.1.2 Extrato de hidroalcodlico T. argentea inibe a liberacdo de Oxido Nitrico

por macréfagos estimulados com LPS.

A quantificacdo de o6xido nitrico (NO) foi realizada no sobrenadante de
macrofagos peritoneais murinos (linhagem J774.1) estimulados com LPS e tratados
ou ndo com diferentes concentracdes do extrato, empregando dois protocolos, um
preventivo e outro terapéutico. No protocolo preventivo (Figura 3A), as células foram
tratadas com os extratos de T. argentea nas concentracdes de 0,49; 1,96; 7,8;
31,25; e 125 ug/mL, e apos 2 horas receberam LPS (0,5 pg/mL), um indutor da
liberacdo de NO. No protocolo terapéutico (Figura 3B), os macrofagos foram
estimulados com LPS (0,5 ug/mL) e ap6s 2 horas de incubacéo receberam os

extratos de T. argentea nas mesmas concentracdes acima. Nossos resultados
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mostraram que, quando comparado com a producao induzida pelo LPS apenas, e

nos dois protocolos, todas as concentracfes do extrato inibiram a producdo de NO.

DMEN - C + + + + + + + DMEN - C + + + + + + +
LPS - + + + + + + LPS - + + + + + +
T. argentea 0,49 pg/mL - - + - - - - T. argentea 0,49 pg/mL - - +

T. argentea 1,96 pg/mL - - - + - - - T. argentea 1,96 pg/mL - - - + -

T. argentea 7,8 pg/mL - - - - + - - T. argentea 7,8 pg/mL - - - - + -

T. argentea 31,25 pg/mL - - - - - + - T. argentea 31,25 pg/mL - - - - - + -
T. argentea 125 pg/mL - - - - - - + T.argentea 125 pg/mL - - - - - - +

Figura 3. Extrato hidroalcodlico de T. argentea inibe a producdo de O6xido nitrico por
macroéfagos estimulados com LPS. (A) Protocolo preventivo: Macréfagos da linhagem J774.1 (n =
8) cultivados em placa de 96 pocos e pré-incubados ou ndo com diferentes concentragdes do extrato
de T. argentea por 2 horas e depois estimulados com LPS (0,5 ug/mL) por 22 horas. (B) Protocolo
terapéutico: Células de linhagem J774.1 cultivadas em placa de 96 pogos foram estimuladas com
LPS (0,5 ng/mL) e apds 2 horas, incubadas ou ndo com diferentes concentragfes do extrato de T.
argentea. Apoés 22 horas da adicdo do LPS, os sobrenadantes foram coletados e a concentragdo de
nitrito determinada pelo método de Griess. Diferencga estatistica foi considerada quando p < 0,05, pelo
Teste ONE- WAY ANOVA post hoc Tukey, *meio versus LPS ou LPS + extratos; “LPS versus LPS +
extratos.

5.1.3 Extrato hidroalcodlico de T. argentea modifica a liberacdo de citocinas
por macréfagos estimulados com LPS.

Nosso préximo passo foi avaliar se o extrato também teria a capacidade
de inibir a producéo de citocinas liberadas por macréfagos estimulados com LPS,
empregando os mesmos protocolos descritos acima. Assim, 0s sobrenadantes da
cultura obtidos dos macréfagos da linhagem J774.1 foram utilizados para quantificar
as citocinas IL-6, TNF-a, IL-1B, e IL-10, empregando método imunenzimatico
(ELISA). A figura 4 mostra os resultados obtidos com o protocolo preventivo. Como
esperado, LPS induziu a liberacdo de altas concentracdes de IL-6, TNF-a, IL-1P, e
IL-10 quando comparado com células com somente meio (controle negativo).
Semelhante ao observado com NO, macrofagos pré-incubados com o extrato de T.
argentea em diferentes concentracdes e depois estimulados por 2 horas com LPS
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(protocolo preventivo) liberaram significativamente menos IL-6 e TNF-a quando
comparados com somente LPS (controle positivo). No entanto, somente a
concentracédo de 125 pug/mL reduziu significativamente a producdo de IL-1p quando
comparado com células com somente LPS. Além disso, o extrato, nas
concentragcbes de 31,25 e 125 pg/mL, estimulou a producdo de IL-10 quando

comparado com células estimuladas com LPS.
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Figura 4. Extrato hidroalcodlico de T. argentea inibe a producéo de IL-6, TNF-a. e IL-1B, mas
aumenta a de IL-10 por macrdfagos estimulados com LPS. Macréfagos de linhagem J774.1 (n =
8) cultivados em placa de 96 pocos foram pré-incubados com diferentes concentragdes do extrato de
T. argentea e ap6s 2 horas foram estimulados com LPS (0,5 ug/mL) (protocolo preventivo). Apds 22
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horas do LPS, os sobrenadantes foram coletados para quantificacdo de TNF-a (A), IL-6 (B), IL-1p (C)
e IL-10 (D) pelo método de ELISA. Diferencas foram consideradas significativas quando p < 0,05,
pelo teste ONE- WAY ANOVA post hoc Tukey. *meio versus LPS ou LPS + extratos; * LPS versus

LPS + extratos.

Resultados semelhantes foram obtidos com o protocolo terapéutico.
Como mostra Figura 5, macrofagos estimulados com LPS e tratados com as
diferentes concentracfes de T. argentea liberam menos TNF-a e IL-6. No entanto, a
inibicdo de IL-1p3 somente foi observada com a concentracdo de 125 ug/mL. Quanto
a IL-10, apenas a concentracdo de 125 pg/mL estimulou a sua producdo quando

comparada as células estimuladas com LPS.
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Figura 5. Extrato hidroalcodlico de T. argentea inibe a producéo de IL- 6, TNF-a e IL- 1B, mas
aumenta a de IL-10 por macrdfagos estimulados com LPS. Macréfagos de linhagem J774.1 (n =
8) cultivados em placa de 96 pocos foram estimulados com LPS (0,5 ug/mL) e apds 2 h de foram
incubados com diferentes concentracdes do extrato de T. argentea (protocolo terapéutico). Apés 22 h
do tratamento com as diferentes concentracfes do extrato, os sobrenadantes foram coletados para
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guantificacdo de TNF-a (A), IL-6 (B), IL-1B (C) e IL-10 (D) pelo método de ELISA. Diferencas foram
consideradas significativas quando p < 0,05, pelo teste One- Way ANOVA post hoc Tukey. * meio
versus LPS ou LPS + extratos; “ LPS versus LPS + extratos.

5.1.4 Extrato hidroalcodlico de T. argentea inibe a ativacdo do fator de

transcricdo NF- kB

Sabendo que o extrato hidroalcodlico de T. argentea diminuiu a producao
de TNF-q, IL-1B e IL-6 induzida por LPS, nosso proximo passo foi verificar se este
fenbmeno seria via inibicdo do fator de transcricdo NF-xB. Para tanto, foram
utilizadas células da linhagem RAW 264.7 (macrofagos murinos), transfectadas com
gene reporter que expressa de forma estavel a fosfatase alcalina secretada
embrionéaria (SEAP) que, quando induzida pelo fator de transcricdo NF-xB ou AP-1
apresenta um marcador de selecédo de zeocina, que possibilita observar a atividade
destes fatores através de ensaio colorimétrico (KARIN & BEN-NERIAH, 2000).
Assim, os sobrenadantes da cultura de macréfagos da linhagem RAW 264.7 foram
utilizados para determinar a ativacdo de NF-xB. As células tratadas apenas com o
extrato hidroalcoodlico de T. argentea, tiveram inibicdo de NF-kB nas concentracdes
31,25 e 125 ug/mL, quando comparadas aquelas cultivadas apenas com meio de
cultura, como mostra a Figura 6A. Na Figura 6B, podemos observar que quando as
células foram tratadas com as diferentes concentracdes do extrato e posteriormente
estimulas com o LPS (protocolo preventivo) ocorreu inibicdo da ativacéo do fator de
transcricdo NF-xB, sendo as concentracdes de 31,25 e 125 ug/mL as mais eficazes.
A Figura 6C demonstra que células estimuladas com o LPS e depois tratadas com
diferentes concentracdes do extrato hidroalcodlico de T. argentea (protocolo
terapéutico) expressam menos o fator de transcricdo NF-«xB, sendo que nas

concentragcdes mais altas (31,25 e 125 pug/mL) a reducao foi maior.
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Figura 6. Extrato hidroalcodlico de T. argentea inibe a ativacdo do fator de transcricdo NF- xB
induzido por LPS. Macréfagos de linhagem RAW 264.7 (n = 8) cultivados em placa de 96 pocos
foram incubados com: (A) somente extrato hidroalcoodlico de T. argentea em diferentes concentracdes
por 24 horas; (B) extrato hidroalcoodlico de T. argentea em diferentes concentra¢des e duas horas
depois estimuladas com LPS (protocolo preventivo); e (C) com LPS e 2 horas depois incubados com
extrato hidroalcodlico de T. argentea em diferentes concentracdes. Apds 22 horas dos tratamentos
com as diferentes concentracdes do extrato, os sobrenadantes foram coletados para avaliacdo da
ativacdo de NF-kB. O substrato QUANTI-BlueTM foi utilizado para medir o SEAP em 650 nm em um
espectofotdbmetro. Diferencas foram consideradas significativas quando p < 0,05, pelo teste ONE-
WAY ANOVA post hoc Tukey. * meio versus LPS ou LPS + extratos; *LPS versus LPS + extratos.
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5.1.5 Extrato hidroalcodlico de T. argentea em dose Unica néo é toxico

ApGs determinarmos que in vitro o extrato ndo é toxico, também analisamos a
toxicidade in vivo, empregando alta dose administrada uma Unica vez. A toxicidade
aguda por ensaios de dose Unica tem como finalidade avaliar a dose maxima que
podera ser utilizada nos ensaios in vivo, sem que haja efeitos tdéxicos. O protocolo
utilizado para avaliacdo da toxicidade aguda foi o preconizado pela Organizacao
para a Cooperacdo e Desenvolvimento Econdmico (OECD), método de ensaio 423
(TG 423). O teste de toxicidade aguda revelou que a administracdo oral de uma
dose unica de 300 mg/kg, 2000 mg/kg ou 5000 mg/kg de extrato hidroalcodlico de T.
argentea (n = 3) ndo revelou quaisquer sinais de toxicidade (queda de peso ou
reducdo no consumo de agua e comida, por exemplo) ou mortalidade nos animais
tratados durante o periodo de observacao de 14 dias, como demonstra a Tabela 1.
Os animais que receberam as doses de 2000 e 5000 mg/kg apresentaram aumento
significativo de peso. Além disso, o0s parametros bioquimicos (Figura 7),
hematoldgicos (Figura 8) e a histopatologia (Figura 9) do figado, rins e bagco dos
camundongos ndo mostraram nenhum efeito adverso. Durante todo o periodo do
estudo foi anotado diariamente o peso, o consumo de agua e racdo dos animais,

para analise da avaliacdo ponderal ou possiveis alteracbes no comportamento

alimentar.
300 mg/kg 2000 mg/kg 5000 mg/kg
Peso inicial (g) 21,26 £ 0,76 21,87 £ 0,57 21,11 £0,77
Peso final (g) 21,94 +£1,45 22,80 £ 0,40* 21,90 + 0,69
Alimento consumido (g)/dia 4,04 3,98 4,10
Agua consumida (mL)/dia 4,23 4,40 4,82

Tabela 1. Dose Unica do extrato de T. argentea nédo alterou o consumo de alimento e agua,
mas animais tiveram ganho de peso quando tratados com a maior dose. Os animais (n = 3),
receberam, por gavagem, uma Unica dose de extrato de T. argentea diluido em &gua nas
concentracdes de 300, 2000 ou 5000 mg/kg e foram observados por 14 dias. Durante este periodo os
animais foram pesados e as quantidades de comida e agua consumidas foram registradas. O
protocolo utilizado foi o TG 423 (OECD). Analise estatistica pelo Teste t-student pareado, p < 0,05,
*Dia 1 versus Dia 14.

As aminotransferases AST e ALT s&o enzimas intracelulares que se
encontram praticamente em todos os tecidos (miocardio, masculo esquelético, rins,

pancreas, bagco cérebro e pulméo), porém em maior concentragdo nas células
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hepaticas. No hepatocito, a AST encontra-se tanto no citoplasma quanto na
mitocondria e a ALT encontra-se somente no citoplasma, portanto a primeira a
aparecer em maior concentracdo no plasma. A ALT é utilizada para medir processo
inflamatoério ou necrético do figado e diagnosticar desordem hepato-celular leve. A
AST é util para avaliar inflamag@es cronicas. No caso de uma lesdo hepéatica grave,
seus niveis séricos aumentam traduzindo alteracéo total do hepatdcito (MINCIS &
MINCIS, 2007). A Figura 7 demonstra a concentracdo de AST/ ALT no plasma de
animais tratados com a maior dose (5000 mg/kg) do extrato hidroalcodlico de T.
argentea. Apoés avaliacdo da concentracdo destas enzimas, observamos que nao
houve comprometimento das funcBes hepéaticas e nem lesdo tecidual, pois o

aumento da concentracao nao foi significativo.
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Figura 7. Dose Unica do extrato de T. argentea néo foi toxica para camundongos. Um grupo de
animais (n = 3), receberam, por gavagem, uma Unica dose de extrato de T. argentea diluido em agua
na concentragdo de 5000 mg/kg, e o0s controles apenas agua (veiculo). Os mesmos foram
observados por 14 dias, e depois eutanasiados para coleta do sangue para obtencdo do plasma, que
foi utilizado para a quantificacdo das enzimas aspartato aminotransferase (AST) e alanina
aminotransferase (ALT). Andlise estatistica realizada pelo Teste t-student ndo paramétrico, nédo
mostrou diferengas significativas.

Na Figura 8 observamos que o tratamento dos animais com doses unicas de
300, 2000 e 5000 mg/kg do extrato hidroalcodlico de T. argentea ndo modificou o

numero de leucécitos circulantes.
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Figura 8. Dose Unica do extrato de T. argentea ndo alterou o numero de leucécitos circulantes.
Os camundongos (n = 3) foram divididos em trés grupos e receberam, por gavagem, uma Unica dose
de extrato hidroalcodlico de T. argentea diluido em agua nas concentragcdes de 300, 2000 ou 5000
mg/kg e foram observados por 14 dias. Apés este periodo os animais foram eutanasiados e o sangue
coletado para contagem total dos leucécitos utilizando Turk e o esfregago sanguineo foi corado com
Panotico répido para contagem diferencial das células. Andlise estatistica realizada pelo teste Two-
way ANOVA, com p < 0,05.

A analise histolégica nao revelou alteracfes significativas no rim, figado e
baco dos animais (Figura 9) que receberam dose Unica do extrato de T. argentea na
concentracdo de 5000 mg/kg, por gavagem. Para analisarmos as alteragcbes
comparamos o0 grupo tratado com dose Unica do extrato com o grupo que recebeu
apenas agua no ensaio de toxicidade de doses repetidas, uma vez que o protocolo
utilizado na avaliacdo da toxicidade aguda (OECD TG 423) ndo preconiza grupo

controle.
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Baco Figado Rim

Veiculo

5000 mg/kg

Figura 9. Dose Unica do extrato de T. argentea ndo alterou a estrutura microscopica dos
O6rgdos. Rim, figado e baco foram coletados dos animais do grupo que recebeu apenas agua
(Veiculo) e do grupo tratado com o extrato hidroalcodlico de T. argentea em dose Unica na
concentracdo de 5000 mg/kg por gavagem. Os animais foram eutanasiados 14 dias apds os
tratamentos. Observamos que os 6rgdos ndo apresentam alteracBes microscopicas significativas.
Coloracéo em Hematoxilina/Eosina. Microscopio 6tico. Imagens dos rins, figado e bago: 100 X.

5.1.6 Doses repetidas do extrato hidroalcodlico de T. argentea néo induz

efeitos téxicos

Os ensaios com doses repetidas tiveram como finalidade avaliar os
possiveis efeitos toxicos das doses de 300 ou 1000 mg/kg, administradas duas
vezes ao dia (12/12 horas) por 14 dias. O protocolo foi o recomendado pela Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria - GUIA PARA A CONDUGCAO DE ESTUDOS NAO
CLINICOS DE TOXICOLOGIA E SEGURANCA FARMACOLOGICA NECESSARIOS
AO DESENVOLVIMENTO DE MEDICAMENTOS (ANVISA, 2013). Os resultados
neste teste ndo revelaram sinais de toxicidade (queda de peso ou reducdo no
consumo de agua e/ou comida, por exemplo). Nenhuma das doses induziu
mortalidade dos camundongos nos 14 dias de observacéo (Tabela 2). Novamente,
observamos ganho significativo de peso em animais de ambos 0s sexos que
receberam 1000 mg/kg do extrato. Os parametros bioquimicos (Figura 10),
hematoldgicos (Figura 11) e a histopatoldgicos (Figura 12) do figado, rins, pulméao e

baco dos camundongos ndo apresentaram nenhuma alteragdo perceptivel.
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Controle 300 mg/kg 1000 mg/kg
w Peso inicial (g) 24,24 + 2,45 24,74 + 1,74 24,12 +1,03
2 Peso final (g) 24,39 + 1.97 25,71 £1,72*% 25,29 + 0,90*
f;é Alimento consumido (g)/dia 4,22 4,17 4,51
Agua consumida (mL)/dia 4,99 5,12 5,17
w Peso inicial (g) 20,86 + 0,63 21,74 £0,71 20,8 + 0,55
s Peso final (g) 21,03+0,32 22,13 + 0,50* 21,9 + 0,64*
f% Alimento consumido (g)/dia 3,88 3,71 3,77
Agua consumida (mL)/dia 3,62 3,73 3,49

Tabela 2. Doses repetidas do extrato de T. argentea ndo modificaram o consumo de alimento e
de 4gua, mas animais tiveram ganho de peso com as maiores doses. Os animais divididos em
macho (n = 4) e fémea (n = 4), receberam por gavagem, a cada 12 horas e durante 14 dias, as doses
de 300 ou 1000 mg/kg de extrato de T. argentea diluido em agua. Animais tratados apenas com agua
(veiculo) no mesmo esquema foram empregados como controle. Durante este periodo os animais
foram pesados e as quantidades de comida e &gua consumidas foram registradas. O protocolo
utilizado neste ensaio é o preconizado pela ANVISA (2013). Analise estatistica por ONE- WAY
ANOVA, p < 0,05. * Veiculo versus extratos.

A figura 10 monstra que a maior dose empregada (1000 mg/kg) do extrato de

T. argentea ndo alterou a concentracao circulante de AST/ALT quando comparada

com a dos animais do grupo controle.
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Figura 10. Doses repetidas do extrato de T. argentea ndo foram tdxicas para camundongos. Os
animais (n = 4) receberam por gavagem a cada 12 horas durante 14 dias, agua (controle) ou a dose
de 1000 mg/kg do extrato de T. argentea diluido em &agua. Apés este periodo os animais foram
eutanasiados e o plasma coletado para quantificacdo das enzimas aspartato aminotransferase
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(AST) e alanina aminotransferase (ALT). Andlise estatistica realizada por ONE- WAY ANOVA, pot hoc
Tukey sendo p < 0,05 considerado significativo. *veiculo versus 1000 mg/kg (fémea) ou 1000 mg/kg
(macho).

A Figura 11 mostra que o tratamento dos animais com doses repetidas de 300
ou 1000 mg/kg do extrato hidroalcodlico de T. argentea ndo modificou o nimero de

leucécitos circulantes.
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Figura 11. Doses repetidas do extrato de T. argentea ndo alteraram o numero de leucécitos
circulantes. Os animais (n = 4) machos (A) e fémea (B) foram divididos em trés grupos e receberam,
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por gavagem a cada 12 horas agua (controle) ou as doses de 300 e 1000 mg/kg de extrato de T.
argentea, por 14 dias. ApGs este periodo os animais foram eutanasiados e o sangue foi coletado para
contagem total com solugao de Turk e o esfregago sanguineo foi corado com Panético Réapido, para
contagem diferencial das células. Analise estatistica realizada pelo teste Two- Way ANOVA, com p <

0,05 considerado significativo.

A andlise histologica ndo revelou alterages significativas no rim, figado e
baco dos animais (Figura 12) que receberam as doses do extrato de T. argentea na

concentracdo de 300 ou 1000 mg/kg, por gavagem, durante 14 dias.

Baco Figado Rim
r

300 mg/kg Veiculo

1000 mg/kg

Figura 12. Doses repetidas do extrato de T. argentea ndo alterou os 6rgédos. Rim, figado e baco
foram coletados dos animais do grupo que recebeu apenas agua (veiculo) e dos grupos tratados com
0 extrato hidroalcodlico de T. argentea em doses repetidas de 300 ou 1000 mg/kg por gavagem. Os
animais foram eutanasiados 14 dias apds. Observamos que 0s 0rgdos ndo apresentam alteracfes
microscopicas significativas. Colora¢gdo em Hematoxilina/Eosina. Microscépio 6tico. Imagens dos rins,

figado e baco: 100 X.

5.1.7. Avaliagcéo da atividade anti-inflamatoria do extrato de T. argentea

Apoés definir as doses que seriam utilizadas, nosso proximo passo foi
avaliar o potencial anti-inflamatério do extrato hidroalcodlico de T. argentea. O

modelo de inflamacéo utilizado foi a bolha de ar inoculada com LPS. Como mostrado
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nas Figuras 13 e 14, os animais que receberam apenas o extrato na concentragao
de 300 mg/kg ndo apresentaram alteracBes na concentracdo de proteinas e de
células recuperadas da cavidade quando comparados com animais inoculados com
PBS (controle). Porém, os animais que receberam LPS tiveram aumento significativo
na concentracdo de proteinas e de células recuperadas do exsudato inflamatério.
Como esperado, o tratamento com o extrato, nas concentracfes 5, 60 ou 300 mg/kg,
inibiu (com diferentes magnitudes) o edema e o numero de células recrutadas para a

bolha, induzidos pela inoculacéo de LPS (Figuras 13 e 14).
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Figura 13. O extrato de T. argentea inibiu o edema induzido por LPS. Os camundongos foram
divididos em grupos (n = 4), e receberam no interior da bolha de ar PBS + PBS; PBS e extrato
hidroalcodlico de T. argentea (300 mg/kg) (EXT + PBS); LPS (0,5 ug/mL) e PBS (LPS + PBS); LPS
(0,5 ug/mL) e 1 hora depois os extrato (LPS + EXT) nas concentra¢des de 5, 60 ou 300 mg/kg. Apds
4 horas o tratamento com as diferentes doses do extrato, os animais foram eutanasiados, a cavidade
lavada com PBS heparinizados. A concentracdo de proteinas foi determinada pela reagdo de
Bradford. Diferengas estatisticas empregando One- Way ANOVA, teste post hoc Tukey, foram
consideradas com p < 0,05. * PBS + PBS versus LPS + PBS; *LPS + PBS versus LPS + EXT
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Figura 14. O extrato de T. argentea inibiu o recrutamento de células induzido por LPS. Os
camundongos foram divididos em grupos (n = 4), e receberam no interior da bolha de ar PBS-PBS;
PBS e extrato hidroalcodlico de T. argentea (300 mg/kg) (EXT + PBS); LPS (0,5 ug/mL) e PBS (LPS +
PBS); LPS (0,5 pg/mL) e 1 hora depois os extrato (LPS + EXT) nas concentragfes de 5, 60 ou 300
mg/kg. Ap6s 4 horas do tratamento com as diferentes doses do extrato, os animais foram
eutanasiados, a cavidade lavada com PBS heparinizados. O recrutamento celular foi determinado
pela contagem total e diferencial de neutréfilos (A), eosindfilos (B), mastécitos (C) e células
mononucleares (D). Diferencas estatisticas empregando One- Way ANOVA, teste post hoc Tukey,
foram consideradas com p < 0,05. * PBS + PBS versus LPS + PBS; “LPS + PBS versus LPS + EXT

Como observamos que o extrato inibiu a inflamacgao induzida pelo LPS, nosso
préximo passo foi quantificar as citocinas presentes nos lavados das bolhas de ar,

empregando método de ELISA. Como mostrado na Figura 15, o LPS induziu a




39

Resultados

liberacdo de IL-6, IL-1B e TNFa, mas ndo de IL-10. No entanto, somente o
tratamento da bolha inflamada com o extrato hidroalcodlico de T. argentea na
concentracdo de 300 mg/kg inibiu a liberacdo das citocinas inflamatérias IL-6, TNF-a
e IL-1pB. Interessante, que o extrato nas trés concentracbes empregadas (5, 60 ou
300 mg/kg), e na presenca do LPS, induziu a producédo de IL-10, uma citocina anti-
inflamatoria. Além disso, o extrato na maior concentracdo aumentou a producéo de

IL-10, mesmo na auséncia de LPS.
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Figura 15 - O extrato hidroalcodélico de T. argentea alterou a concentragdo de citocinas nos
camundongos que receberam LPS. Os camundongos foram divididos em grupos (n = 4), e
receberam no interior da bolha de ar PBS-PBS; PBS e extrato hidroalcoolico de T. argentea (300
mg/kg) (EXT-PBS); LPS (0,5 ug/mL) e PBS (LPS-PBS); LPS (0,5 ug/mL) e 1 hora depois os extrato
nas concentracdes de 5, 60 ou 300 mg/kg. Apds 4 horas do tratamento com as diferentes doses do
extrato, os animais foram eutanasiados, a cavidade lavada com PBS heparinizado. As concentracdes
das citocinas indicadas foram determinadas por ELISA. Diferenca estatisticas empregando ONE WAY
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ANOVA, teste post hoc Tukey, foram consideradas com p < 0,05. * PBS versus LPS; * LPS versus
LPS + extratos.

5.2 PARTE Il

5.2.1 Extrato de A. colubrina var. colubrina ndo é citotoxico para macréfagos

peritoneais da linhagem J774.1

Macréfagos peritoneais da linhagem J774.1, incubados com diferentes
concentracfes do extrato de A. colubrina var. colubrina foram utilizados para avaliar
a citotoxicidade. As células foram semeadas e tratadas com as concentracfes de
31,25; 62,5; 125; 250; 500 e 1000 ug/mL do extrato, e em seguida incubadas por 24
horas. Apos o periodo de incubacéo, os sobrenadantes foram retirados e as células
receberam o corante brometo de 3- (4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazdlio
(MTT). Como controle positivo utilizamos DMSO, que mata 100% das células
quando em concentracdes maiores que 3 pug/mL. Células com meio mais o veiculo
diluente dos extratos foram usadas como controle negativo da citotoxicidade. Os
resultados mostraram que nenhuma das doses utilizadas foram téxicas para os
macrofagos. Com base neste resultado escolhemos doses menores do que 1000
ug/mL para as andlises dos efeitos do extrato nos demais experimentos in vitro. A

dose de 1000 pg/mL foi a maior dose avaliada.
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Figura 16. O extrato hidroalcodlico de A. colubrina var. colubrina ndo altera a viabilidade
celular. As células J774.1 (n = 8) foram cultivadas em microplaca de 96 cavidades e incubadas por 2
horas para adesdo. Apés este periodo o meio de cultura foi substituido por meio DMEN-C contendo
diferentes concentragfes dos extratos de A. colubrina var. colubrina. O controle negativo foi meio de
cultura adicionado do veiculo diluente dos extratos (DMEN- C) e o controle positivo 3pug/mL de
DMSO. A viabilidade celular foi determinada pelo ensaio de MTT. Cada coluna representa a média de
oito (n = 16) pocos de dois experimentos independentes. A absorbancia foi medida em 570 nm com
espectrofotdmetro. Diferengcas consideradas estatisticamente significativa com p < 0,05, pelo teste
ONE WAY- ANOVA post hoc Tukey. * DMSO versus extratos.

5.2.2 Extrato de A. colubrina var. colubrina inibe a liberacdo de 6xido nitrico de

macrofagos estimulados com LPS.

A quantificagdo de 6xido nitrico (NO) foi realizada no sobrenadante de
macrofagos peritoneais murinos (linhagem J774.1) estimulados com LPS e tratados
ou ndo com diferentes concentracdes do extrato, empregando dois protocolos, um
preventivo e outro terapéutico. No protocolo preventivo (Figura 17A), as células
foram tratadas com os extratos de A. colubrina var. colubrina nas concentracdes de
0,49; 1,96; 7,8; 31,25; e 125 ug/mL, e apos 2 horas receberam LPS (0,5 ug/mL), um
indutor da liberacdo de NO. No protocolo terapéutico (Figura 17B), os macrofagos
foram estimulados com LPS (0,5 pug/mL) e ap6s 2 horas de incubacao receberam o
extrato de A. colubrina var. colubrina nas mesmas concentragcdes acima. NOSs0s

resultados demonstraram que, todas as concentragcdes do extrato inibiram a
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producdo de NO, nos dois protocolos, quando comparado com a producéo induzida

pelo LPS apenas.
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DMEN - C + + + + + + + DMEN - C + + + + + + +
LPS - + + + + + + LPS - + + + + + +
A. colubrina 0,49 pg/mL - - + - - - - A. colubrina 0,49 pg/mL - - +

A. colubrina 1,96 pg/mL - - - + - - - A. colubrina 1,96 pg/mL - - - +

A. colubrina 7,8 pg/mL - - - - + - - A. colubrina 7,8 pg/mL - - - - + -

A. colubrina 31,25 pg/mL - - - - - + - A. colubrina 31,25 pg/mL - - - N - + -
A. colubrina 125 pg/mL - - - - - - + A.colubrina 125 pg/mL - - - - - - +

Figura 17. Extrato hidroalcodlico de A. colubrina var. colubrina inibe a producdo de 6xido
nitrico por macréfagos estimulados com LPS. (A) Protocolo preventivo: Macréfagos da linhagem
J774.1 (n = 8) cultivados em placa de 96 pogos foram pré-incubados ou ndo com diferentes
concentracdes do extrato de A. colubrina var. colubrina e apds 2 horas estimuladas com LPS (0,5
ug/mL) por 22 horas. (B) Protocolo terapéutico: Células de linhagem J774.1 cultivadas em placa de
96 pocos foram estimuladas com LPS (0,5 ug/mL) e apds 2 horas, incubadas ou ndo com diferentes
concentracbes do extrato de A. colubrina var. colubrina. Apés 22 horas da adicdo do LPS, os
sobrenadantes foram coletados e a concentragdo de nitrito determinada pelo método de Griess.
Diferenca estatistica foi considerada cLuando p < 0,05 pelo Teste ONE- WAY ANOVA post hoc Tukey,
*meio versus LPS ou LPS + extratos; "LPS versus LPS + extratos.

5.2.3 Extrato de A. colubrina var. colubrina modifica a liberagcdo de citocinas
por macréfagos estimulados com LPS.

Em seguida avaliamos se o extrato teria a capacidade de inibir a
producédo de citocinas liberadas por macroéfagos estimulados com LPS, empregando
0S mesmos protocolos descritos acima. Desse modo, 0s sobrenadantes obtidos da
cultura de macrofagos da linhagem J774.1 foram utilizados para quantificar as
citocinas IL-6, TNF-a, IL-1B, e IL-10, empregando método imunoenzimatico (ELISA).
A figura 18 mostra os resultados obtidos com o protocolo preventivo. Como
esperado, o LPS induz a liberagdo de altas concentragdes de IL-6, TNF-a, IL-1fB, e
IL-10 quando comparado com células com somente meio (controle negativo). Como
observamos com NO, macrofagos pré-incubados com o extrato de A. colubrina var.

colubrina em diferentes concentragcfes e depois estimulados por 2 horas com LPS
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(protocolo preventivo) liberaram significativamente menos IL-6 (Figura 18A) quando
comparados com somente LPS (controle positivo). Células incubadas com as
concentracdes de 31,25 e 125 ug/mL liberaram menos TNF-a (Figura 18C), quando
comparadas com somente LPS. No entanto, somente a concentragédo de 125 ng/mL
reduziu significativamente a producao de IL-1p (Figura 18B) quando comparada com
células com somente LPS. As concentragfes de 7,8 e 31,25 ug/mL estimularam a

producédo de IL-10 (Figura 18D) quando comparada a células com somente LPS.
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Figura 18. Extrato hidroalcodlico de A. colubrina var. colubrina inibe a producéo de IL-6, TNFa
e IL-18, mas aumenta a de IL-10 por macrofagos estimulados com LPS. Macréfagos da linhagem
J774.1 (n = 8) cultivados em placa de 96 pogos foram pré-incubados com diferentes concentragdes
do extrato de A. colubrina var. colubrina e apds 2 horas de foram estimulados com LPS (0,5 pg/mL)
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(protocolo preventivo). Apds 22 h do LPS, os sobrenadantes foram coletados para quantificacéo de
IL-6 (A), IL-1B (B), TNF-a (C) e IL-10 (D) pelo método de ELISA. Diferencas foram consideradas
significativas quando p < 0,05, pelo teste One- Way ANOVA post hoc Tukey. *meio versus LPS ou
LPS + extratos; * LPS versus LPS + extratos.

Resultados semelhantes foram obtidos com o protocolo terapéutico.
Como demonstra a Figura 19, macréfagos estimulados com LPS e depois tratados

com as diferentes concentragdes de A. colubrina var. colubrina liberaram menos IL-
1B e IL-6, quando comparados as células tratadas apenas com LPS. Porém, a
inibicdo de TNF-a. somente foi observada com as concentracbes de 7,8 ug/mL,
31,25 pg/mL e 125 pg/mL. Quanto a IL-10, apenas as concentragdes de 7,8 ng/mL e
31,25 ug/mL estimularam a sua producéo quando comparada as células estimuladas

com LPS (controle positivo).
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Figura 19. Extrato hidroalcoodlico de A. colubrina var. colubrina inibe a producéo de IL-6, TNFa
e IL-1B, mas aumenta a de IL-10 por macrofagos estimulados com LPS. Macréfagos da linhagem
J774.1 (n = 8) cultivados em placa de 96 pocos foram estimulados com LPS (0,5 pug/mL) e apés 2
horas foram incubados com diferentes concentracbes do extrato de A. colubrina var. colubrina
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(protocolo terapéutico). Apos 22 horas do tratamento com as diferentes concentra¢des do extrato, 0s
sobrenadantes foram coletados para quantificagdo de IL-6 (A), IL-1B (B), TNF-a (C) e IL-10 (D) pelo
método de ELISA. Diferencas foram consideradas significativas quando p < 0,05, pelo teste ONE-
WAY ANOVA post hoc Tukey. * meio versus LPS ou LPS + extratos; * LPS versus LPS + extratos.

5.2.4 Extrato hidroalcodlico de A. colubrina var. colubrina inibe a ativacdo do

fator de transcricdo NF- kB

Mediante os resultados acima, nosso proximo passo foi verificar se o
extrato hidroalcodlico de A. colubrina var. colubrina teria a capacidade de inibir o
fator de transcricdo NF-kB. Para tanto, os sobrenadantes da cultura obtidos dos
macrofagos da linhagem RAW 264.7 foram utilizados para avaliar a ativacdo NF-kB.
As células tratadas apenas com as diferentes concentracbes do extrato
hidroalcoodlico de A. colubrina var. colubrina, apresentaram inibicdo de NF-xB, em
todas as concentracfes, quando comparadas a células que foram cultivadas apenas
com meio de cultura, como mostra a Figura 20A. Nas Figuras 20B e 20C,
observamos que tanto as células submetidas ao protocolo preventivo, quanto ao
protocolo terapéutico apresentaram menor expressao do fator de transcricdo NF-xB
na concentracao de 125 ug/mL quando comparadas com as células que receberam

apenas LPS.
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Figura 20. Somente alta concentracdo do extrato hidroalco6lico de A. colubrina var. colubrina
inibe a ativacdo do fator de transcricao NF-kB em macréfago estimulados com LPS. Macréfagos
de linhagem RAW 264.7 (n = 8) cultivados em placa de 96 pocos foram incubados com: (A) extrato
hidroalcodlico de A. colubrina var. colubrina em diferentes concentragbes por 24 horas; (B) extrato
hidroalcodlico de A. colubrina var. colubrina em diferentes concentragbes e 2 horas depois
estimulados com LPS (protocolo preventivo); e (C) com LPS e 2 horas depois tratados com extrato
hidroalcodlico de A. colubrina var. colubrina em diferentes concentragdes. Apos 22 h do estimulo com
LPS ou do tratamento com as diferentes concentra¢des do extrato, os sobrenadantes foram coletados
para avaliacdo da ativacdo de NF-kB. O substrato QUANTI-BlueTM foi utilizado para medir o SEAP a
650 nm com espectofotdbmetro. Diferengas foram consideradas significativas quando p < 0,05, pelo
teste ONE- WAY ANOVA post hoc Tukey. * meio versus LPS ou LPS + extratos; * LPS versus LPS +
extratos.

5.2.5 Dose Unica do extrato hidro alcodélico de A. colubrina var. colubrina ndo é

toxica

ApOs comprovarmos que in vitro o extrato ndo € toxico, passamos a analisar a

toxicidade in vivo, empregando alta dose administrada uma unica vez. O protocolo
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utilizado para avaliacdo da toxicidade aguda foi o preconizado pela Organizagao
para a Cooperacdo e Desenvolvimento Econdmico (OECD), método de ensaio 423
(TG 423). O teste de toxicidade de dose Unica demonstrou que a administracéo oral
de uma dose Unica extrato hidroalcoolico de A. colubrina var. colubrina na
concentracdo de 300 mg/kg, 2000 mg/kg ou 5000 mg/kg de (n = 3) nédo induziu
nenhuma alteracdo perceptivel, indicando ndo serem toxicas (queda de peso ou
reducdo no consumo de agua e comida, por exemplo), e nem induziram mortalidade
nos animais tratados durante o periodo de observacdo que foi de 14 dias. Os dados
estdo mostrados na Tabela 3. Além disso, os parametros bioquimicos (Figura 21),
hematoldgicos (Figura 22) e a histopatologia (Figura 23) do figado, rins e baco dos
camundongos ndo mostraram nenhum efeito adverso. Durante todo o periodo do
estudo foi anotado diariamente o peso, 0 consumo de agua e racdo dos animais,
para andlise da avaliagdo ponderal ou possiveis alteracdes no comportamento

alimentar.

300 mg/kg 2000 mg/kg 5000 mg/kg
Peso inicial (g) 20,64 £1,76 21,30 £ 0,60 21,20 £ 0,62
Peso final (g) 20,86 +1,32 |21,42+0,23 21,33+ 0,64
Alimento consumido (g)/dia 3,93 4,02 3,87
Agua consumida (mL)/dia 4,31 4,33 4,24

Tabela 3 — Dose Unica do extrato de A. colubrina var. colubrina ndo alterou o consumo de
alimento e agua e nem o0 peso dos animais. Os animais (n = 3), receberam, por gavagem, uma
Unica dose de extrato de A. colubrina var. colubrina diluido em 4gua e nas concentracdes de 300,
2000 ou 5000 mg/kg. Os animais foram observados por 14 dias. Durante este periodo os animais
foram pesados e as quantidades de comida e agua consumidas foram registradas. O método utilizado
neste ensaio foi 0 TG 423 (OECD). Andlise estatistica realizada pelo Teste t- student pareado, com p
< 0,05, ndo demonstrou diferencas significativas.



48

Resultados
100+ 501
: :
80+ 40 -
‘_E- — s s s s s s mEN ‘_E- o
e -
o 607 e o 307 5
c o <
— b a e e el —
= 401 e = 204
A pEEE NN .-.......--l E
S 204 e H 10- =
2 o z &
e 5
C ------  E— O LI
o > o O
N\ Q Q
¥ o % S

Figura 21. Dose Unica do extrato hidroalcoélico de A. colubrina var. colubrina néo foi téxica
para camundongos. . Um grupo de animais (n = 3), recebeu, por gavagem, a dose de 5000 mg/kg
do extrato de A. colubrina var. colubrina administrada uma Unica vez. O extrato foi diluido em agua e
0s animais observados por 14 dias. Apds este periodo os animais foram eutanasiados para coleta de
sangue e obtencédo de plasma que foram utilizados para quantificacdo das enzimas aspartato
aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase (ALT). Andlise estatistica realizada pelo Teste t-
student ndo paramétrico, ndo demonstrou diferengas significativas.

Na figura 22 observamos que o tratamento com doses unicas de 300, 2000 ou
5000 mg/kg do extrato hidroalcoodlico de A. colubrina var. colubrina ndo modificou o

numero de leucécitos circulantes.
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Figura 22. Dose Unica do extrato hidroalcodélico de A. colubrina var. colubrina ndo alterou o
numero de leucécitos circulantes. Os camundongos (n = 3) foram divididos em trés grupos e
receberam, por gavagem, uma unica dose de extrato de A. colubrina var. colubrina diluido em agua
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nas concentragdes de 300, 2000 ou 5000 mg/kg e foram observados por 14 dias. Apds este periodo
os animais foram eutanasiados e o esfregago sanguineo foi corado com Panético Rapido para
contagem diferencial das células. Analise estatistica realizada pelo teste TWO WAY ANOVA, com p <
0,05.

A andlise histologica ndo revelou alteragBes significativas no rim, figado e
baco dos animais (Figura 23) que receberam dose Unica do extrato de A. colubrina
var. colubrina na concentracdo de 5000 mg/kg, por gavagem. Para analisarmos as
alteracbes comparamos o grupo tratado com dose Unica do extrato com 0 grupo que
recebeu apenas agua no ensaio de toxicidade de doses repetidas, uma vez que o
protocolo utilizado na avaliagdo da toxicidade aguda (OECD TG 423) n&o preconiza
grupo controle.

Baco Figado Rim
4

Veiculo

5000 mg/kg

Figura 23. Dose Unica do extrato de A. colubrina var. colubrina ndo alterou a organizacéo
celular dos 6rgaos. Rim, figado e bago foram coletados dos animais do grupo que recebeu apenas
agua (veiculo) e do grupo tratado com o extrato hidroalcodlico de A. colubrina var. colubrina em dose
Unica na concentracdo de 5000 mg/kg por gavagem. Observamos que os 6rgdos ndo apresentam
alteracdes microscoOpicas significativas. Coloracdo em Hematoxilina/Eosina. Microscépio 6tico.
Imagens dos rins, figado e baco: 100 X.

5.2.6 Doses repetidas do extrato hidroalcodlico de A. colubrina var. colubrina

ndo induzem efeitos téxicos

Para os ensaios realizados com doses repetidas utilizamos o protocolo
recomendado pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria - GUIA PARA A
CONDUCAO DE ESTUDOS NAO CLINICOS DE TOXICOLOGIA E SEGURANCA
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FARMACOLOGICA NECESSARIOS AO DESENVOLVIMENTO DE
MEDICAMENTOS (ANVISA, 2013). As doses utilizadas para avaliacado da toxicidade
foram 300 ou 1000 mg/kg de extrato de A. colubrina var. colubrina, duas vezes ao
dia (12/ 12h) por 14 dias. Os resultados deste teste ndo revelaram quaisquer sinais
de sinais de toxicidade (queda de peso ou reducdo no consumo de agua e comida,
por exemplo) e ndo induziu mortalidade durante os 14 dias de observacéo (Tabela
4). Diferente dos resultados obtidos com o extrato de T. argentea, ndo observamos
ganho de peso nos animais de ambos o0s sexos. Os parametros bioquimicos (Figura
24), hematoldgicos (Figura 25) e a histopatolégicos (Figura 26) do figado, rins e

baco dos camundongos nao apresentaram nenhuma alteracdo perceptivel.

Controle 300 mg/kg 1000 mg/kg

m Peso inicial (g) 24,24 + 2,45 2498 +£1,94 25,10+ 2,18

= Peso final (g) 24,39 £ 1.97 25,11+ 2,01 25,39+ 2,01
é Alimento consumido (g)/dia 4,22 4,54 4,76
Agua consumida (mL)/dia 4,99 5,06 5,14

m Peso inicial (g) 20,86 + 0,63 21,50+ 0,60 21,64+1,12

s Peso final (g) 21,03+0,32 21,93 +0,25 21,92 +0,88
§ Alimento consumido (g)/dia 3,88 4,01 3,94
Agua consumida (mL)/dia 3,62 3,84 3,67

Tabela 4. Doses repetidas do extrato de A. colubrina var. colubrina ndo modificaram o
consumo de alimento e 4gua, e nem o peso dos animais. Os animais divididos em macho (n = 4)
e fémea (n = 4), receberam, por gavagem, a cada 12 horas por 14 dias, as doses de 300 e 1000
mg/kg extrato de A. colubrina var. colubrina diluido em &gua. Animais tratados apenas com agua
(veiculo) no mesmo esquema, foram empregados como controle. Durante este periodo, os animais
foram pesados e a quantidade de comida e agua foram registradas. O protocolo utilizado neste
ensaio é o preconizado pela ANVISA (2013). Andlise estatistica por ONE- WAY ANOVA, p < 0,05

A Figura 24, mostra que a maior dose do extrato de A. colubrina var. colubrina
nao aumentou a concentracao circulante de AST/ ALT quando comparado com 0s

valores obtidos nos animais controles.
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Figura 24. Doses repetidas do extrato hidroalcodlico de A. colubrina var. colubrina n&o foram
téxicas para camundongos. Os animais (n = 4),receberam, por gavagem, agua (veiculo) ou dose de
1000 mg/kg do extrato de A. colubrina var. colubrina diluido em dgua de 12 em 12 horas durante 14
dias. Apos este periodo os animais foram eutanasiados e o sangue coletado para quantificacdo no
plasma das enzimas aspartato aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase (ALT). Analise
estatistica realizada por ONE- WAY ANOVA, pot hoc Tukey com p < 0,05 considerado significativo.
*veiculo versus

Na figura 25 observamos que o tratamento com doses repetidas de 300 ou
1000 mg/kg do extrato hidroalcodlico de A. colubrina var. colubrina ndo modificou o

numero de leucécitos circulantes.
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Figura 25. Doses repetidas do extrato de A. colubrina var. colubrina ndo alteraram o nimero de
leucdcitos circulantes. Os animais (n = 4) macho (A) e fémea (B) foram divididos em trés grupos e
receberam, por gavagem, a cada 12 horas agua (veiculo) ou as doses de 300 e 1000 mg/kg de
extrato de A. colubrina var. colubrina, por 14 dias. Apds este periodo os animais foram eutanasiados
e sangue coletado para determinar o namero total (solucdo de Turk) e diferencial dos leucdcitos
empregando esfregago sanguineo corado com Pandtico Rapido. Andlise estatistica realizada pelo
teste TWO WAY ANOVA. Nao foram encontradas diferencas significativas.

A analise histologica ndo revelou alteracdes significativas no rim, figado e

baco dos animais (Figura 26) que receberam as doses do extrato de A. colubrina
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var. colubrina de 300 ou 1000 mg/kg, por gavagem, durante 14 dias.

Baco Figado Rim
4

300 mg/kg Veiculo

1000 mg/kg

Figura 26. Doses repetidas do extrato de A. colubrina var. colubrina ndo alterou os érgéos.
Rim, figado e baco foram coletados dos animais que receberam apenas agua (veiculo) ou o extrato
hidroalcodlico de A. colubrina var. colubrina em doses repetidas de 300 ou 1000 mg/kg, por
gavagem. Observamos que 0s 6rgdos ndo apresentam alteracbes significativas. Coloracdo em
Hematoxilina/Eosina. Microscépio 6tico. Imagens dos rins, figado e baco: 100 X.

5.2.7 Avaliacdo da atividade anti-inflamatéria do extrato de A. colubrina var.

colubrina

Apoés definir as doses que seriam utilizadas, nosso proximo passo foi
avaliar o potencial anti-inflamatério do extrato hidroalcodlico de A. colubrina var.
colubrina. O modelo de inflamacé&o utilizado foi a bolha de ar inoculada com LPS.
Como mostrado nas Figuras 27 e 28, os animais que receberam apenas o extrato na
dose de 300 mg/kg ndo apresentaram alteracfes na concentracdo de proteinas e de
células recuperadas da cavidade. Animais que receberam LPS tiveram aumento
significativo na concentracdo de proteinas extravasadas e no numero de células
recuperadas no exsudato inflamatorio. Como esperado, o tratamento com extrato

nas doses 5, 60 ou 300 mg/kg inibiram o edema (Figura 27) e 0 aumento de
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neutréfilos induzidos na bolha, pela inoculacdo de LPS. Apenas a dose de 125
mg/kg inibiu significativamente o0 recrutamento de eosindfilos e células

mononucleares presentes na bolha induzida pelo LPS (Figura 28).
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Figura 27. O extrato de A. colubrina var. colubrina inibiu o edema induzido por LPS . Os
camundongos foram divididos em grupos (n = 8) que receberam no interior da bolha de ar apenas
PBS (PBS + PBS); apenas extrato hidroalcodlico de A. colubrina var. colubrina (300 mg/kg) e PBS
(EXT+ PBS); LPS (0,5 ug/mL) e PBS (LPS + PBS); e LPS (0,5 ug/mL) e 1 hora depois o extrato nas
concentracdes de 5, 60 ou 300 mg/kg (LPS + EXT). Apds 4 horas, do tratamento com 0s extratos 0s
animais foram eutanasiados, as cavidades lavadas com PBS heparinizado. A concentracdo de
proteinas foi determinada pela reacdo de Bradford. Diferencas estatisticas empregando ONE- WAY
ANOVA, teste post hoc Tukey. significativos p < 0,05. *PBS + PBS versus LPS + PBS; “LPS + PBS
versus LPS + EXT.
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Figura 28. O extrato de A. colubrina var. colubrina inibiu o recrutamento celular induzido por
LPS. Os camundongos (n = 8) receberam no interior da bolha de ar apenas PBS + PBS; PBS e
extrato hidroalcodlico de A. colubrina var. colubrina (300 mg/kg) (EXT + PBS); LPS (0,5 ng/mL) e PBS
(LPS + PBS); e LPS (0,5 ng/mL) e 1 hora depois o extrato (LPS + EXT) nas concentra¢des de 5, 60
ou 300 mg/kg. Ap6s 4 horas, do tratamento com o0s extratos 0s animais foram eutanasiados, a
cavidade foi lavada com PBS heparinizado. O recrutamento celular foi determinado pela contagem
total e diferencial de neutréfilos (A), eosindfilos (B), mastocitos (C) e células mononucleares (D).
Diferenga estatistica empregando ONE- WAY ANOVA, teste post hoc Tukey. *p < 0,05. Foram
considerados significativos p < 0,05. *PBS + PBS versus LPS + PBS; “LPS + PBS versus LPS + EXT.

Como observamos que o extrato inibiu a inflamacao induzida por LPS,

0 préximo passo foi quantificar as citocinas presentes nos lavados das bolhas de ar,
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empregando o ensaio imunoenzimatico (ELISA). Como demonstra a Figura 31, o

LPS induziu a liberagdo de IL-6, IL-1B, e TNF-a, mas nao de IL-10. No entanto,



56

Resultados

somente o tratamento da bolha inflamada com o extrato hidroalcoolico de A.
colubrina var. colubrina nas concentragbes de 5, 60 ou 300 mg/kg inibiu
significativamente a liberacdo das citocinas inflamatorias IL-6 e TNF-a e aumentou a
producdo de IL-10 (citocina anti-inflamatdria) quando comparadas a bolha com
apenas LPS (controle positivo). Apenas as concentracfes de 60 e 300 mg/kg
inibiram IL-1B (quando comparadas ao LPS). Além disso, o extrato na maior

concentracdo aumentou a producgéo de IL-10 mesmo na auséncia de LPS.
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Figura 29 - O extrato hidroalcodlico de A. colubrina var. colubrina alterou a concentragédo de
citocinas na bolha dos camundongos que receberam LPS. Os camundongos foram divididos em
grupos (n =4) e receberam no interior da bolha de ar PBS + PBS; PBS e extrato hidroalcodlico de A.
colubrina var. colubrina (300 mg/kg) (EXT + PBS); LPS (0,5 ug/mL) e PBS (LPS + PBS); LPS (0,5
ug/mL) e 1 hora depois os extratos (LPS + EXT) nas concentragdes de 5, 60 ou 300 mg/kg. Apés 4
horas do tratamento com o extrato os animais foram eutanasiados, a cavidade lavada com PBS
heparinizados. As concentracdes das citocinas indicadas foram determinadas por ELISA. Diferenca
estatistica empregando ONE- WAY ANOVA, teste post hoc Tukey, foram consideradas com p < 0,05.
* PBS versus LPS, *LPS versus LPS + EXT.




57

Resultados

Resumo dos resultados

1. Ambos os extratos nao foram téxicos para as células da linhagem J774.1;

2. Ambos os extratos inibiram a producao de NO pelas células da linhagem J774.1 no

protocolo preventivo, sendo o extrato de T. argentea mais potente no protocolo terapéutico;

3. Ambos os extratos inibiram a producgéo de IL-6, TNF-a e IL-1p e aumentaram a liberag&o

de IL-10, por macréfagos (J774.1) no protocolo preventivo e no protocolo terapéutico;

4. Ambos os extratos inibiram a ativacéo do fator NF-kB, sendo o extrato de T. argentea

mais potente;

5. In vitro, o extrato de A. colubrina var. colubrina demonstrou melhores resultados em
concentragcdes menores (7,8 e 31,25 pug/mL) na inibicdo da liberagéo de citocinas e NO

pelos macréfagos estimulados com LPS;

6. Ambos os extratos nao foram toxicos quando administrados em dose Unica por gavagem
em camundongos C57BL/6, porém o extrato de A. colubrina var. colubrina induziu pequenas

alteragdes na concentracdo de AST e ALT na dose de 5000 mg/kg;

8. A dose de 300 mg/kg de ambos os extrato foi a mais eficiente em reduzir o edema e o

recrutamento de células na inflamacgé&o induzida por LPS na bolha de ar.



“Todas as coisas, na Terra, passam... Os dias de dificuldades,
as frustracdes que nos fazem chorar um dia passarao.

Assim, fagamos a nossa parte, o melhor que pudermos,

sem esmorecimento e confiemos em Deus,

aproveitando cada segundo, cada minuto que,

por certo, também passaréo..."

Emmanuel

6. DISCUSSAO
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6. DISCUSSAO

O uso popular de plantas na medicina tradicional € uma grande fonte para
descoberta de novos agentes terapéuticos. Mas o conhecimento popular deve estar
associado aos bioensaios para entender seus mecanismos de acao e comprovar a
eficicia das plantas nos tratamentos de doencgas. As T. argentea Mart. & Succ e da
A. colubrina var. colubrina (Benth.) Brenan, conhecidas popularmente como capitdo
do campo e angico vermelho respectivamente, sdo muito utilizadas na medicina
popular para o tratamento de doencas inflamatorias do trato respiratorio. No entanto,
sao poucos os estudos cientificos demonstrando as propriedades farmacologicas e
0S mecanismos de acao das mesmas. Neste estudo demonstramos que ambas as
plantas ndo sao toxicas para macrofagos in vitro, € nem para camundongos in vivo.
Empregando dois protocolos preconizados pelos 6rgaos regulamentadores, o de
dose unica (TG 423 OECD, 2001) e o de multiplas doses (ANVISA, 2001),
mostramos que mesmo em doses tao altas quanto 1000 e 5000 mg/kg, nenhum dos
dois extratos hidroalcodlico alterou o numero de leucdécitos circulantes, nem induziu
lesBes hepaticas ou em outros tecidos. Os ensaios de citotoxicidade também foram
fundamentais para determinarmos as concentracdes e doses a serem empregadas
para a avaliagbes subsequentes da capacidade destas plantas em inibirem a
liberacdo de NO e citocinas inflamatérias de macrofagos in vitro e a inflamacao in
vivo, respectivamente.

Nossos dados mostraram que, embora com diferentes magnitudes e
concentracbes, o0s extratos hidroalcodlico de T. argentea e A. colubrina var.
colubrina inibiram in vitro e in vivo a producao de IL-6, TNF-a, IL-18 e NO, induzidos
pelo LPS (GARCIA-RAMALLO et al., 2002, MANTOVANI et al., 2004, EDWARDS et
al., 2006, NEWTON & DIXIT, 2012), e por mecanismos possivelmente relacionado
com a inibicdo de NF-kB, um fator de transcricdo envolvido na inducéo de citocinas
inflamatorias (Lawrence et al., 2001, HAYDEN & GHOSH, 2004) e de NO
(MANTOVANI et al., 2004). Aléem disto, ambos os extratos reduziram a exsudagao
de proteinas, demonstrando que também inibem o aumento da permeabilidade
vascular e/ou a vasodilatagcdo, e consequentemente o edema. As citocinas IL-6,
TNF-a e IL-1B séo classicamente conhecidas por induzirem o recrutamento celular
(ZUCALI, et al, 1986; DEJANA et al.,1987; ZHANG et al.,1988) e o edema
(WILLIAMS & PECK, 1977), e por isto sdo denominadas de citocinas inflamatorias
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(EDWARDS et al.,, 2006, NEWTON & DIXIT, 2012). Além disso, 0s extratos
aumentaram a liberacdo de IL-10, uma citocina anti-inflamatoria, capaz de inibir a
producdo de citocinas inflamatérias (LAWRENCE et al.,, 2001; KWILASZ et al.,
2014), o recrutamento celular (SPERTINI, 1996) e o edema (WILLIAMS &
PECK,1977). O NO é um mediador que embora essencial para inducao da morte de
microrganismos (FANG, 2004) quando em excesso também levam ao dano tecidual
(BAUGHMAN et al., 1996; CHEN, et al., 2003). Embora existam artigos mostrando
gue extratos hidroalcodlicos de outras espécies vegetais, entre elas a Arnica
montana também inibem a producédo de NO (VERNA et al. ,2009), este é o primeiro
relato que T. argentea e A. colubrina var. colubrina apresentam efeitos semelhantes.
Com base em nossos dados podemos concluir que a atividade anti-inflamatoria tanto
da T. argentea como da A. colubrina var. colubrina ocorrem por dois mecanismos,
inibicdo de NO e citocinas inflamatdrias, e inducdo de citocina anti-inflamatoria.
Outras plantas do género Terminalia jA sdo conhecidas pelas suas atividades
biolégicas significativas. A T. catappa é antioxidante, hepatoprotetora (LIN et al.,
1997) e antimicrobiana (NAIR & CHANDA, 2008); a T bellerica previne a
arteriosclerose, tem atividades antimalarica e antifingica (SHAILA et al., 1995); a T.
arjuna também previne alteracdes das arteriais coronarianas (DWIVEDI & JAUHARI,
1997), tem atividade anti-inflamatdria, imunomoduladora e antinociceptiva (HALDER
et al.,, 2009), sendo o &cido elagico identificado como um dos componentes
biologicamente ativos (KAUR et al., 1997). O &cido elagico € um polifenol conhecido
pelas suas propriedades antioxidantes e anti-inflamatérias como demonstrado
anteriormente pelo nosso grupo (ROGERIO et al. 2009, ALVES et al, 2013;
FAVARIN et al., 2013). Também outras espécies da familia Anadenanthera ja sédo
conhecidas pelas suas atividades biol6gicas relevantes. Extrato de A. colubrina var.
cebil induz a cicatrizagéo de lesdes em pele de ratos (PESSOA et al., 2015), possui
atividade antimicrobiana e antiproliferativa (DAMASCENA et al., 2014), é anti-
inflamato6rio e nociceptivo em modelos de roedores (SANTOS et al.,, 2013). O
composto biologicamente ativo isolado de plantas desta familia foi o &cido
heteropolisacarideo (ARAGAL) que ativa de macréfagos peritoneais (MORETAO et
al., 2003; MORETAO et al., 2004) e inibe a ativacdo das lipoxidenases 12 e 15
(GUTIERREZ-LUGO, 2003). Embora né&o tenhamos identificados os compostos

responsaveis pela atividade anti-inflamatoria dos extratos de T. argentea e de A.
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colubrina var. colubrina, podemos sugerir que o0s acidos elagico e
heteropolisacarideo estdo presentes nestas plantas, e sejam 0s responsaveis pela
atividade anti-inflamatoria das mesmas, aqui relatados pela primeira vez. Estudos
futuros serao realizados para identificar os componentes ativos nestes extratos.
Embora a inflamagéo seja essencial para a manutencdo da homeostase
tecidual, protecdo contra agentes infecciosos e inducdo da resposta imune
adaptativa, quando nao controlada pode resultar em dano tecidual, como ocorre na
artrite reumatdide (STROBER & HOLOSHITZ, 1990), injuria aguda dos pulmdes
(ALI) (SHEN et al., 2009), choque séptico (SUZUKI, 1963), doenca do soro (EHRICH
et al., 1948). Nestas doencas, o0 intenso infiltrado celular, é constituido
principalmente de neutréfilos que sdo as primeiras células de defesa recrutadas,
mas que se persistentes podem levar ao dano tecidual (BAUGHMAN et al., 1996).
Além disso, em patologias como acidentes escorpionicos (ZOCCAL et al., 2016),
injuria aguda dos pulmdes (ALI) (SHEN et al., 2009), sindrome da insuficiéncia
respiratoria aguda (ARDS) (MATTHAY et al., 2012), o edema pulmonar pode levar o
individuo a morte, devido a dificuldade de oxigenag&o. Assim, a procura por novos
agentes terapéuticos que inibam o edema, é de extrema relevancia. Nossos
resultados mostraram que ambos 0s extratos mesmo quando administrados em
protocolos terapéuticos, inibem a liberacdo de citocinas inflamatérias, o
recrutamento celular, especialmente de neutréfilos, e 0 edema. Estes resultados séo
extremamente animadores, e assim, podemos sugerir que 0s extratos de T.
argentea e de A. colubrina var. colubrina tém potencial para serem empregados na
formulacdo de novos farmacos para terapia de doencas inflamatdrias, pulmonares

ou nao.



“Que os vossos esforgos desafiem as impossibilidades,
lembrai-vos de que as grandes coisas do homem
foram conquistadas do que parecia impossivel.”

Charles Chaplin

7. CONCLUSAO


https://pensador.uol.com.br/autor/charles_chaplin/
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7. CONCLUSAO

Os nossos resultados demonstram que os extratos hidroalcodlicos de
Terminalia argentea Mart. & Succ e de Anadenanthera colubrina var. colubrina
(Benth.) Brenan, ndo sao toxicos, e tém potente acdo anti-inflamatoria, tanto in vitro

guanto in vivo.



“Ha quem diga que todas as noites sdo de sonhos.
Mas ha também quem garanta que nem todas, sé as de verao.
No fundo, isto ndo tem muita importancia.
O que interessa mesmo nao é a noite em si, sdo o0s sonhos.
Sonhos que o homem sonha sempre, em todos os lugares,
em todas as épocas do ano, dormindo ou acordado.”

William Shakespeare
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COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado “Avaliag#@o da atividade anti-inflamatéria
dos extratos de Terminalia argentea e Anadena.nthera macrocarpa”, protocolo n® 15.1.861.60.6,
sob a responsabilidade de Mirella dos Reis de Aratjo Moreira e Lucia Helena Faccioli, que
envolve manuteng@o ¢ utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata
(exceto o homem) para fins de pesquisa cientifica encontra-se de acordo com os preceitos da Lei
n° 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto ° 6.899, de 15 de jillho de 2009, e com as normas
editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagdo Animal (CONCEA), e foi
aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de
Ribeir#o Preto (CEUA FCFRP) na reunifio de 28/05/2016.

Vigéncia do Projeto 01/07/2016 a 31/06/2017
Espécie/Linhagem Camundongo isogénio C57BL/6
N° de animais 300/98
Peso/Idade 16-22 gramas/6-8 semanas
Sexo Macho/Fémea
Origem Biotério Central da USP RP

Ribeirdo Preto, 28 de abril de 2016.

Profa. Dra,Ani Patrticia Yatsuda Natsui
Presidente da CEUA-FCFRP



76

vl

(-m'q ByBuw) weysks UOREIYISSED POZIUOULICH »..-._o.o. SHO -

dejs yoee je S|RW|UR PSP JO punquUow jo sequnN :£'T'L'0"

£ xouuy 098 :'m'q By/Bw 00os )¢ Bupse) -
pesn ese ( sejewe) Aewsou) xes 9jBuys e Jo sjeLW|UE BRI deys Jsed -

PoyISSEIOUN : o -

Anexos

» " — — w e - . A Sl b b3 b it o) et ; 5 ‘M q Gy/Bw
o | 000s 0052 ~ 000Z. T Lo S O L O 7 1 B e T S A oo osal
dajs | je deis 1 }
0 b Z € Jayio (0og 18)¢ Jayo (oS 1€)
f _ E 5 T
0005 - 0002 < 0002 - 00€ < 00E-05 < 05§ < 50 <
iy g KioBae v Kiobere ¢ AioBejed g Asobered KioBayed Rk
- o) & &> %
Lo oY G2
— o — 3 =y
sjewue ¢ sjewiue ¢ .U glewue ¢ sjewiue ¢
6>/6wp00Z _ByBwooe By/Buigg Byy/bug
sjewiue ¢ sjewiue ¢ s|ewiue ¢ sjewjue ¢
6%/6w0002 Bxy/Bwoog Boy/Bwog Byy/Buig
LHOIIM A0 DM/DN 00€ 40 HSOA ONILIVLS V HLIM TANAID0Ud LSAL 97 XANNV
| | I | | i mA.“—QO_\AHUMMO *I“Q






