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RESUMO

A inflamagdo compreende um mecanismo biolégico de defesa do organismo em
resposta a lesdo por agentes exdégenos ou endoégenos e tem por finalidade restaurar
a homeostase do organismo. Morus nigra L., popularmente conhecida por amoreira
negra, € tradicionalmente utilizada no tratamento de doencas inflamatérias. Sendo
assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial farmacolégico do extrato
hidroalcodlico e fragdo acetato de etila das folhas de Morus nigra e os provaveis
mecanismos de acao em modelos de inflamagao in vivo e in vitro envolvendo
neutréfilos e mediadores do processo inflamatério. Para tanto, as folhas secas foram
pulverizadas e maceradas em etanol a 70%, para obtengao do extrato hidroalcodlico
(EHA). O EHA foi submetido ao particionamento com hexano (FH), cloroférmio (FC)
e acetato de etila (FAE). A quantificagdo de compostos fendlicos e flavonoides totais
demonstraram niveis maiores destes metabdlitos secundarios no EHA e FAE. A
analise por HPLC-UV demonstrou a presengca de acido clorogénico, rutina,
quercetina e canferol no EHA e FAE de Morus nigra. No estudo toxicolégico agudo,
o tratamento de ratos machos e fémeas com o EHA (2000 mg/kg, v.0.) em dose
unica, ndo produziu morte nem alteragées no estado de consciéncia, motoras e do
sistema nervoso central e autbnomo; de peso corporal e de 6rgaos; consumo de
agua e racao; de parametros hematoldgicos e bioquimicos; quando comparados ao
grupo controle. O EHA e FAE de Morus nigra apresentaram atividade
antiedematogénica e anti-inflamatéria através da redugcéo do edema de pata de rato
induzido por carragenina. O EHA e FAE diminuiram a migragdo de leucdcitos e
neutréfilos para bolsa de ar subcutdnea com estimulagdo inflamatéria por
carragenina, inibindo a produgdo de TNF-a e mieloperoxidase. O EHA e FAE
também promoveram a diminuicdo da migragcédo de leucdcitos e neutréfilos para a
cavidade peritoneal de ratos estimulados com LPS, diminuindo a producao de 6xido
nitrico, TNF-a, IL-1B e IL-8. Ainda, o EHA e FAE de Morus nigra diminuiram a
quimiotaxia de neutréfilos em ensaio de camara de Boyden modificado frente aos
agentes quimiotaticos fMLP e IL-8. Em conjunto, os dados apresentados
demonstram que o EHA e FAE de Morus nigra apresentaram atividade anti-
inflamatdria importante, podendo desta forma serem utilizados no tratamento de
processos inflamatérios.

Palavras-chave: Morus nigra L., inflamagéo aguda, neutréfilos, anti-inflamataério.



ABSTRACT

Inflammation comprises a biological mechanism of the body's defense in response to
injury by exogenous or endogenous agents and aims to restore homeostasis. Morus
nigra L., commonly known as black mulberry tree is traditionally used to treat
inflammatory diseases. Thus, the aim of this study was to evaluate the
pharmacological potential of the hydroalcoholic extract and ethyl acetate fraction of
Morus nigra leaves and the likely mechanisms of action in models of inflammation in
vivo and in vitro involving neutrophils and mediators of the inflammatory process.
Therefore, the dried leaves were sprayed and soaked in 70% ethanol to obtain the
hydroalcoholic extract (EHA). EHA was subjected to partitioning with hexane (FH),
chloroform (FC) and ethyl acetate (FAE). Quantification of phenolic and total
flavonoid compounds showed higher levels of these secondary metabolites in the
EHA and FAE. Analysis by HPLC-UV showed the presence of chlorogenic acid, rutin,
quercetin and kaempferol in EHA and FAE of Morus nigra. In the acute toxicology
studies, treatment of male and female rats with EHA (2000 mg / kg, 0.v.) in a single
dose produced no death, nor change in consciousness, motor and autonomic and
central nervous system; body weight and organs; consumption of water and food;
haematological and biochemical parameters; when compared to the control group.
EHA and FAE of Morus nigra presented antiedematogenic and anti-inflammatory
activity by reducing the paw edema induced by carrageenan. EHA and FAE
decreased migration of leukocytes and neutrophils for subcutaneous air pouch
inflammatory stimulation by carrageenan, inhibiting TNF-a production and MPO. EHA
and FAE also promoted decreased migration of leukocytes and neutrophils into the
peritoneal cavity of rats stimulated with LPS, decreasing the production of NO, TNF-
a, IL-1B and IL-8. Further, the EHA and FAE of Morus nigra decreased neutrophils
chemotaxis in Boyden chamber assay modified front of chemotactic agents fMLP and
IL-8. Together the data presented demonstrate that the EHA and FAE of Morus nigra
had significant anti-inflammatory activity and can thus be used to treat inflammatory
processes.

Keywords: Morus nigra L., acute inflammation, rats, neutrophils, anti-inflammation.
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1 INTRODUGAO

A inflamagao é caraterizada por uma resposta fisioldgica do organismo a
agressao tecidual e tem por finalidade combater os agentes nocivos, de natureza
infecciosa ou ndo. O processo inflamatorio geralmente € uma resposta benéfica e é
essencial para manter a homeostase. No entanto, a resposta inflamatéria pode ser
prejudicial para as células quando ela se torna exacerbada (CHOVATYA e
MEDZHITQOV, 2014; AMULIC et al., 2012). Macroscopicamente, a inflamag¢ao aguda
caracteriza-se pela presenca de dor, rubor, calor e edema, devido a alteracbes
vasculares coordenadas por mediadores inflamatdrios. Tais alteracbes englobam a
vasodilatagao, a expressao de moléculas de superficie pelas células endoteliais dos

vasos e o aumento da permeabilidade vascular (DORWARD et al., 2012).

O processo de elaboragdo da resposta imunoldgica inclui, dentre outros
fatores, o recrutamento de leucdcitos. Dentre as populagcdes de células leucocitarias,
a primeira populagao a ser recrutada para o sitio inflamatério € a de neutroéfilos. Os
neutrofilos sdo leucécitos polimorfonucleares e sdo considerados um dos principais
representantes dos fagocitos durante processos inflamatérios agudos. Eles exercem
papel crucial na primeira linha de defesa contra bactérias, fungos e protozoarios
invasores, além de reagdes autoimunes (WILLIAMS et al., 2011; KOLACZKOWSKA
e KUBES, 2013).

Os anti-inflamatérios n&o esteroidais (AINEs) representam uma classe
importante de compostos com aplicagdes terapéuticas que tém sido utilizados por
muitos anos. No entanto, de acordo com a literatura disponivel sobre o tema, sao
relatados varios efeitos adversos como Ulceras, osteoporose, faléncia renal e
aumento dos riscos de doencgas cardiovasculares associados a drogas anti-
inflamatdérias nao esteroidais convencionais (MCGETTIGAN e HENRY, 2011;
CONAGHAN, 2012).

Logo, devido o grande impacto social e econémico das doencas inflamatdrias,
os farmacos anti-inflamatérios atuais tém varias limitagdes referentes a sua eficacia,
efetividade, seguranca e custo de producdo. Portanto, esforgos para desenvolver
novos e seguros agentes anti-inflamatoérios sdo necessarios, onde a migragao de

neutrofilos e a acdo de mediadores envolvidos na inflamagao sao potenciais alvos
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terapéuticos. Assim, o desenvolvimento de compostos anti-inflamatérios que
possuam menos efeitos colaterais ainda permanece um desafio para a comunidade
cientifica. Por isso, a identificagdo de novas drogas que possam promover a
resolucao da inflamacao e que sejam eficientes e bem toleradas pelo organismo é

de importancia relevante.

Diversos fatores tém incentivado a busca por novas drogas de origem vegetal
para as mais diversas patologias, dentre elas os processo inflamatérios. Dentro
destes fatores podemos destacar a crise econémica, o alto custo dos medicamentos
industrializados, a ineficiéncia da medicina convencional no tratamento de algumas
doencgas, uso abusivo e/ou incorreto de farmacos sintéticos podendo gerar sérios
efeitos colaterais e ainda o dificil acesso da populagao a assisténcia médica. Desta
forma tem crescido a pesquisa de drogas mais eficazes e de maior acesso a
populacao, além de estudos que visem preservar a biodiversidade, agregando valor
as espécies. Dentro desse contexto deve-se enfatizar a vasta diversidade floristica

brasileira e a enorme potencialidade farmacolégica que a mesma oferece.

No Brasil, as plantas pertencentes ao género Morus estdo listadas pelo
governo como de interesse para a pesquisa por serem amplamente usadas na
medicina popular e pelo seu potencial fitoterapico (PORTAL DA SAUDE, 2013).
Sendo assim a validacdo cientifica das amoras €& um passo necessario,

impulsionada pelo uso popular ja existente e bastante difundido desta planta.

Morus nigra L., popularmente conhecida por amoreira preta, além dos valores
nutricionais, contém varios compostos com acao terapéutica, ndo somente nos
frutos, mas também em outras partes da planta. Varias pesquisas ja demonstraram
que extratos a partir dos frutos, raizes ou folhas de Morus nigra apresentam
atividade antioxidante (OZGEN et al.,, 2009; MAZIMBA et al.,, 2011; PEREZ-
GREGORIO et al., 2011; HUANG et al.,, 2013; ABBAS, 2014; FENG, 2015;
TURGUT, 2015). No que se refere a atividade anti-inflamatéria, HASSIMOTTO
(2013) e HUANG (2013) demonstraram esta atividade nos frutos, enquanto que
ZELOVA (2015) encontrou um grande potencial anti-inflamatério nos extratos das

raizes.

Portanto, devido o uso popular da espécie vegetal Morus nigra na inflamagéao

e a necessidade de validacdo da atividade anti-inflamatdria das folhas de Morus
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nigra, este estudo prop0s avaliar as agdes dos extratos em protocolos de inflamagao

in vivo e in vitro, além de explorar possiveis mecanismos de agao farmacoldgica.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 INFLAMAGAO

A inflamagdo compreende um mecanismo bioldgico complexo e altamente
regulado de defesa do organismo em resposta a lesdo por agentes exdgenos ou
enddgenos; e tem por finalidade eliminar o agente nocivo, restituir o tecido lesado e
restaurar a homeostase do organismo (MEDZHITOV, 2008; NEWTON e DIXIT,
2012; CHOVATYA e MEDZHITOV, 2014).

Em geral, o processo inflamatério segue uma via particular que consiste de
indutores, sensores, mediadores e efetores (Figura 1). Os indutores, que podem ser
classificados como exdégenos e enddgenos, sd0 0s responsaveis por iniciar a
resposta inflamatéria. Eles ativam sensores especializados, que, por sua vez,
aumentam a produgdo de grupos de mediadores especificos. Estes mediadores
alteram o estado funcional de 6érgaos, tecidos e células, que séo os efetores da
inflamacdo. A alteragao funcional dos efetores permite que estes se adaptem de
forma especifica as condicbes estabelecidas por um determinado indutor
(MEDZHITOV, 2010).

Componentes da inflamacdo
Indutores __ Sensores Mediadores Tecidos-alvos
\an

o ' GCLZ. cxeLs
Mastocito Célula dendritica

- T TR TR Histamina
T Bradicinica

y A
)

y
),‘ icosanoides

v

MQ&Bfago

Danotecidual

Figura 1. Componentes da inflamagdo. A via inflamatéria consiste de indutores, sensores,
mediadores, e os tecidos-alvos. Indutores iniciam a resposta inflamatéria e sdo detectados por
sensores. Sensores, como os receptores do grupo Toll-like (TLRs), sdo expressos em células como
macrofagos teciduais residentes, células dendriticas, e mastocitos. Elas induzem a produgdo de
mediadores, incluindo citocinas, quimiocinas, histamina, bradicinina e  eicosanoides. Estes
mediadores inflamatérios atuam em varios tecidos-alvos envolvidos na resposta inflamatéria. (Fonte:
Adaptado de Medzhitov, 2010).
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A reacao inflamatdria pode ser desencadeada por diversos estimulos como:
infeccbes bacterianas, virais, fungicas, parasitarias ou por toxinas microbianas;
reagdes autoimunes ou de hipersensibilidade, em que o sistema imunitario destrdi os
proprios tecidos do individuo; necrose tecidual em decorréncia de isquemia, trauma
ou lesdes por agentes fisicos e quimicos; hipoxia, produzida pelas células privadas
de oxigénio que possuem a capacidade de ativar a transcricdo de muitos genes
envolvidos na inflamacao, e, finalmente, outros estimulos como corpos estranhos,
que possuem a capacidade de causar lesao tecidual traumatica ou de transportar
micro-organismos (KUMAR et al., 2013).

Didaticamente, a resposta inflamatdria pode ser dividida em aguda ou crénica,
divisdo esta baseada na duragdo e caracteristicas patoldgicas da reagao
inflamatdria. A inflamagédo aguda trata-se de uma resposta rapida (minutos, horas
e/ou dias), normalmente benéfica para o hospedeiro, que envolve eventos
vasculares e celulares, caracterizados por vasodilatagcdo, exsudacido de fluido ou
exsudato rico em proteinas de fase aguda com formacédo de edema, migracédo de
células, primariamente neutrdfilos, para o sitio lesado. Se a inflamagao aguda é bem
sucedida, restaurando a arquitetura do tecido normal, a homeostasia é restabelecida
(LAWRENCE, 2002; BUCKLEY et al., 2015).

No entanto, se ha falha na eliminagdo do agente indutor, ou um desequilibrio
de mediadores pré e anti-inflamatérios, a resposta inflamatéria adquire novos
aspectos, intensificando-se e podendo tornar-se cronica (GRIVENNIKOV et al.,
2010). Assim, caracteriza-se uma inflamacgao crénica que possui maior duragao
(semanas, meses e/ou anos) e esta associada a proliferagdo de vasos sanguineos,
fibrose e necrose tecidual. Tem sido relatado que algumas inflamagdes cronicas
podem predispor o hospedeiro a varias doencgas cronicas nado diretamente
relacionadas, incluindo o cancer, artrite reumatoide, asma, hipertensao e obesidade
(REUTER et al., 2010; NATHAN e DING, 2010; RICKLIN e LAMBRIS, 2013; LYMAN
et al.,, 2014). Para evitar a progressao da inflamagéo para o processo crénico &
necessario limita-lo desde a fase aguda com a reducédo do infiltrado celular e
liberagdo e acao de seus produtos potencialmente toxicos (REUTER et al., 2010;
GOMEZ-MUNOZ, 2013).
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2.2 INFLAMAGAO AGUDA

Ja sédo bem descritos na literatura os sinais clinicos classicos desencadeados
pelo processo inflamatério agudo: dor, rubor, calor, edema, e eventualmente perda
funcdo (SCHMID-SCHONBEIN, 2006; DORWARD et al.,, 2012). A cascata de
reacdes que inicia a inflamagao promove vasodilatacdo, que ocorre apés um breve
periodo inicial de vasoconstricdo e leva a um aumento da perfusdo sanguinea do
tecido (calor e rubor). O aumento da permeabilidade vascular, em capilares e
vénulas, permitindo a infiltracdo de células inflamatdrias tais como os leucdcitos,
inicialmente os neutroéfilos, no tecido lesionado, os quais sédo atraidos pela agao de
diferentes mediadores com a fungéo quimiotatica (PHILLIPSON; KUBES, 2011).

Durante o processo inflamatério agudo, em que a migragao de leucdcitos para
o local da inflamacao é facilitada pelo aumento da sintese de moléculas de adesao
nos vasos sanguineos, ocorre a passagem de proteinas plasmaticas para o local
onde foi iniciada a resposta inflamatdria, dando origem ao edema, que € resultante
do acumulo de exsudato composto por proteinas plasmaticas, leucdcitos e
mediadores inflamatdérios (POBER e SESSA, 2007).

Além disso, a agdo de compostos enddgenos, produzidos em resposta ao
estimulo inicial, como as citocinas, ou mesmo compostos exégenos, por exemplo, o
componente da parede de bactérias gram-negativas, lipopolissacarideo (LPS), os
quais atuam sobre os mecanismos hipotaldmicos reguladores da temperatura

corporal, podem desencadear a febre (GRIFFIN et al., 2012).

A producao exacerbada de mediadores pro-inflamatérios no local da leséo e a
incapacidade de eliminar o patégeno levam a formagédo de granulomas e podem
induzir danos irreparaveis no tecido. Ainda, os radicais livres e proteases liberados
pelas células ativadas no local inflamado podem causar mais dano ao hospedeiro do
que ao patoégeno. Dependendo da extensdo do dano, a reparagao s6 pode ser feita
por fibrose, levando a uma perda de fungao tecidual (SERHAN e SAVILL, 2005).
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2.3 MEDIADORES INFLAMATORIOS

As manifestacdes uniformes que caracterizam a resposta inflamatéria sao
decorrentes da acado de substancias enddgenas liberadas apos o estimulo lesivo,
denominadas mediadores quimicos da inflamacao. Estes atuam de maneira inter-
relacionada, nos eventos vasculares e celulares da resposta inflamatéria (MAJNO e
JORIS, 2004; RANKIN, 2004).

Provenientes do plasma ou secretados por células ativadas, os mediadores
inflamatdrios séo liberados concomitante ou sequencialmente nos sitios da lesao,
em resposta a um fator etioldégico. Véarios mediadores inflamatérios como os
componentes do sistema complemento, do sistema da coagulagao, cininas ou ainda
originados de células e de tecidos, tais como a histamina, a serotonina, metabdlitos
do acido araquiddnico, fator de ativagao plaquetario (PAF), éxido nitrico (NO) e
interleucinas atuam no desenvolvimento da resposta inflamatéria (MEDZHITOV,
2008).

2.3.1 Aminas vasoativas

Histamina e serotonina, aminas vasoativas, sdo mediadores pré-formados,
armazenados em granulos celulares, e estdo entre os primeiros a serem liberados
durante a inflamacéo. Estdo envolvidas no processo doloroso da inflamagao, além
de formagdao de edema e prurido, uma vez que participam dos mecanismos
causadores da vasoconstricdo inicial e vasodilatagdo subsequente (KUMAR et al.,
2010; YAKUGAKU et al., 2011; SEPIASHVILI et al., 2013).

2.3.2 Cininas

A resposta inflamatéria parece ser, na verdade, parcialmente mediada por
componentes (sistemas enzimaticos) presentes nos fluidos corporais como o
sistema calicreina-cininas. As cininas sao peptideos formados por proteases
conhecidas como calicreinas (tissular e plasmatica) a partir do precursor cininogénio.

As cininas, representadas pela bradicinina, Lys-bradicinina e Met-Lysbradicinina sao
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peptideos vasoativos potentes liberados a partir de substratos proteicos,
denominados cininogénios, pela acdo de certas proteases, conhecidas
genericamente como cininogenases. Estes peptideos medeiam a inflamacgao através
da ativacdo de receptores de bradicinina B1 e B2. Os receptores B1 séao
escassamente expressos em tecidos nao inflamados, mas sua expressao pode ser
aumentada sob condigdes particulares, como injuria e infeccdo. Por outro lado, os
receptores B2 que sao expressos constitutivamente e distribuidos em diversos
tecidos, ativam a fosfolipase C, com consequente hidrolise do fosfato de inositol e
produgao de diacilglicerol, modulando a expressdao e ativacao de receptores
vaniloides que estao relacionados com sensagdes nociceptivas e de calor (ANTONI,
2011; DE FALCO et al., 2013).

2.3.3 Metabdlitos do acido araquidénico

O metabdlitos do acido araquidénico (Figura 2), também conhecidos como
eicosanoides, sao derivados de fosfolipidios presentes nas membranas celulares.
Quando as células sdo ativadas por diferentes estimulos, mecéanicos, quimicos ou
fisicos, os fosfolipidios de membrana sofrem acdo de fosfolipases celulares, como
por exemplo, a fosfolipase A2, liberando o acido araquidénico (EL ALWANI et al.,
2006; HARIZI et al., 2008). Este por sua vez, pode ser metabolizado
enzimaticamente por por ciclooxigenases (COX1 e COX2), que geram
prostaglandinas (PGs), prostaciclinas (PCs) e tromboxanos (TX), ou por
lipoxigenases (LOS), que geram leucotrienos (LT) e lipoxinas (LX) (GDEK-
MICHALSKA et al., 2013; SIVAMANI et al., 2014).

A via das ciclooxigenases € composta por duas isoformas: COX-1, que € uma
proteina expressa constitutivamente por uma variedade de células e tecidos, e sua
atividade predomina em condigdes fisioldgicas, agindo como citoprotetora gastrica e
mantenedora da homeostase renal e plaquetaria. A expressao de COX-2 é induzida
por estimulos extra e intracelulares, como por exemplo citocinas como IL-1 e TNF-a
(GDEK-MICHALSKA et al., 2013).

As prostaglandinas sao subdivididas em subclasses, das quais D, E, F, G, He

| sdo as mais importantes na inflamacdo. A COX catalisa a conversao do acido
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araquidénico a prostaglandina H2, que €& um precursor de mediadores com
atividades biologicas como a prostaglandina E2 (PGE;) (JEON et al.,, 2012). Na
inflamacéo, a PGE; apresenta interesse particular por estar envolvida em todos os
processos que levam aos sinais classicos da inflamagao. Uma das prostaglandinas
mais abundantes produzidas pelo organismo, largamente caracterizada em espécies
animais como mediadora importante na regulagdo da respostas imunes, pressao
sanguinea, integridade gastrointestinal e fertilidade. A desregulagdo na sintese ou
degradacdo da PGE; tem sido destacada em vaérias condi¢des patoldgicas.
(DUBOIS et al., 1998; SEREZANI et al., 2007).

As LOS sao mais numerosas e entre estas podemos destacar as 5-
lipoxigenase (5-LO), 12-lipoxigenase (12-LO) e a 15-lipoxigenase (15-LO). Esses
eicosanoides gerados pelas diferentes vias ligam-se aos receptores acoplados a
proteina-G presentes nas membranas celulares e ativam uma cascata de
sinalizagao intracelular, mediando assim, as diferentes fases da inflamacao (HARIZI
et al., 2008). Os leucotrienos sao predominantemente produzidos por células
inflamatdrias, incluindo leucécitos polimorfonucleares, macréfagos e mastdcitos. O
leucotrieno B4 (LTB4) € o principal envolvido no processo inflamatério, sendo um
potente regulador da quimiotaxia dos neutréfilos e adeséo dos leucécitos as células
endoteliais (PETERS-GOLDEN e HENDERSON, 2007; RICCIOTTI e FITZGERALD,
2011). Ja as lipoxinas, atuam como importantes agentes anti-inflamatérios
contribuindo para a resolugao da resposta inflamatdria, envolvendo a interacido de
diferentes tipos celulares, tais como leucécitos, plaquetas e endotélio vascular
(SERHAN, 2005).
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Figura 2. Via do acido araquidénico e Mecanismo de agado dos anti-inflamatérios nao-esteroidais
(AINEs). COX = ciclooxigenase; LOX = lipoxigenase; PGD2 = protaglandina D2; PGE2 =
protaglandina E2; PGF2 = protaglandina F2; PGG2 = protaglandina G2; PGH2 = protaglandina H2;
PGI2 = protaglandina 12; TXA2 = tromboxano A2. Fonte: Adaptado de Dannhardt e Kiefer (2001).
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2.3.4 Citocinas

As citocinas sdao um grupo diversificado de peptideos e glicopeptideos de
baixo peso molecular, que coordenam e ativam as respostas das células do sistema
imune, além de apresentarem importante papel regulador sobre o inicio,
manutencdo e término das reacdes inflamatérias. S&o secretadas por diferentes
células em resposta a uma variedade de estimulos e induzem efeitos caracteristicos
sobre o crescimento, a motilidade, a diferenciagcdo e a funcdo das células alvo
(CAVAILLON, 2001; ABBAS et al., 2011; HELED et al., 2013). Uma citocina pode
induzir a expressdo de outras citocinas ou mediadores, formando assim, uma
cascata de efeitos bioldgicos que amplificam a resposta inflamatdria e influenciam a
sua evolugao. Desta forma, ha uma necessidade de equilibrio entre as citocinas pro
e anti-inflamatérias para o desenvolvimento de uma resposta imune efetora e bem
regulada, pois o excesso da produgdo de citocinas pro-inflamatérias e/ou a
deficiéncia de citocinas anti-inflamatérias pode gerar um desequilibrio na resposta
imunoldgica (ASTRY et al., 2011; KANG et al., 2015).
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As diferentes citocinas podem ser enquadradas em diversas categorias:
interferons, interleucinas (IL), fator estimulador de colénias, fator de necrose tumoral

(TNF) e fator de transformacao de crescimento.

O IFN-y é um potente ativador de neutrdéfilos, promovendo a apresentacao de
antigenos e a formacao de espécies reativas de oxigénio. O IFN-y induz também a
expressdo de moléculas de adesao intracelular 1 (ICAM-1) e molécula de adesao
vascular 1 (VCAM-1) no endotélio aumentando o recrutamento de leucécitos para o
sitio inflamatdrio. Além disso, o IFN-y também pode ser a base de doencas
autoimunes devido sua capacidade de induzir a expressdo de moléculas do
complexo de histocopatibilidade principal (CHP) em células que normalmente n&o o
expressam (SCHURGERS et al., 2011).

Quando receptores do tipo NOD-like (NLR) detectam padrdes moleculares
associados aos patégenos (PAMPs) ou padrées moleculares associados ao dano
celular (DAMPs) ou sinais de perigo no citoplasma de células hospedeiras induzem
a producdo e maturagcdo de IL-1B que estdo relacionadas com quadros de
inflamacédo aguda e crénica e podem levar a um tipo de morte celular chamada
piroptose. Sabe-se que a producdo dessas citocinas € induzida por ativacido de um
complexo proteico intracelular denominado inflamassomo, que ativa a caspase-1,
que por sua vez promove a maturagao e liberacao de IL-13, que, entdo, deixam a
célula e desempenham diversas fungdes pré-inflamatérias (BROZ e MONACK,
2011; SAID-SADIER e OJCIUS, 2012)

O TNF-a e a IL-1B sao encontrados juntos em inumeros cenarios
inflamatérios e possuem efeitos fisioldgicos essencialmente idénticos. Sao
produzidos principalmente por fagdcitos mononucleares e polimorfonucleares
ativados e exercem potentes efeitos inflamatérios locais e sistémicos (REN e
TORRES, 2009). Diferentemente do TNF-a, a IL-1B8 pode ser produzida por outras
células (endoteliais, neutrdfilos, linfocitos, células Natural Killer e mastocitos) em
resposta a diversos estimulos inflamatérios (HASSELBALCH, 2013). TNF-a e IL-1
induzem expressdo de moléculas de adesdo no endotélio ICAM-1 e VCAM-1;
sintese de mediadores quimicos (incluindo outras citocinas, quimiocinas, fatores de
crescimento, eicosanoides e NO); ativam neutréfilos e fagécitos mononucleares;
induzem a producdo do fator de crescimento para fibroblastos e angiogénese

(MAMBOLE et al., 2010); aumentam a permeabilidade vascular; promovem a
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liberagao do fator de transcricao nuclear kappa B (NF-kB) no citosol. O NF-kB regula
a sintese de muitas proteinas que funcionam em vias inflamatérias, incluindo TNF-q,
IL-1B, INF-y e COXs (EL ALWANI et al., 2006; HASSELBALCH, 2013).

A IL-6 é outra importante citocina em respostas inflamatérias agudas que
também apresenta efeitos locais e sistémicos; € sintetizada por fagdcitos
mononucleares, células endoteliais vasculares, fibroblastos e outras células em
resposta aos PAMPs, IL-1B e TNF-a (ABBAS et al., 2011; YOSHIDA e TANAKA,
2014). Entretanto, enquanto o TNF-a e a IL-1p induzem a produgéo de IL-6, esta
ultima inibe a sintese dos primeiros, produzindo desta forma, um efeito
antiinflamatério por meio de retroalimentacédo (feedback) negativo (EL ALWANI et
al., 2006).

As quimiocinas sdo um grupo de proteinas dentro da familia das citocinas
cuja fungdo genérica é induzir a migragao celular. Essas "citocinas quimiotaticas"
sao produzidas pelos leucdcitos e outras células e estao envolvidas na quimiotaxia
de leucécitos e trafego de células do sistema imunoldgico para locais em todo o
corpo. Quimiocinas inflamatdrias, séo produzidas durante as infecgées ou como uma
resposta a um estimulo inflamatério e facilitam uma resposta imune por guiar as
células do sistema imune inato e adaptativo (ABBAS et al., 2011; RAMESH et al.,
2013). Dentre as substancias quimiotaxicas para neutrofilos destaca-se interleucina-
8 (IL-8). Esta, liga-se a receptores de membrana, em geral, receptores
transmembranas ligados a proteina G (STILLIE et al., 2009). A ativagdo destes
receptores leva a sinalizagdes intracelulares complexas, que desencadeiam nao
somente a migragado orientada de neutréfilos, mas também a desgranulagao, a
secrecao de mediadores inflamatérios e a ativacdo do burst respiratério
(JANETOPOULOS e FIRTEL, 2008).

2.3.5 Oxido nitrico

Outro importante mediador expresso em grandes concentragdes na resposta
inflamatéria é o oxido nitrico (NO). E um gas soluvel produzido pelas células
endoteliais, neutrdfilos e alguns neurdnios e é produzido a partir da L-arginina pela

acao da NO sintase (NOS). Trés isoformas da NOS foram identificadas: as NOS
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endotelial (eNOS) e neural (hnNOS), que sao produzidas de forma constitutiva e suas
expressdes aumentam com o efluxo de calcio, produzem pequenas quantidades de
NO, que atua como vasodilatador e neurotransmissor, respectivamente. Em adigéao,
estudos indicam que o aumento na produc¢ao de NO, devido a inducido da expressao
de NOS induzivel (iNOS) por citocinas inflamatérias (IFN- y, TNF-a, IL-1B8 e IL-6) e
lipopolissacarideo (LPS), € um importante instrumento da fisiopatologia da
inflamacédo (PACHER et al., 2007; LOSCALZO, 2013).

O NO também regula a atividade dos neutrdfilos. Estudos in vitro
demonstraram que o NO inibe a degranulagao e a formagao de fatores quimiotaticos
e de espécies reativas em neutréfilos ativados. O NO também regula o recrutamento
dessas células para o foco inflamatério por meio da diminuicdo do rolamento e da
adesao no endotélio vascular e da inibicdo da producdo das moléculas de adeséao
(KOSONEN et al., 2000; LINDEMANN et al., 2000).

Apods ativagao, os neutréfilos produzem espécies reativas de oxigénio (ROS)
em um processo denominado explosao respiratoria. O complexo enzimatico do
NADPH oxidase se forma na membrana plasmatica e na membrana do fagossomo
dando inicio a cascata que reduz o oxigénio molecular a superdxido. Este pode levar
a formagao de perdxido de hidrogénio, pode formar peroxinitrito em uma reagédo com
oxido nitrico e produzir outras espécies reativas quando em contato com
mieloperoxidase (MPO) liberada dos granulos dos neutréfilos (WINTERBOURN,
2008).

2.3.6 Mieloperoxidase

A mieloperoxidase (MPO) é membro da familia das hemeperoxidases,
enzimas que utilizam ion ferro em suas reacdes de peroxidacdo, e funciona como
um componente fundamental na maquinaria efetora dos neutrdfilos durante a
inflamacéao. Esta enzima representa cerca de 5% do peso seco de neutrdfilos, sendo
a maior constituinte dos granulos primarios, podendo também ser encontrada em

menores quantidades em mondcitos e macrofagos.

A ativacao de neutrdéfilos promove aumento expressivo da atividade da MPO,

promovendo desta forma a conversdo do perdxido de hidrogénio (H2O2) em acido
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hipocloroso (HCIO), um composto com agédo antimicrobiana e importante durante a
resposta imune inata (Figura 3). Porém, a liberacédo do HCIO e as demais espécies
reativas, em altas concentragdes, exercem acodes citotdxicas e consequentemente
geram lesdes teciduais (PROKOPOWICZ et al., 2012). Por outro lado, o papel da
MPO também tem sido associado a uma série de eventos celulares, como a
quimiotaxia de neutrdfilos, demonstrado, em estudos, pela da diminui¢cdo do influxo
dessas células, no tecido pulmonar de camundongos knockout para MPO, apds a
estimulagcédo com lipopolissacarideo (LPS) (HAEGENS et al., 2009).

A MPO quando presente no local da inflamagdo pode interagir com os
receptores de manose de macrofagos (MMR), o que leva a liberagdo, por estas
células, das citocinas TNF-q, IL-1, IL-6 e IL-8 potencializando assim o recrutamento
de neutrdfilos pra o local da inflamagao (KUMAR e SHARMA, 2010).
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Figura 3 — Mecanismo de agao da enzima mieloperoxidase (MPO) na resposta inflamatéria. A MPO é
responsavel pela conversdao do peroxido de hidrogénio (H202) em &acido hipocloroso (HCIO), um
composto com agado antimicrobiana e importante durante a resposta imune inata. Adaptado de
Prokopowicz e colaboradores (2012).
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2.4 NEUTROFILOS

Dentre as células envolvidas no processo inflamatério, os neutrdfilos
compdem o sistema imune inato, desempenhando um papel essencial em processos
inflamatdrios agudos e na defesa do organismo contra patégenos (MANTOVANI et
al., 2011; BARDOEL et al., 2014). Desta forma, os neutréfilos exercem a linha de
frente de defesa do hospedeiro e sdo o0s primeiros e mais numerosos leucécitos a
alcangarem o sitio de lesdo e exercerem suas fungdes fagociticas e secretoras

importantes para a evolugéo do processo (PETERSEN et al., 2013).

Os neutrdfilos sao leucdcitos polimorfonucleares, provenientes da medula
Ossea, originados a partir de células precursoras mieloides, e sua produgédo é
induzida pelo fator de estimulagado de colénia de granulécitos (G-CSF, Granulocyte-
colony stimulating factor). A medula éssea ndo é apenas o local de produgao de
neutréfilos, mas também de grande armazenamento celular com aproximadamente
20 vezes mais a quantidade dessas células presentes do que na circulacio
(BORREGAARD, 2010; KOLACZKOWSKA e KUBES, 2013).

Os neutrdfilos sao células formadas por 2 a 5 I6bulos ligados entre si por finas
pontes de cromatina e representam cerca de 50 a 60% dos leucécitos circulantes
totais em humanos. Sao células de meia-vida curta, permanecendo viaveis no
sangue periférico por aproximadamente 6-8 horas. Em um adulto saudavel, estima-
se que a producdo diaria de neutrofilos é de aproximadamente 10" células, e pode
aumentar consideravelmente durante processos infecciosos e algumas doengas
(SUMMERS, 2010; SADIK et al., 2011).

Em condicbes normais, os leucécitos circulam na parte central do vaso
sanguineo e, na vigéncia de um estimulo inflamatério, sdo recrutados para o foco da
lesdo. O processo de extravasamento de leucécitos a partir das vénulas pos-
capilares para um tecido infectado, inflamado ou lesado, € mediado através de
processos moleculares, mecanicos e quimicos sequenciados temporalmente, e em
geral, bastante semelhantes para as diferentes subpopulagbes de leucdcitos,
incluindo os neutréfilos (GANE e STOCKLEY, 2011; CHAVAKIS, 2012;
PADMANABHAN e GONZALEZ, 2012).
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O processo de migragao do neutréfilo (Figura 4) da corrente sanguinea para a
area inflamada, conhecido como diapedese, requer regulagdo temporal e espacial
de vias de sinalizagdo intracelular, que permitem aos neutréfilos detectar
substancias quimioatraentes e migrarem em diregao a estes estimulos (quimiotaxia).
Tais substancias podem ser produzidas pelo hospedeiro ou pelo patégeno invasor.
Além disso, este processo envolve uma complexa interacdo entre o neutrdfilo e o
endotélio vascular adjacente (DIMASI et al.,, 2013). Por sua vez, as citocinas
também agem nas células endoteliais préximas a regido com processo inflamatério
induzindo um aumento da expressao de moléculas de adesao (CAMs), deixando
esse epitélio em um estado de ativagao. Logo, a passagem dos neutrdéfilos do lumen
vascular para o tecido € guiada por interagdes adesivas especificas, dependentes da
existéncia de diferentes familias de moléculas de adesao (selectinas, integrinas e
imunoglobulinas) e seus respectivos receptores nos leucécitos e nas células
endoteliais (MCDONALD et al., 2010; SUNDD et al., 2011).

A primeira classe de moléculas de adesao envolvida neste processo pertence
a familia das selectinas (P; E; e L - Selectinas). A interagado entre as selectinas e
seus ligantes medeia a captura e o rolamento (rolling) dos neutréfilos sobre o
endotélio inflamado, o que permite que os neutrdéfilos deslizem sobre o endotélio.
Como estas interagdes sao de baixa afinidade, elas sao rompidas facilmente pela
forca de cisalhamento do fluxo sanguineo, assim, os neutrdfilos se ligam e se
desprendem repetidamente e, consequentemente, rolam ao longo da superficie
endotelial (CHAVAKIS et al., 2009; ZARBOCK et al., 2011).

Apds poucos minutos de estimulo por um agente inflamatério, as moléculas
de P-selectina, que sao pré-armazenadas nos corpos de Weibel-Palade, sao
redistribuidas para a superficie da célula endotelial, bem como a E-selectina é
sintetizada no periodo maximo de 90 minutos e expressa também na superficie
endotelial. Estas duas selectinas contribuem para rolamento dos neutréfilos sobre a
superficie endotelial via ligagdo com seus ligantes glicosilados presentes na
membrana dos neutréfilos, incluindo o ligante de glicoproteina da P-selectina 1
(PSGL1), levando a captura de neutrdfilos circulantes livres na superficie endotelial e
seu subsequente rolamento ao longo do vaso em dire¢do do fluxo sanguineo. O
rolamento lento exige rapida formacdo e quebra das ligagbes adesivas entre P-
selectina e PSGL1 (SUNDD et al., 2011; WILLIAMS et al., 2011; KOLACZKOWSKA
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e KUBES, 2013). A P-selectina pode ser regulada transcripcionalmente e sua
expressao induzida por LPS ou citocinas como TNF-a e IL-1B3. A expressao de E-
selectina é dependente de sintese proteica apds estimulagdo por mediadores
especificos e € induzida na célula endotelial por citocinas como IL-18 ou TNF-q,
sendo sua expressao maxima apos 4 horas de ativagao, com redugao de expressao
a niveis basais apés 24 horas (SMITH, 2007).

A expressdo das integrinas medeiam a firme adesdo dos neutréfilos ao
endotélio e sao capazes de formar ligacbes entre a matriz extracelular e o
citoesqueleto de neutréfilos, promovendo uma mudanca conformacional em
proteinas da familia das integrinas, aumentando sua afinidade por moléculas de
adesao intercelular (ICAMs) situadas no endotélio. A familia das integrinas possui
duas subunidades a e B, mas existem 16 tipos de subunidades a e 8 tipos de
subunidades B constituindo mais de 20 receptores conhecidos. Na adesao firme dos
neutréfilos ao endotélio ha a participagao de duas integrinas: antigeno de macréfago
1 (Mac-1; aMB2; CD11b/CD18) e antigeno associado a fungéo dos linfocitos 1 (LFA-
1; aLpB2; CD11a/CD18). Os neutrofilos também podem expressar 1 integrina (VLA-
4) e ligar-se a imunoglobulina VCAM-1 do endotélio (ALBELDA et al., 1994; BURG e
PILLINGERM, 2001; SEELY et al., 2003; LANGER e CHAVAKIS, 2009).

No que se refere as moléculas de adesao, podemos destacar a superfamilia
das imunoglobulinas: ICAM-1 e/ou 2, VCAM-1, e PECAM-1. As expressdes de
ICAM-1 e VCAM-1 no endotélio quiescente sdo baixas, mas suas expressdes sao
aumentadas na presenca de estimulo inflamatério, diferentemente das expressoes
constitutivas de ICAM-2 e PECAM-1 (HUO; LEY, 2001). Posteriormente a adesao
firme, a migracao de neutrdfilos entre as células endoteliais € mediada pela molécula
de adeséao de plaquetas e células endoteliais 1 (PECAM-1; CD31) e ICAMs (BURG,
2001). Os neutrdfilos se aplainam sobre o endotélio, resultando em um aumento do
contato e formagado de um grande numero de pontes de ligagéao pelas integrinas. A
seguir, os neutréfilos sofrem alteragbes na sua forma, permitindo que eles passem
entre as juncdes interendoteliais, migrando para o espacgo tissular extra vascular e
para os sitios inflamatérios (ZEN e PARKOSC, 2003).

Uma vez na matriz extravascular, os neutréfilos migram, orientadamente, em
diregcdo ao foco de lesado, respondendo a um gradiente de moléculas dispersas ou

ligadas a matriz extravascular. Como citato anteriormente, dentre as substancias
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quimiotaxicas para neutréfilos se destacam o PAF, peptideos formilados
constituintes da parede bacateriana, como o fMLP, fator C5a do sistema
complemento, o LTB4 e a IL-8. (JANETOPOULOS e FIRTEL, 2008; HICKEY e
KUBES , 2009).

rolamento ades3o rastelamento transmigracio
1 I

] selectina fig Recentor da P Integrina j veanee da
guimiocina inativa integrina
Ligante da ey l Integrina
selectina © Quimiccina e

b
transcelular,

neutréfilo
extravazado

Figura 4. Sequencia de migragdo dos neutréfilos da vasculatura para o tecido. Transmigragéo
paracelular (entre as células endoteliais) e transcelular (através das células endoteliais). O rolamento
€ principalmente selectina-dependente, enquanto a adeséao, rastejamento e transmigracao dependem
de interagdes integrina. Quimiocinas que revestem a parte luminal do endotélio ativam neutrofilos
rolantes, induzindo, assim, mudancas conformacionais das integrinas na superficie dos neutrofilos
permitindo eventos subsequentes. Neutroéfilos rastejantes seguem o gradiente quimiotatico ao longo
do endotélio. (Fonte: Adaptado de Kolaczkowska e Kubes, 2013).

2.5 MODELOS EXPERIMENTAIS

O modelo experimental de edema de pata induzido por carragenina baseia-se
no fato de que a administragdo de agentes flogisticos na pata de um animal produz
uma reagao inflamatéria local caracterizada pela formagéao de edema, reprodutivel e
facilmente mensuravel. Essa metodologia permite observar a atividade
antiedematogénica e anti-inflamatéria da amostra teste a partir de um estimulo
inflamatério local, bem como avaliar a melhor dose do tratamento a ser empregado

nas metodologias seguintes (LEVY, 1969).
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As carrageninas sao polissacarideos sulfatados provenientes de algas
marinhas (Rhodophycae) (VAN ARMAN, 1979) e compreendem trés subtipos k, 1 € A
(DE RUITER e RUDOLPH, 1997). Modelos utilizando a carragenina (Cg) como
agente inflamatério sdo amplamente utilizados tanto para a investigagdo da
fisiopatologia da inflamagdo aguda, como também para a triagem de substancias
com potencial anti-inflamatério (VINEGAR et al., 1982; TSUJI et al., 2003;
BHATTACHARYYA et al., 2008). A injecao intraplantar de carragenina induz uma
resposta inflamatéria marcante com desenvolvimento de edema e hiperalgesia
(NAKAMURA E FERREIRA, 1987).

Posadas e colaboradores (2004) demonstraram que em camundongos, O
edema de pata induzido pela carragenina é bifasico e dependente da idade e do
peso dos animais. Além disso, esse edema é mediado pela expressdao de eNOS,
INOS, COX-1 e COX-2, além da migracao de células inflamatdrias, principalmente
neutrofilos. O primeiro pico de edema é caracterizado pelo aumento da expressao
de 6xido nitrico, enquanto que o segundo pico, mais tardio, difere do primeiro pelo
aumento da expressao de COX-2, a qual comeca a ser detectada a partir de 24

horas apds a injecao do agente.

No que se refere a resposta celular inflamatéria induzida pela carragenina,
Vinegar e colaboradores (1973) demonstraram por meio de analise histoldgica que a
injecao intraplantar promove infiltracdo de neutrdéfilos no tecido subcuténeo da pata
de ratos. Em relagdo a cinética de migracado de neutroéfilos, os mesmos autores
observaram que apo6s 20 minutos estas células localizavam-se em vasos proximos
ao local da inoculagdo do agente. Apos 60 minutos, observava-se a migragao
dessas células para o tecido subcutaneo adjacente, a qual se intensificava 2 horas
apos a injecao de carragenina. Wallace e colaboradores (1999) demonstraram que
em modelo de bolsa de ar estimulada com carragenina, a migragao celular é

mediada principalmente pela COX-1.

E importante destacar também que a resposta celular envolve a participagéo
de importantes mediadores pré-inflamatérios e de moléculas de adesao na migragao
celular induzida pela carragenina, uma vez que foram detectados altos niveis de
prostaglandina E2, TNF-a, IL-1a e IL-1B, além de um aumento da expressédo das

moléculas de adesdo P-selectina e ICAM-1 4 horas apds a injecdo desse agente



32

inflamatorio (CUZZOCREA et al., 1999; DALMARCO et al., 2008; IWATA et al.,
2010).

O teste da permeabilidade VASCULAR baseia-se no fato de que a
administracao intraperitoneal (i.p.) de uma solugéo de acido acético provoca reagao
inflamatdria local envolvendo a liberagao de mediadores que induzem o aumento da
permeabilidade vascular levando ao extravasamento de liquido rico em proteinas
(exsudato) para o intersticio, que pode ser quantificadas pela dosagem de proteinas
de fase aguda (HE e ZHANG, 2011; KROHN, 2011).

O modelo de inflamagéao peritoneal induzido por LPS (lipopolissacarideo
bacteriano) € um modelo experimental de inflamagado aguda amplamente utilizada
para testar novas terapias anti-inflamatoérias, a qual permite ao pesquisador
quantificar ou analisar a permeabilidade vascular e a migragao celular, bem como,
mudancas nos parametros inflamatérios como a produgcdo de citocinas pro-
inflamatdrias (DA SILVA, 2011).

O LPS é um lipopolissacarideo de membrana de bactéria gram negativa que é
liberado de forma livre ou em agregados com proteinas de superficie quando a
bactéria se multiplica ou morre. Toll-like receptor 4 (TLR4) é o receptor que
reconhece o LPS e é considerado a molécula de reconhecimento do sistema imune
inato. Desde sua descoberta, no final da década de 1990, os receptores Toll-like tém
sido identificados como sensores primarios de infecgdes microbianas e permitido
avancgos significativos na compreensdo dos mecanismos envolvidos na imunidade
inata e adquirida. TLR4 é um receptor de membrana com um dominio extracelular
rico em residuos de leucina e um dominio citoplasmatico Toll. Este receptor detecta
bactérias gram-negativas através do reconhecimento da camada lipidica A de LPS
(POLTORAK et al., 1998; TAKEUCHI e AKIRA, 2010).

O reconhecimento de LPS é mediado por quatro moléculas: proteina ligadora
de LPS (LBP), CD14, proteina mieldide diferenciadora 2 (MD2) e TLR4 (GUHA e
MACKMAN, 2001). LBP funciona como uma proteina de transito catalizando a
transferéncia de LPS da membrana externa de bactérias gram-negativas ao CD14
(TOBIAS et al., 1995). CD14 tem um papel no carregamento de LPS ao complexo

TLR4/MD2. Proteina mieldide diferenciadora 2, uma glicoproteina que é essencial



33

para a resposta inata ao LPS, se liga ao LPS e ao dominio extracelular do TLR4
(SHIMAZU et al. 1999).

2.6 FARMACOS ANTI-INFLAMATORIOS E BIOPROSPECGAO

Dentre principais farmacos utilizados na clinica para inflamagado aguda
destacam-se os anti-inflamatérios ndo esteroidais (AINEs) e os antiinflamatérios
esteroidais (AIEs) ou glicocorticoides (BILATE, 2007).

Os AINEs representam uma classe de diversos medicamentos, e estdo entre
os farmacos mais comumente utilizados em todo mundo. Esta classe de
medicamentos tem efeito analgésico, anti-inflamatdério e antipirético. A acéo dos
AINEs foi primeiro descrita em 1971 por Vane e Piper, quando eles demostraram
que esta classe inibia a biosintese de prostaglandinas pela prevencgao da ligagcéo de
acido araquiddnico no sitio ativo da enzima ciclooxigenase (COX), impedindo assim
a sintese de eicosandides e de prostandides (SULEYMAN et al., 2007; RAO e
KNAUS, 2008; CONAGHAN, 2012).

Os AINEs podem ser classificados ainda como inibidores seletivos da COX-2
e inibidores nao-seletivos, atuando desta forma na inibicdo da COX-1 e COX-2
(Figura 2). A COX-1 é encontrada na grande maioria das células na forma de enzima
constitutiva, sendo responsavel pela homeostasia dos tecidos e producido de
prostaglandinas. Quando inibida, a COX-1 pode desencadear efeitos adversos,
principalmente os gastrintestinais (WYATT et al., 2012; KID, et al., 2013). Buscando
evitar as consequéncias da inibicdo da COX-1, foram desenvolvidos AINEs que
inibem seletivamente a COX-2, que por sua vez € uma enzima liberada pelas células
inflamatdrias por varios estimulos, como a presenga de citocinas, fatores de
crescimento, estimulantes tumorais, sendo expressa especialmente durante as fases
iniciais do processo de reparagao 6ssea. Ao ser inibida a COX-2 é responsavel por
efeitos terapéuticos (RAINSFORD, 2006; RECIO et al., 2012; KRASNY et al., 2013;
RIBEIRO et al., 2015).

Em contrapartida, de acordo com a literatura especializada, sao relatados
varios efeitos adversos como Uulceras, osteoporose, faléncia renal e aumento dos

riscos de doencgas cardiovasculares associados aos AINEs nao seletivos e seletivos
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da COX-2, limitando assim a aplicagdo em larga escala desses agentes. Além disso,
pesquisas evidenciaram uma importante relacdo da COX-2 na carcinogénese,
porém esse mecanismo nao foi claramente elucidado. Ainda, inibidores seletivos da
COX-2 estao relacionados a efeitos cardiovasculares negativos (KHUDER e MUTGI,
2001; HARRIS et al.,, 2003; BOMBARDIER et al., 2010). A expressao de COX-2
também ¢é inibida por glicocorticoides, onde estes farmacos apresentam potente
efeito anti-inflamatorio, no entanto com expressivos efeitos colaterais, como por
exemplo a imunossupressao, inibicao da proliferacado celular, da sintese e secrecao

de insulina estimulada pela glicose (SHAO et al., 2004)

Assim, o desenvolvimento de novos compostos anti-inflamatérios que
possuam menos efeitos secundarios, que possam promover a resolucido da
inflamacado e que sejam homeostaticas, modulatérias, eficientes e bem toleradas
pelo organismo é de suma importancia e ainda permanece um desafio para a

comunidade cientifica.

Produtos naturais derivados de plantas estao sendo investigados e utilizados
para prevenir ou tratar doencas desde o inicio da histéria humana. Estas substancias
apresentam caracteristicas como diversidade quimica, especificidade bioquimica,
entre outras propriedades moleculares que favorecem a descoberta de novos
farmacos a partir destes compostos (NEWMAN e CRAGG, 2007).

A bioprospeccéao de produtos naturais € importante para a farmacologia, pois
através dela se avalia por ensaios biolégicos a agdo destas substéncias com
estruturas quimicas definidas ou fitocomplexos para a selecdo de novos compostos
com acdo terapéutica. Sendo assim, a quimica dos produtos naturais envolve o
estudo de biossintese, isolamento, determinacdo da estrutura, investigacdo das
propriedades bioldgicas e, por fim, a produgdo em grande escala, ou mesmo a
validacao de atividades farmacoldgicas de substancias utilizadas de forma empirica
(KOEHN e CARTER, 2005; MCCHESNEY et al., 2007). Usualmente, sao feitas
triagens com modelos experimentais menos complexos e apdés a selegao das
substancias puras ativas, estas sao avaliadas em ensaios mais especificos, e
posteriormente submetidas a andlise do mecanismo de agdo bioldgica
(CECHINELFILHO & YUNES, 1998).
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Nos ultimos anos, a fitoterapia ganhou destaque como alternativa ao
tratamento das mais diversas enfermidades, sobretudo nos paises em
desenvolvimento, onde existe grande acessibilidade da populagdo as plantas
medicinais e 0s servigos publicos de saude sao limitados (AGRA et al, 2007). Além
da produgdo de farmacos originados de moléculas bioativas, é importante destacar
também a producgao de fitoterapicos, que sdo preparacdes que apresentam extratos
padronizados de uma ou mais plantas que possuem substancias ativas presentes.
Os efeitos farmacoldgicos de um fitoterapico sdo atribuidos a um unico constituinte
quimico presente ou a uma interacdao de varios constituintes quimicos do mesmo
extrato (WAGNER e WISENAUER, 2006).

As drogas anti-inflamatérias atuais tém apresentado diversas limitagdes,
dentre elas a falta de resposta farmacoldgica, efeitos adversos, problemas no custo
de produgao e entrega. Sendo assim, ha necessidade de uma busca constante de
novos agentes farmacologicos com atividade anti-inflamatéria eficaz e redugao do
numero de efeitos adversos, estabelecendo-se uma boa relagao risco/beneficio ao

usuario.

2.7 Morus nigra Linnaeus

Morus nigra L. (Figura 5), conhecida popularmente como amoreira negra,
pertence a familia Moraceae, representada por cerca de 61 géneros com mais de
1000 espécies e se encontra bem representada no Brasil tanto por espécies
silvestres como por cultivadas. E frequente de um modo geral nas regibes tropicais
de todo o mundo (SOUZA e LORENZI, 2008).

Classificagao Botanica do género Morus
A amoreira, nome popular, esta classificada no (LORENZI et al., 2003):
Reino Plantae;
Divisao Magnoliophyta;
Classe Magnoliopsida;
Ordem: Urticales;

Familia: Moraceae;
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Género: Morus.

Figura 5. Folhas e frutos da espécie Morus nigra L (amoreira negra ). Fonte: elaborada pelo autor, 2013.

Morus sp. de um modo geral é frequente nas regides tropicais de todo o
mundo. As espécies mais populares compreendem: Morus alba (Amoreira branca),
Morus australis (amoreira chinesa), Morus insignis (amoreira americana), Morus
mesozygia (amoreira africana), Morus microphylla (amoreira do Texas), Morus nigra
(amoreira negra) e Morus rubra (amoreira vermelha) (LORENZI et al., 2003; ZHAO
et al., 2005; ERCISLI e ORHAN, 2007).

A maioria dos estudos fitoquimicos realizados com M. nigra estdo voltados
aos frutos. Ercisli e Orhan (2007) observaram que frutos de M. nigra apresentam
teores de flavonoides e fendis totais maiores do que as espécies M. alba e M. rubra.
Outro estudo relatou que Morus nigra L. apresenta elevadas quantidades de
metabdlitos secundarios, sendo os principais, pertencentes a classe dos compostos
fendlicos, responsaveis pela adstringéncia e sabor acido que o fruto apresenta
(OZGEN et al., 2009). Cinco &cidos organicos, entre eles, malico, citrico, tartarico,
oxalico, e fumarico foram identificados nos frutos da Morus nigra, sendo o acido
malico o predominante, seguido pelo citrico e tartarico. O teor de acidos organicos é
um fator importante nas propriedades organolépticas dos frutos, contudo, este teor
pode variar de acordo com as condi¢des geograficas em que a arvore se desenvolve
(KOYUNCU, 2004). Pawlowska e colaboradores (2008), isolaram e identificaram nos
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frutos de M. nigra e M. Alba quatro compostos do extrato metandlico, entre os quais,
os compostos (quercetina-3-O-glucoside, quercetina-3-O-rutinosideo, canferol-3-O-
rutinoside e 5-O-acido cafeoilquinico). Estas substancias sdo muito estudadas na

modulagao de mediadores do processo inflamatério.

Devido a presenca destes metabdlitos secundarios, as amoras tem sido
estudadas para avaliar suas atividades biolégicas como antioxidante,
antiangiogénica, antibacteriana e antiviral, o que poderia levar a melhora a resposta
imune, melhora o perfil lipidico, redugdo da agregagao plaquetaria e melhora do
metabolismo hormonal (ZAFRA-STONE et al., 2007).

No Brasil, as plantas pertencentes ao género Morus estdo listadas pelo
governo como extremamente interessantes para a pesquisa por serem amplamente
usadas na medicina popular e pelo seu potencial fitoterapico (PORTAL DA SAUDE,
2013). Sendo assim a validagao cientifica da amora € um passo necessario,

impulsionada pelo uso popular ja existente e bastante difundido desta planta.

Além disso, ja é bem relatado que Morus nigra L. ndo apresenta somente
valores alimentares nutricionais, mas contém varios compostos com agao
terapéutica em outras partes da planta como folhas e raizes, onde é utilizada em
todo o mundo como adstringente, antiinflamatério, anti-térmica, cicatrizante,
depurativa e diurética, analgésica, anti-séptica e vermifuga, hipoglicemiante,

tratamento do climatério e emética (QUER, 2007).

As atividades farmacoldgicas de raizes e principalmente das folhas, sdo mais
vastamente estudadas que os frutos. A raiz da Morus nigra contém elevada
quantidade de monringa G e moringa M, lectinas capazes de se ligar a galactose e
manose, respectivamente. Estas proteinas apresentam atividade hemaglutinante
(DAMME et al., 2002). Raizes e galhos da Morus nigra apresentaram a substancia
oxiresveratrol, que apresenta efeito inibidor da enzima tirosinase, estando envolvida

na formagao da melanina (ZHENG et al., 2010).

Sabe-se que a amoras contém substancias quimicas soluveis conhecidas
como flavonoides. Pesquisas ja demonstraram que extratos obtidos a partir dos
frutos de Morus nigra exibem potencial antioxidante. Segundo ARFAN et al., (2012)
o extrato fluido livre de agucar da Morus nigra possui maiores teores de compostos

fendlicos totais: 164 mg/g (metandlico SFE) e 173 mg/g (acetbnico SFE) e também
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acidos fendlicos, flavonoides, acido clorogénico e rutina quando comparados ao
extrato fluido livre de agucar de Morus alba (amora branca). VOLPATO et al., (2005)
relatou que o extrato de Morus nigra nao apresenta efeito hipoglicemiante em ratas
diabéticas e nao-diabéticas gravidas. Porém, o tratamento com a amora teve efeito
antioxidante, contribuindo para reduzir a incidéncia de anomalias internas nas proles
de ratas diabéticas. Além disso, existem estudos relatando que as folhas de Morus
nigra possuem propriedades antioxidantes (Hassimotto, 2007; OZGEN, 2009;
MAZIMBA, 2011; PEREZ-GREGORIO, 2011; HUANG, 2013; ABBAS, 2014; FENG,
2015; TURGUT, 2015), anticarcinogénica (SKUPIEN et al., 2008; DAT et al., 2010),
hipoglicémiante (CHUNG et al., 2013), antiobesidade (OH et al., 2009 ; TSUDUKI et
al., 2013), antifungica (YIGIT et al., 2007) e vasodilatadora (XIA et al., 2008).

No que se refere a atividade anti-inflamatéria, HASSIMOTTO (2013) e
HUANG (2013) demonstraram esta atividade nos frutos, enquanto que ZELOVA
(2015) encontrou um grande potencial anti-inflamatério nos extratos das raizes.
Padilha, 2010 mostrou um potencial anti-inflamatério das folhas de Morus nigra, no

entanto sem estabelecer mecanismos de acao.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito dos extratos das folhas de Morus nigra L. sobre a inflamacgao
aguda e migracao de neutrdéfilos através de estudos in vitro e in vivo.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.2.1 Capitulo |

* |dentificar a presenga de metabdlitos secundarios no extrato hidroalcodlico e
fragdes por meio de screening fitoquimico.

* Quantificar os teores de compostos fendlicos e flavonoides totais no extrato
hidroalcodlico e fracao acetato de etila.

* Determinar a acdo do extrato hidroalcodlico na toxidade aguda em ratos
Wistar machos e fémeas.

* Avaliar a acado do extrato hidroalcodlico e fracdo acetato de etila no edema
de pata induzido por carragenina.

* Avaliar o efeito do extrato hidroalcodlico e fracdo acetato de etila sobre a
exsudagao e migragao de leucdcitos.

* Investigar o efeito do extrato hidroalcodlico e fragdo acetato de etila sobre a
atividade das enzima mieloperoxidase (MPO) e concentragdes de fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a), interleucina 6 (IL-6) e prostaglandina E2
(PGE>).

3.2.2 Capitulo Il

* |dentificar os constituintes quimicos presentes no extrato hidroalcodlico e
fracao acetato de etila, por meio do método de HPLC-UV.

* Avaliar o efeito do extrato hidroalcodlico e fragao acetato de etila no modelo
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de peritonite induzida por LPS.

* Investigar o efeito do extrato hidroalcodlico e fragao acetato de etila sobre a
migracao de leucdcitos e as concentragdes de nitrito/nitrato (NOx), fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a), interleucina 1 beta (IL-1B) e interleucina 8 (IL-
8).

* Avaliar o efeitos do extrato hidroalcodlico e fragao acetato de etila sobre a
quimiotaxia de neutrdfilos frente aos agentes fMLP e IL-8.

* Avaliar o efeitos do extrato hidroalcodlico e fragao acetato de etila sobre a
inibicdo das concentragbes de prostaglandina E2 (PGE;) e leucotrieno B4
(LTB4) induzidos por LPS in vitro.

3.2.3 Capitulo 1l

* Validar a atividade anti-inflamatérias dos extratos e fragdes ativos que

possibilitem o depdsito de patente.
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