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

(Antoine Laurent de Lavoisier)



RESUMO

A Luehea divaricata popularmente conhecida como acoita cavalo € utilizada na
medicina popular, entretanto os estudos que avaliam a atividade farmacol6gica desta
espécie vegetal sdo escassos. Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar a agao anti-
inflamatdria do extrato hidroalcodlico da casca da Luehea divaricata (EHLd). O efeito
anti-oxidante de EHLd foi avaliado pelo método de DPPH e a citotoxicidade com uso
de células Raw 264.7 e foi avaliada pelo método MTT (tetrazdlio de metiltiazol), assim
como o seu efeito anti-inflamatério que foi avaliado pela dosagem de NO e expressao
génica de IL-1B e IL-6 pelos métodos de Griess e PCR em tempo real (RT-gPCR),
respectivamente. Além disso, o efeito anti-inflamatério de EHLd também foi avaliado
em camundongos com dano pulmonar agudo (DPA). Para isso, quarenta e oito
camundongos Swiss (05 grupos) receberam pré-tratamento oral com EHLd (50
mg/Kg, 100mg/Kg e 250mg/Kg) ou salina (1mL/Kg), e foram induzidos uma hora ap6s
ao DPA pela instilagdo intranasal de LPS (30.000UE/10ug/50uL/animal). Apds 24h,
coletou-se o lavado broncoalveolar (LBA), sangue total (ST) e érgaos para analises.
Foram analisadas a contagem total e diferencial de leucécitos tanto do lavado quanto
do sangue, a expressao génica de IL-1B e IL-6 pela RT-gPCR do pulmao e foi
realizada a analise histologica dos pulmdes, rins e figado. Através da cromatografia
liqguida de alta eficiéncia (CLAE), o EHLd apresentou como picos majoritario as
substancias, Rhoifolin, Isorhoifolin, Naringin, Kaempferol — 3 -0 caffeoyl glucoside 7 —
0 Glucoside, e Nuzhenide. O EHLd,na concentracao de 250ug/mL, apresentou efeito
anti-oxidante ao capturar 55% de radicais livres. O EHLd apresentou baixa
citoxicidade em todas concentragcbes testadas de 50ug/mL a 250 ug/mL (p<0,05).
Também foi observado que o EHLd possui efeito anti-inflamatério, uma vez que,
reduziu os niveis de NO e expressao génica de IL-1f3 e IL-6 apresentou atividade anti-
inflamatoria em todas as concentracoes testadas. Em relagéo ao estudo in vivo, o pré-
tratamento com EHLd reduziu a migracdo celular, principalmente de neutrofilos, para
os pulmdes dos camundongos com DPA, e também reduziu a expressdo dos genes
IL-18 e IL-6 dos pulmdes, assim como, reduziu o edema e o infiltrado leucocitario nos
pulmodes provocado pelo LPS. Diante deste contexto, o extrato da Luehea divaricata

poderd auxiliar no tratamento de inflamacgdes.

Palavras-chave: Luehea divaricata, acoita cavalo, atividade Anti-inflamatéria.



ABSTRACT

Luehea divaricata popularly known as horse whip is used in folk medicine, however
studies evaluating the pharmacological activity of this plant species are scarce.
Therefore, the aim of this study was to evaluate the anti-inflammatory action of the
hydroalcoholic bark extract of Luehea divaricata (EHLd). The anti-oxidant effect of
EHLd was evaluated by the DPPH method and Raw 264.7 cell cytotoxicity was
evaluated by the MTT (methyltiazole tetrazolium) method as well as its anti-
inflammatory effect which was evaluated by NO and gene expression of IL-1p and IL-
6 by Griess and real-time PCR (RT-gPCR) methods, respectively. In addition, the anti-
inflammatory effect of EHLd has also been evaluated in mice with acute lung injury
(APD). Forty-eight Swiss mice (05 groups) received oral pretreatment with either EHLd
(50 mg / kg, 100mg / kg and 250mg / kg) or saline (1mL / kg) and were induced one
hour after APD by intranasal LPS instillation (30,000UE / 10ug / 50uL / animal). After
24h, bronchoalveolar lavage (BAL), whole blood (TS) and organs were collected for
analysis. Total and differential leukocyte count from both lavage and blood, IL-1 and
IL-6 gene expression by lung RT-qgPCR were analyzed and histological analysis of the
lungs, kidneys and liver was performed. Through high performance liquid
chromatography (HPLC), the EHLd showed as major peaks the substances Rhoifolin,
Isorhoifolin, Naringin, Kaempferol - 3 - caffeoyl glucoside 7 - 0 Glucoside, and
Nuzhenide. EHLd, at a concentration of 250ug / mL, showed anti-oxidant effect by
capturing 55% of free radicals. EHLd showed low cytotoxicity at all concentrations
tested from 50ug / mL to 250 ug / mL (p <0.05). It was also observed that EHLd has
anti-inflammatory effect, since it reduced NO levels and IL-18 and IL-6 gene
expression showed anti-inflammatory activity at all tested concentrations. Compared
to the in vivo study, pretreatment with EHLd reduced cell migration, mainly from
neutrophils, to the lungs of DPA mice, and also reduced the expression of lung IL-13
and IL-6 genes, as well as, reduced edema and leukocyte infiltrate in the lungs caused
by LPS. In this context, Luehea divaricata extract may help in the treatment of

inflammation.

Keywords: Luehea divaricata, horse whip, Anti-inflammatory activity
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1 INTRODUCAO

A fitoterapia ja é conhecida a muitos séculos e com relatos de sua pratica
desde o Império Chinés entre 2.838-2.698 a. C., com uso e diversas formas de
tratamento. Outro registro importante esta em livros portugueses de
farmacologia do século XVIII, que confirmam que os fitoterdpicos ja eram
utilizados em Portugal e suas coldnias, além do uso de minerais e produtos de
origens animais para tratamento, prevengao a saude (FIRMO et al, 2012).

No Brasil, desde do tempo de seu descobrimento, existem relatos de
indigenas usando plantas medicinais para tratamento de diversas doencas, e
esse uso e formulagcées empiricas vem sendo repassado de geragao a geragao

(BRUNING et al., 2012).

Varias plantas sao utilizadas pelo homem, cerca de 50.000 espécies
diferentes, contudo esse numero cai exponencialmente em relacao ao estudo
fitoquimico e seu potencial de agdo (GULER; KUMUSTEKIN; UGURLU, 2015).

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) diante do uso das plantas
medicinais divulgou sua posi¢éao no final da década de 70, criando o Programa
Medicina Tradicional. No Brasil essa abordagem iniciou na década 80 e se
consolidou com a criagdo do Sistema Unico de Satde (SUS), que possibilitou a

assisténcia envolvendo o uso das plantas medicinais (BRASIL, 2006)

Grande parte dessa biodiversidade de espécies se localiza no Brasil, e séo
utilizadas a séculos na medicina popular para o tratamento de doencas e
melhoria da saude, e grande parte sem a comprovacao cientifica da acao

farmacolégica. (TRIBESS et al., 2015).
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Uma parte da populacdo carente ndo tem acesso aos farmacos
industrializados, e continuam usando chas, lambedores e garrafadas. A Politica
Nacional voltada as plantas medicinais e uso dos fitoterapicos, foi criada com o
intuito de padronizar os fitoterapicos, com a participacdo de pesquisadores,
usudrios e profissionais de saude (BRASIL, 2006).

Para consolidagdo da Fitoterapia, algumas resolu¢cdes foram
modificadas visando celeridade para seu desenvolvimento, padronizagao,

producao e comercializacao (FIGUEREDO et al., 2011).

Segundo Maciel et al. (2002), o uso de plantas medicinais se constitui
no unico recurso terapéutico de grupos étnicos e comunidades, sem registro
escrito e transmitidas oralmente. As pesquisas sobre as plantas medicinais séo
necessarias, e exige uma equipe multidisciplinar.

De acordo com ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria), os
medicamentos fitoterapicos sdo aqueles que sdo obtidos a partir de derivados
vegetais, com mecanismos de agdo, possiveis riscos, e como eles agem no
corpo humano, e seus os efeitos devem ser conhecidos. Os fitoterdpicos
obrigatoriamente devem comprovar através de estudos de toxicologia e
farmacologicos a sua acédo e efeito. Os artigos publicados, conhecimento
tradicional sobre o uso das plantas medicinais serve de base para registro junto
a ANVISA (BRASIL, 2016).

As espécies mais procuradas e indicadas no tratamento de infecgdes,
bronquites, ma-digestéao, inflamagdes entre outras enfermidades sao aquelas
que a populagéo acredita possuir agdo de cura. Em feiras e mercados publicos

ocorre a inter-relagcdo dos conhecimentos tradicionais, medicina popular, € 0s
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consumidores podendo-se evidenciar a grande diversidade de saberes sobre
plantas medicinais (FERREIRA JUNIOR et al., 2014).

A incidéncia de doencas em que ocorrem inflamagdes esta diretamente
relacionada a uma patologia, portanto a continua busca em encontrar novos
compostos anti-inflamatérios com baixos efeitos adversos, e que sejam de
origem natural (GUO et al., 2017).

A Inflamagdo é um mecanismo imunoldgico de defesa do organismo a
diversos patdgenos como: bactérias, virus e outros. Durante esse processo,
inicia-se a liberagdo de mediadores inflamatérios, as citocinas, que realizam
danos no tecido e sinalizam a inflamacédo. (CHEN et al., 2016). O processo
inflamatorio é complexo e tem a participagéo de varios mediadores inflamatérios
e citocinas que sao liberadas por células ativadas, como: macrofagos (TNF-alfa,
IL-6 e NO), linfécitos T (IL-2, IL-3, IL-4, IL-5 e GM-CSF), eosindfilos (proteina
basal principal-MBP, proteina catibnica eosinofilica-ECP, peroxidase
eosinofilica-EPO, prostaglandinas, leucotrienos e citocinas), neutréfilos
(elastase) e, pelas células epiteliais (endotelina-1, leucotrienos, prostaglandinas
e NO). Embora o endotélio vascular ativado realize recrutamento de células
inflamatérias, concomitantemente existe um aumento da expressao de
moléculas de adesao, como ICAM-1 e VCAM-1 (GINA, 2018). A predisposicao
genética e fatores ambientais pode ter um papel importante no prognéstico de
uma doenca inflamatoéria, além de acidentes quimicos, fisicos e biolégicos.

Diante do exposto, a pesquisa propde viabilizar o liofilizado do EHLd
possibilitando um tratamento alternativo e viavel economicamente, além de ser

eficiente nos processos inflamatérios e auxiliando na prevengao.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
Avaliar a acao anti-inflamatéria do extrato hidroalcodlico da casca da Luehea

divaricata.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Identificar os metabdlitos secundarios presentes no EHLJ;

Analisar o efeito antioxidante do EHLd;

Avaliar a citotoxicidade do EHLd;

Analisar o efeito anti-inflamatério do EHLd na producao de 6xido nitrico e na
expressao génica de IL-1f3 e IL6 em macréfagos estimulados por LPS;

Avaliar o efeito anti-inflamatério do pré-tratamento do EHLd em camundongos

com Dano Pulmonar Agudo;
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1 Plantas Medicinais

As plantas medicinais acompanham o desenvolvimento da humanidade, e
esse conhecimento do uso e das praticas de preparo sdo passados de geracao
a geracao (FREIRES, et al., 2010).

Nas ultimas décadas houve aumento expressivo no uso de diversas plantas
medicinais, e uma das explicacbes é o fato dos farmacos convencionais
ocasionarem alguns efeitos colaterais, o0 que para alguns pacientes com

restricao se torna inviavel o uso (KOK et al., 2015).

Além disso, as discussdes associadas ao resgate da diversidade
biocultural local sobre o uso de plantas medicinais sdo essenciais para preservar
o conhecimento tradicional (SIQUEIRA e LEMOS, 2017)

O homem vem observando como alguns animais utilizam as plantas como
medicamentos, e com o passar do tempo, através das proprias experiéncias
empiricas foi possivel organizar uma base de dados, gerando um acervo imenso
para a fitoterapia moderna (BRASIL, 2006; BRANDAO, 2011).

Plantas medicinais sdo vegetais naturais ou cultivados que sdo usados
para fins terapéuticos, processados a partir de varios modos de preparos e varias
maneiras de administracdo como: lambedores, garrafadas, chas, tinturas e
outros (JARDIM, 2016).

Plantas medicinais sdo aquelas utilizadas tanto pelo homem para fins
medicinais e/ou que tenha alguma acgao terapéutica.

Existem varias formas de utilizar as plantas medicinais, € 0os chas sao a

forma preferida pela populagao, pois contribuem na preservacao dos compostos
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ativos, na hidratacdo, no equilibrio da temperatura do corpo (MARODIN E
BAPTISTA, 2001).

O homem ao longo do tempo foi conhecendo e usando as plantas
medicinais de acordo com o possivel potencial de cura. Contudo, somente no
final do século XX, a comunidade cientifica intensificou um estudo mais
aprofundado sobre as propriedades das plantas medicinais (SARAIVA, 2007).

O uso de fitoterapico caracteriza-se pelo uso de plantas medicinais e deve
possuir formulagdes, modos de preparo e administragdo especificos, contudo
sem utilizacao de principios ativos isolados (SCHENKEL, 2001).

Varias pesquisas foram desenvolvidas para viabilizacdo de formulagdes
seguras do uso das plantas medicinais e fitoterapicas, visando disponibiliza-las
a populacéo brasileira.

A industria farmacéutica cresceu muito apds a 22Guerra Mundial devido ao
grande marketing, e os fitoterapicos foram colocados de lado, mas nas ultimas
décadas houve crescimento dos fitoterapicos ressurgindo como alternativa para
diversas patologias (CARVALHO, BINO, MACIEL, PERFEITO, 2008).

A producéo de fitofarmacos e seus componentes ativos sdo extraidos de
plantas, e esses compostos podem se transformar em medicamentos ou nao
dependendo da pesquisa, mas o produto pode se tornar um protétipo com
propriedades farmacéuticas (YUNES, PEDROSA, CECHINEL FILHO, 2001). No
Brasil, estimasse que os fitoterapicos movimentam US$550 milhdes por ano, e
com taxas de crescimento girando em torno de 15% ao ano (BRASIL, 2015).

O aumento no uso das plantas medicinais no Brasil tem diversos fatores
como: maior uso de produtos naturais, precos acessiveis, e a resolucdo dos

problemas de saude.
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Existem tratamentos ainda nao desenvolvidos de plantas no Brasil e
consequentemente 0 ndo uso terapéutico no SUS, constituindo um atraso na
qualidade dos atendimentos (TOMAZZONI, NEGRELLE, CENTA, 2006).

As plantas medicinais ja sdo utilizadas no Brasil a bastante tempo, mas a
inovacao tecnoldgica € uma realidade e ferramenta importante, e detectar
oportunidades para criar um produto baseado no conhecimento empirico,
€ muito mais do que retorno financeiro, se trata de mesclar uma série de
combinagdes e praticas dos antepassados, gerando aprendizado e consolidando
um processo (TIDD; BESSANT, 2015)

O Governo Federal buscou regularizar o crescente uso das plantas
medicinais e fitotergpicos, e aprovou a Politica Nacional de Plantas Medicinais e
Fitoterapicos (PNPMF) através do Decreto Presidencial 5.813 de 22/6/2006
(BRASIL, 2006). Esse decreto regulamentou as diretrizes que diz respeito ao uso
dos produtos naturais, como as plantas medicinais e fitoterapicos, visando a
melhorias na qualidade de vida da populagcdo. Esses medicamentos naturais
foram incorporados ao Sistema Unico de Saude — SUS (Portaria n® 971 do
Ministério da Saude, de 03/5/2006) (BRASIL, 2006).

Com isso a Politica Nacional de plantas medicinais e fitoterapicos,
possibilitou a agricultura familiar uma nova geracdo de emprego e renda,
combatendo o éxodo rural e promovendo a reducao das desigualdades regionais
e locais (ZUANAZZI, MAYORGA, 2010).

De Acordo com a Constituicado Federal de 1988, no artigo 6°, descreve que
“A saude é direito de todos e dever do Estado, garantido mediante politicas
sociais e econdmicas que visem a reducao do risco de doenca e ao acesso as

acdes e servigos para a promocao, protecao e recuperagao’.
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O Sistema Unico de Satde (SUS), segundo a lei n? 8.080 de 1990, no artigo
04°, se refere ao conjunto de procedimentos e servigcos de saude, sendo os
mesmo sem 6nus para o cidadao, e prestados por 6rgaos e instituicdes publicas
federais, estaduais e municipais, sendo de Administracéo direta e indireta, ou de
Fundacdes mantidas pelo Poder Publico (CNS, 2015). Entdo, conclui-se que
todos tém direito a saude, cumprida através do SUS (OAB, 2008).

A falta de medicamentos € uma realidade no Sistema de Saude no Brasil,
devido a burocracia e ma logistica de distribuic&do, e os fitoterapicos chegaram
como uma alternativa integrativa de medicagcao muito util e importante (SANTOS
et al., 2011; BRANDAO, 2011).

O uso de plantas medicinais e de fitoterapicos no Brasil ja esta inserido nas
praticas no servico de saude, e complementam as terapias medicamentosas
alopaticas para a populacdo menos favorecidas (BRUNING, MOSEGUI e
VIANA, 2012).

Visando dar um maior suporte a questao das plantas medicinais que tem
potencial de gerar produtos de interesse fitoterdpico e posterior uso da
populacdo, o Governo Federal langou o RENISUS, que tem o objetivo de
organizar, regulamentar e subsidiar a cadeia produtiva relacionadas a producao,
manejo, comercializagdo e dispensacado de plantas medicinais e fitoterapicos.
Relacdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse no SUS (RENISUS),
possibilitando seguranca e melhoria para o tratamento de determinadas
doencas. O Ministério da Saude custeia pesquisas de interesse para o
RENISUS, evidenciando a importancia das plantas medicinais para
desenvolvimento biotecnolégico do Brasil, proporcionando medicamentos

naturais e de baixo custo, ofertando qualidade de vida a populacao.
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3.2 Plantas medicinais anti-inflamatorias

As plantas em geral sdo produtoras de metabolitos quimicos primarios
e secundarios, e grande parte das espécies produzem metabdlicos primarios que
S0 essenciais para a sobrevivéncia dos vegetais. Em relacdo aos metabdlitos
secundarios, esses possuem diferentes quantidades e tipos, com variacoes de
espécie para espécie pois a producao desses metabdlitos é influenciada pelo
ambiente onde vivem como pluviosidade, pH dos solos, irradiacao solar e outros,
mas esses metabdlitos secundarios favorecem e proporcionam sobrevida e
seguranca ao vegetal (ASHU AGBOR; NAIDOO, 2015).

O uso de plantas medicinais como fitoterapicos, segundo Silva et al.
(2008), vem sendo utilizada de geracéo a geragéo pelas familias residentes em
comunidades rurais, e essa pratica € muitas das vezes a unica opg¢ao que 0s
mesmos tém, devido a falta de recursos financeiros, distancias geogréficas e
dificuldades topograficas de se locomoverem até um posto de atendimento
médico. As comunidades rurais do Brasil ainda sofrem com situacdes basicas
como comunicacao (telefone fixo ou celular), transporte e até falta de alimentos,
e no Maranhao a situagao piora pois possui um dos menores indices de IDH com
0,639, ocupando a 26°%posicao no ranking nacional (IBGE, 2010).

Algumas plantas se destacam em relagéo a confianca dos resultados pela
populacdo, é o caso do mastru¢o ou mastruz, que € uma planta medicinal com
acado antimicrobiana, fungicida, vermifuga, anti-inflamatéria e cicatrizante.
Segundo dados da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) descreve que o
matruz é a espécie mais usada do planeta em relagdo a medicina popular

(RIBEIRO et al., 2004).
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Outra planta anti-inflamatéria é a roma, Punica granatum L. que
pertencente a familia Punicacea e é originaria da regiao do mediterraneo e
oriente médio, muito utilizada no controle de inflamacdes diversas. As partes da
planta mais utilizadas s&o os frutos, folhas, flores e casca da arvore, no
tratamento de infecgdes em geral, além do trato respiratorios da garganta ao
pulmdo. Embora a populagdo a usem também como antisséptico e antiviral,
além de inflamagbes na boca (MENEZES, 2004).

A roma é muito usada devido sua acgao anti-inflamatéria e
antimicrobiana, e uma das classes de metabdlitos secundarios encontrados na
roma sao os flavonoides, que sdo uma subclasse de polifendis, que
desempenham um importante papel na biologia desses vegetais e na saude

humana. (MANSURI et al., 2014).

Bastante utilizada pelas mulheres, a Aroeira € uma planta arborea da
familia Anacardiaceae, e tem sua utilizacdo na medicina popular para o
tratamento de problemas ginecoldgicos e da regido do utero, com atividade
cicatrizante e anti-inflamatéria. Sua composicao fendlica das folhas € diferente
da casca, contudo as duas sao ricas em taninos e em 6leo essencial, habilitando
as mesmas ao combate e acado antimicrobiana. (JORGE et al., 1996; SALES,
2013).

De acordo com Associagao Brasileira de Empresas do Setor Fitoterapico,
confirma um dado interessante de que um dos produtos do Laboratério Aché, a
erva-baleeira (Cordia verbenacea), originaria da mata atlantica, € um produto
fitoterapico anti-inflamatério comercializado como pomada no mercado, ja

conseguiu ultrapassar as vendas do Cataflam.
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Diante do exposto a Luehea divaricata se constitui em uma alternativa
viavel, pois € uma planta bastante utilizada na medicina popular, e devido a sua
acao anti-inflamatdria para o tratamento e prevencao de processos inflamatorios,

pois € de simples manipulagdo e acessibilidade.

3.3 Luehea divaricata

3.3.1 Aspectos Botanicos

A origem do nome Luehea divaricata € em homenagem ao botanico
austriaco Karl Von der Lihe (Ldhea), e divaricata que se refere aos aspectos dos
pedunculos da inflorescéncia (CUNHA,1985). A escrita original Lihea passou a
ser Luehea, de acordo o Artigo 73.6 do Codigo Internacional de Nomenclatura
Botanica. Outra grafia utilizada no Paraguai, Uruguai e sul do pais, na lingua
tupi-guarani, € Ivatingi, que significa “fruto-que-aborrece”. Mas o nome vulgar
acoita-cavalo advém da rigidez e flexibilidade dos galhos que era usado como
chicote no manejo de diversos animais.

Pertencente a ordem Malvaceae, e familia Tiliaceae, ao qual existem
espécies no Sul da Africa e América do Sul e em todo Brasil. A agoita cavalo é
uma arvore caducifélia, e uma planta adulta tem altura de 25 m com diametro de
50 cm (BACKES; IRGANG, 2002). Suas sementes sao aladas e modo de
dispersao anemocérica (pelo vento), tendo suas flores hermafroditas nas
coloracdes résea, amarelo e brancas, e sao pentameras, sendo o fruto
capsulado com valvas lenhosas oblongas de coloracdo castanha e estouram

para liberar as sementes aladas (CARVALHO,2003).
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Fonte: Jodo Augusto Bagatini - 03/2014

Jadiel de Abreu Pimenta Lins — 04/2019

Figura 01 - Arvore da espécie Luehea divaricata.
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A Luehea divaricata é considerada espécie secundaria inicial, isso quer
dizer que em uma éarea degradada, com acao antropica ou nao, ela é uma das
primeiras espécies florestais a surgir dentro de um processo natural de
regeneracao da vegetacao (VACCARO et al.,1999).

De acordo com Lorenzi (1992), Luehea divaricata faz parte de um grupo de
menos de 60 espécies aptas ao rapido crescimento, assim como o cedro, ipé
roxo e branco, peroba, murta e outras, que sdo muito indicadas ao
reflorestamento, e usadas nas areas degradadas.

O Tronco é irregular, tortuoso, e com varias reentrancias onde € comum
encontrar fungos. O fuste (parte do tronco) tem caracteristicas de serem curtos,
porém quando a planta se desenvolve no interior da floresta, tornam-se retos,
medindo até 10 m de comprimento, isso ocorre devido a planta buscar o maximo
de luz do sol, na competicdo com outras espécies na floresta (ORTEGA, 1995).

Acoita cavalo possui a copa larga e densa, possui folhas alternas,
irregularmente e serreadas nas bordas, sendo brancacenta na face inferior,
medindo de 5 a 15 cm de comprimento. Sua casca chega a medir até 25 mm de
espessura, sendo sua casca interna avermelhada e fibrosa. E comum a presenca
de diversos fungos, pois sua casca possui reentrancias que permite a retencao
da umidade.

A Luehea divaricata € uma planta muito adaptada, estabelendo-se em
diferentes terrenos, seja seco ou umido, raso ou pedregoso, em solos com
textura variando de franca a argilosa, em solos com drenagem ou encharcados

(LORENZI, 1992).
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3.3.2 Planta medicinal - Luehea divaricata

As moléculas bioativas presentes em plantas medicinais, teve um aumento
exponencial nos ultimos anos, devido a uma série de fatores relacionados ao
aumento de consumo da populagéo pelos medicamentos fitoterapicos (DINIZ et
al., 2007).

Novas ferramentas permitem um detalhamento melhor das substancias
presentes nas plantas medicinais, utilizando-se das analises fitoquimicas (SILVA
et al., 2010).

A acoita cavalo ja& é muito conhecida pela populacdo, e seu ja € bem
difundido e descrito por varios autores. Ja as cascas do caule, assim como as
folhes e folhas tem diversos usos como antisséptico, cicatrizacao, e afec¢des do
sistema respiratério destacando-se bronquite e laringite (REINTZ 1950; TANAKA
et al, 2003).

De acordo com Alice et al. (1985), a parte mais utilizada como depurativo e
controle da inflamacao ¢é a raiz.

Ja as folhas, segundo Tanaka et al. (2005), sao utilizadas como
fitoterapicos contra reumatismo e disenteria, além de acado anti-inflamatéria e
calmante. Pesquisadores do Sul do Brasil realizaram testes a parti de um extrato
metandlico das folhas da Luehea divaricata, obtendo dois triterpenos, sendo um
derivado do &acido toramico e o outro do &cido maslinico, todavia esses
compostos nao foram avaliados (TANAKA, VIDOTTI, SILVA, 2003).

Posteriormente esse mesmo grupo de pesquisa, fazendo uso do mesmo
extrato, identificaram um flavondide, a epicatequina, e realizaram testes com

concentracbes do extrato metandlico das folhas da Luehea divaricata nas
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concentragdes de 250-500 ug / mL, demonstrando a agao antimicrobiana contra
Staphylococcus aureus. (TANAKA et al., 2005).

Foram realizados testes antifungicos usando um extrato de diclorometano
da Luehea divaricata (25 ug / disco filtrante), que conseguiu inibir montagem da
parede celular de Neurospora crassa, ou em outras palavras, a sintese de
polimeros (Zacchino et al., 1998).

Em outro estudo, Coelho de Souza et al. (2004), foi testado extrato
metandlico das folhas da Luehea divaricata, na concentracdo de 50 mg / mL,

obtendo resultado significativo para agéo antimicrobiana.

3.4 Atividade anti-inflamatoria

Varios sdo 0s conceitos para processo inflamatério, mas em geral se
define como um processo imediato de resposta do organismo imunoldgico contra
um dano do tecido, como cortes, batidas, aquecimento, ou até a invasao de
patégenos, € nesse caso as células de defesa entram em agado. Acontece
sempre com eventos sequenciais, que pode caracterizar-se por alguma
caracteristicas como dor, vasodilatacao, vermelhidao, migracao celular; maior
permeabilidade vascular; ativacdo de mediadores inflamatérios, assim como
outros processos.

A dor é uma das respostas de algo errado no organismo, € ela se
divide em quatro tipos: fisioldgica, inflamatéria, neuropatica e disfuncional, que
sao gerados por mecanismos diferentes em cada caso (GOLAN et al., 2017)

O corpo humano possui sistema de defesa organizado, e dispde de

trés linhas basicas de defesas: a primeira sdo as barreiras fisicas e anatdémicas
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do corpo humano como: a pele (que é inultrapassavel para muitos patégenos);
mucosas; epitélios; suco gastrico (baixo pH); reflexos como espirros e tosses;
pH vaginal; mucosa na camara do pulm&o entre outros. Ja a segunda defesa €
baseada na identificagdo, eliminagdo do agente infeccioso pela imunidade inata,
realizada por algumas citocinas e componentes celulares, como monaocitos,
eosindfilos, macréfagos, neutréfilos, células dendriticas.

Existem varios conceitos para resposta imunoldgica, e ela pode ser
dividida em imunidade inata e imunidade adaptativa. A imunidade inata
caracteriza-se por barreiras fisicas, quimicas e biol6égicas com uma resposta
rapida e limitada a determinados estimulos. Portanto ela é realizada por meio de
componentes humorais, como complementos proteicos; ja algumas citocinas;
além de componentes celulares, como por exemplo 0s monadcitos, eosindfilos e
das células fagociticas, como neutrofilos, células dendriticas e macréfagos.
Sobre a terceira linha de defesa do organismo chamamos de imunidade
adquirida ou adaptativa que é especifica e envolve a proliferacao de linfcitos e
a producéo de anticorpos (AGIER; EFENBERGER; BRZEZINSKA-BLASZCZYK,
2015)

As principais células sdo macréfagos, neutréfilos, células dendriticas
e células NK. (CRUVINEL et al, 2010). Ja a imunidade adquirida € a ativagéao de
células especializadas (linfécitos T e B) por meio de células que apresentam de
antigeno (APCs). (CRUVINEL et al, 2010). Em relacédo as células dendriticas,
séo denominadas APCs, e consideradas a ponte entre as imunidades inata e
adaptativa sendo atraidas e ativadas por elementos da resposta inata e
viabilizam a sensibilizagéo de linfécitos T da resposta adaptativa. (CRUVINEL et

al, 2010)
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Existem varios tipos de citocinas, e as mesma sao divididas em dois
grupos: citocinas pro-inflamatérias e anti-inflamatérias. Para que o sistema
imune funcione de maneira ordenada, é preciso haver uma sincronia entre as
funcbes especificas de cada grupo de citocinas. (TRIFUNOVIC et al., 2015).

Um dos representantes de citocinas inflamatéria é o fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a), produzida por macréfagos expostos a patdégenos, que sao

0s mais ativados no sistema imune inato (CALDWELL et al., 2014).

A IL-1 foi a primeira citocina descoberta nas pesquisas que descrevia
a nocicepcgao inflamatéria,e € umas das principais citocinas proé-inflamatérias.
Outra citocina muito conhecida é a interleucina 10 (IL-10), do grupo anti-
inflamatorio, em funcao de defender o hospedeiro de resposta inflamatéria grave
(UDDIN et al., 2015). .

Atualmente varias pesquisas envolvendo plantas e derivados tém
resultados promissores para atividade anti-inflamatéria, visando principalmente
minimizar os efeitos colaterais dos farmacos. Os medicamentos agem no
processo inflamatério em vérias vias de sinalizagdo celular e molecular, e com
resultados na prevencgao e tratamento, por isso as pesquisas biotecnoldgicas
estado focadas em dados cientificos que consigam gerar fitofarmacos com acao

comprovada (WANG et al., 2013).

4 . MATERIAL E METODOS

4.1 Local de Coleta

A area de coleta do material vegetal localiza-se na Universidade

Federal do Maranhdo - UFMA, nas coordenadas 02°33’09,71’S e
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44°18°17,73°0, e altitude de 25m. A Luehea divaricata ja possui exsicata no
Herbario Atico Seabra na Universidade Federal do Maranhao, registrada sob o
n°01117. A coleta da casca da acoita cavalo foi realizada na manha de 15 de
Junho de 2016, com retirada da casca no sentido vertical respeitando a fisiologia
e botanica da planta. Apos retirada da casca, a mesma foi limpa e selecionada
para processo de secagem em temperatura ambiente de 25°C. Apéds 72 horas,
as cascas foram trituradas em moinho elétrico e o pd obtido foi medido e

graduado visando a extragdo dos metabdlitos presentes e demais testes.

4.2 Extrato hidroalcoolico da casca

A recomendagdo do Etanol para a extragdo de compostos fendlicos
durante o preparo de extratos hidroalcodlicos vegetais tem sido explicada devido
a sua capacidade de inibir a oxidagao de polifendis (YAO et al., 2004). O etanol
¢é diferente de outros solventes, porque sua estrutura molecular apresenta uma
parte polar (possui o grupo OH) e outra apolar (com cadeia carbdnica),
proporcionando ao solvente uma maior extracdo da amostra e

consequentemente apresentando uma maior variedade de compostos.

O processo de extracdo de metabdlitos secundarios EHLd foi
realizada por maceracao, utilizando-se uma mistura de alcool etilico (solugcéo
hidroalcodlica 70%) como solvente (Stowe, 1979). O volume de solvente foi
guatro vezes o volume do soluto, sendo adicionado solvente sempre que preciso
durante o processo de diluicdo tendo o cuidado de homogeneizar todo volume.
A mistura foi feita em frasco ambar fechado e mantido em constante agitacao

por 2 horas diarias. Apds 72 horas foi realizada a primeira filtragem do extrato,
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com auxilio de um funil de vidro e papel filtro, além da segunda filtragem visando
retirar materiais indesejados. O volume filtrado foi medido em proveta graduada

e o obtido reposto com mais solvente da mistura inicial.

4.3 - Cromatografia e espectrometria de massa

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) se constitui em um dos
métodos mais utilizados para identificar compostos diversos, e essa técnica
realiza separacgdes e analises quantitativas dos metabdlitos secundarios, com
alta resolucao, sensibilidade e seguranca dos resultados (Collins et al., 2006).

Foi realizada investigagcdo dos compostos secundarios do extrato através
da Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplado a um Espectrémetro de
massa (LC-MS). Na analise de Espectrometria de massa foi utilizado aparelho
Amazon Speed ETD — Bruker, com faixa média de pressao operacional de
Nebulizer 27 Psi, Dry gas: 12 L/min, temperatura de 300°C, HV: 4500V. Para a
Cromatografia Liquida é utilizado uma Controladora: CBM-20A- Shimadzu,
bomba LC-20AD Shimadzu, Detector SPD-20A — Shimadzu, Forno CTO-20A —
Shimadzu e Autoinjetor SIL 20AC — Shimadzu, além Solvente A: H20 1% &cido
acético, Solvente B: MeOH, Coluna: Phenomenex Luna C18 (250x4,6mm-5um),
T forno: 40°C e Fluxo: 0,6 ml/min. Essas Analises foram realizadas no Centro
Analitico de Instrumentacdo da Universidade de Sao Paulo — Central Analitica

localizado no Instituto de Quimica da USP.
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4.4 Cultura dos Macrofagos

Os macréfagos RAW 264.7 foram cultivados em meios RPMI
suplementados com soro fetal bovino (SFB) a 10% e mantidos em garrafas de
cultura de 25cm? em incubadora com 5% de CO2 a 37 °C. As células foram
tripsinizadas a cada 3 dias com o meio substituido e novamente mantidos nas
mesmas condi¢cdes em incubadora.

Os macrofagos RAW 264.7 (1,0 x 108 células/mL) foram estimulados com
LPS a 100ug/mL, e incubados com diferentes concentra¢des de EHLd (50ug/mL,
100ug/ mL 250ug/ mL) em placas de 96 pocos (200 uL por pogo) por 48 horas
em incubadora com 5% de CO:2 a 37 °C. A seguir, o sobrenadante foi coletado

para dosagens de NO e as células utilizadas para expressao génica.

4.5 Teste antioxidante

Um dos varios métodos que sao utilizados para a avaliacido da
atividade antioxidante € o sequestro do radical 2,2-difenil-1- picril-hidrazil (DPPH;
Sigma-Aldrich). O ensaio se baseia na quantidade da capacidade antioxidante
de uma substancia em sequestrar o radical DPPH, e € mensurado através da
reducado da hidrazina (ALVES et al, 2010). Neste trabalho, usou-se ensaio a partir
de uma fragdo de 250uL de solu¢do de DPPH (1mM), com 40uL das
concentragcdes de 50ug/mL, 100ug/ mL 250ug/ mL do EHLd. As leituras foram
feitas no ELISA, apds 30 minutos de incubacao, e a capacidade de reduzir o
radical DPPH foi calculada através da média das absorbancias, com base na
seguinte formula [DPPH] (%) = (Ac - As) / Ac x 100, e temos: Ac - controle de

absorcdo; As - Absorbancia da Amostra. O Acido Galico (Sigma-Aldrich) foi
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utilizado como o controle, por possuir boa acao antioxidante comprovada. O teste
foi realizado em duplicata para cada amostra, e em diferentes concentragdes,

onde foi feita a média da atividade antioxidante que cada amostra apresentou.

4.6 Teste de citotoxicidade

O método escolhido foi o MTT (tetrazdlio de metiltiazol) que avalia a
atividade das desidrogenases mitocondriais, capazes de reduzir o MTT a sais de
formazan, um composto de coloracao azul escuro (MOSMANN, 1983). Foram
utilizados macréfagos RAW 264.7, em placas de microdiluicdo de 96 pocos a
uma concentragdo 2 x 10° células em 200uL de meio RPMI + SFB 2% por pogo
e incubadas por 24h para aderéncia. As células foram cultivadas a 37 °C. Depois
da incubacgao, o sobrenadante foi pipetado e descartado e acrescido 200uL das
concentragbes 50ug/ mL, 100pug/ mL, 150ug/ mL e 250ug/ mL do EHLd, em
triplicata, diluidas no mesmo meio de cultura e incubadas por 48h. O proximos
passo foi descartar o sobrenadante e colocar 100uL do mesmo meio com MTT
(0,5%) (Sigma-Aldrich, EUA), para melhor visualizacao dos cristais de formazan
nas células viaveis.. As placas foram incubadas por mais 24h e ap6s esse
periodo observou-se leitura no ELISA com absorbancia a 570nm. Os calculos
das porcentagens de crescimento e viabilidade celular, foram obtidos a partir da
seguinte formula: %Viabilidade = TA/T1x100, tendo: TA = média da absorbancia
da célula tratada — absorbancia do branco da amostra; e T1 = absorbancia da

suspensao celular de controle.
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4.7 Atividade anti-inflamatoria — dosagem de Oxido Nitrico

A dosagem de NO foi realizada pelo método de Griess (GREEN et al.;
1982). Foi realizado teste para mensurar a produgao de 6xido nitrico, através da
concentracdo de nitrato presente no sobrenadante do meio de cultura. A

absorbancia foi mensurada em leitor de microplaca.

Para o reparo da curva de calibragdo da investigacdo do teor de nitrito
presente nas amostras, foi necessario construir uma curva de calibragédo
(absorbancia x concentracao de nitrito), com diluicbes padrées de uma solucéao
estoque de nitrito de sédio (NaNO2), cuja concentracéo inicial era de 1mg/mL.

A curva padrao foi construida com 6 pontos de concentracao distintos e
diluicdes especificas, em duplicata, para o calculo da absorbancia média de cada

concentragao. Esses resultados foram baseados em curva padrdo de NaNOs

4.8 Atividade anti-inflamatoria in vivo

4.8.1 Animais

No modelo experimental foram utilizados camundongos machos, 8 — 10
semanas de idade, pesando entre 20-30g, provenientes do Biotério do
Uniceuma. Seguindo protocolo do biotério, foram acondicionados 0 maximo de
05 animais por gaiola, em ambiente com temperatura e umidade controladas,
estante com ventilacdo automatica e individual por gaiola, ciclo de 12 horas
claro/escuro. Os animais estavam com livre acesso a agua e alimentagao. A
verificacdo do peso dos animais foi constante até o dia do experimento para

ajuste das doses administradas.
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Todos os procedimentos foram realizados de acordo com as normas do
Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA), tendo
sido aprovado pela Comissao de Etica no Uso de Animais (CEUA) — Uniceuma,
sob o protocolo N?147/17. A equipe envolvida no teste animal, possui certificado
no Curso de Bioética em Experimentacdo Animal, além da experiéncia em

manejo com animais de laboratério.

4.8.2 Modelo experimental - dano pulmonar agudo

Utilizou-se camundongos Swiss, machos todos provenientes do biotério da

UNICEUMA, e mantidos em condi¢cdes higiénicas ideais.

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 Grupo 5
N=6 N=6 N=6 N=6 N=6
e || ce E 50 E100 E 250 ﬂ
PBS PBS ‘ somg/kg || 100mg/kg | | 250mg/kg | | -Lh(vo)
Veiculo LPS 0h (i.n.)
ANESTESIA — .M. 2h
COLETA DE SANGUE TOTAL

COLETA DE LAVADO BRONCO-ALVEOLAR

Figura 02 - Modelo Experimental — 05 grupos divididos em: CN, CP, CP + diferentes
concentracdes EHLd — animais induzidos por LPS.

Foram utilizados 48 animais nos testes, sendo que estes foram divididos
em cinco grupos: Veiculo+PBS (Controle Negativo - CN / N=6); Veiculo+LPS
(Controle Positivo - CP / N=6); EHLD 50mg/kg+LPS (E50 / N=6); EHLD

100mg/kg+LPS (E100 / N=6); EHLD 250mg/kg+LPS (E250 / N=6). Foi
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administrado, via oral (v.0.), uma solucdo de PBS como veiculo (1ml/kg) nos
grupos CN e CP, e nos grupos EHLD 50, EHLD 100, EHLD 250. Ap6s uma hora,
a infeccao respiratéria foi induzida nos animais dos grupos CP, EHLD 50, EHLD
100, EHLD 250, através da instilacdo de 30.000EU/10ug/50uL/animal
(25uL/narina) de lipopolissacarideo (LPS) obtido de Pseudomonas aeruginosa
(Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA); e no grupo CN foi administrado 50uL
de PBS na narina. Cumprindo normas de protocolo do CEUA, os sinais clinicos

dos camundongos foram monitorados até o final do efeito sedativo.

4.8.3 Lavado broncoalveolar

Nessa etapa, o procedimento teve inicio apds vinte e quatro horas da
instilagdo intranasal, os animais foram anestesiados com uma mistura de
Ketamina (80mg/kg) e Xilazina (10mg/kg) visando coleta do sangue total por
puncao cardiaca. A coleta do lavado broncoalveolar segue a sequéncia: expde
toda a cavidade pulmonar e a traqueia do animal, para realizar uma puncgéao
traqueal com auxilio de um cateter, injetando um volume de 1,5ml de PBS estéril,
sendo trés etapas de 500uL cada, observando se o pulmao se enche, realizando
a coleta imediata. O sangue e o lavado foram coletados para determinacao do

numero de leucocitos total e diferencial.

4.8.4 Contagem total e diferencial de leucocitos do sangue

A contagem total dos leucdcitos no sangue total foi feita no mesmo

dia da coleta, com utilizacdo de microtubos pipetados a 400uL de solugao de
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Turk e adicionado 20uL da amostra (diluigdo 1:20); apés homogeneizacéo, a
contagem realizada em camara de Neubauer. A contagem diferencial dos
leucocitos presentes no sangue foi feita por esfregaco sanguineo, com aliquota
de 10uL da amostra em lamina e leitura em microscopia ética em objetiva de

100X com imerséao a 6leo através da contagem de 100 células.

4.8.5 Contagem total e diferencial de leucécitos do lavado broncoalveolar

A contagem total dos leucécitos presentes no lavado broncoalveolar
foi realizada no mesmo dia da coleta, através de uma diluicdo de 1:2 de 10uL da
amostra com 10puL de solucao de Turk; a contagem foi feita em Camara de Fuchs
Rosenthal. A contagem da diferenca dos leucécitos presentes no lavado
broncoalveolar foi realizada por gota espessa de uma aliquota de 100uL da
amostra em citocentrifuga (TEKLAB) e leitura da lamina em microscopia otica

em objetiva de 100X com imersao a éleo através da contagem de 100 células.

4.8.6. Analise histoldgica

Os oOrgaos coletados (pulmdes, rins e figado), foram fixados com
formaldeidos a 10% por 24 horas, e foram embebidos em parafina. Apds a
desparafinizacdo e desidratacdo, secdes teciduais de 4um foram fixadas e
coradas com hematoxilina e eosina (HE) e entdo analisada por microscopia na
magnificacdo de 100x e 400x. Dois pesquisadores independentes fizeram

analise cega, e se existisse discordancia dos dados, um terceiro pesquisador
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realizaria outra analise. Todas as imagens histolégicas foram realizadas no

microscépio Binocular Axio Imager Z2.

4.9. Expressao Génica in vitro

4.9.1 Extracdo e analise de RNA total

O RNA total obtido do lavado do pulmao do animal com utilizagdo de um
conjunto de reagentes RNeasy Mini Kit (QIAGEN, GmbH, Alemanha) de acordo
com o manual de instrucao do fabricante. Apds extracdo, a concentracédo de
RNA total foi obtida por espectrofotometria no ultravioleta (UV) utilizando-
se o espectofotometro GeneQuant 100 (GE Healt hcare, Wisconsin, EUA) além
do grau de pureza do RNA determinado pela relagdo Azeo/A2s0.

Foi utilizado reagentes SuperScript™ Il reverse transcriptase (Invitrogen,
Gathersburg, EUA), de acordo com protocolo do manual do fabricante, com a
sintese de cDNA a partir de 200ug de RNA total. Na sintese de cDNA foi
utilizado iniciadores aleatérios 200 nM (random primers) (Invitrogen, MD,
EUA), dNTP 200nM(Amershan-Pharmacia Biotech do Brasil, Brasil), DTT
20mM, transcriptase reversa 200 U (Superscript™Il RT RNase H) e com
tampéo (Tris-HCL 250mM pH 8,3, KCI 375mM, MgCl215mM) (Invitrogen,
MD, EUA). Apé6s essa etapa a mistura foi incubada a 25°Cpor 10 min, a
50°C por 50 min e aumentada para 70°C a 15 min. O cDNA resultante foi
conservado a -20°C até a realizacdo da PCR em Real Time, visando a

quantificacao relativa dos genes inflamatérios.


http://en.wikipedia.org/wiki/Wisconsin
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4.9.2 Andlise da expressdao de RNAm pela PCR em tempo real

O resultado da analise foi pela quantificacdo relativa da expresséo
dos genes IL-1B, IL-6. Os oligonucleotideos iniciadores para os genes de
interesse IL-1P3 e IL-6, e para o gene de controle endégeno GAPDH (Tabela 01),
e selecionados utilizando o programa Primer Premier 5.0 (Premier Biosoft
International, Califérnia, EUA). As regides analisadas possuem sequéncia
disponiveis no Banco de genes (GenBank) do National Institute of Health (NIH)
(www.ncbi.nlm.nih.gov).

Para a analise da expressao génica através da técnica de PCR em tempo
real, foi utilizado o método de Delta Ct (ACt) (Livak & Schmittgen, 2001). Foi feito
um célculo usando o ACt de cada uma das amostras, e para o calculo do ACt,
foi utilizado a formula: [Ct gene alvo - Ct gene enddgeno]. Uma vez determinado
os valores de ACt, foi aplicado a férmula 22¢t | que resultou no valor da

expressao génica relativa.

Gene Primer Forward Primer Reverse
IL-18 GGCAGCTACCTGTGTCTTCC ATATGGGTCCGACAGCACGAG
IL-6 CAGGCTCCGAGATGAACAAC GGTGGAGAGCTTTCAGCTCATAT
GAPDH | TGAAGGTCGGTGTGAACGG CGTGAGTGGAGTCATACTGGAA

Tabela 01: Primers utilizados na expressao génica..

4. 10. Analise Estatistica

Os dados obtidos nesse estudo foram submetidos ao teste de simetria das
variancias quantitativas de Kolmogorov-Simirnov, e para as variaveis com
distribuicdo assimétricas utilizou-se teste paramétricos de one-way ANOVA. O

nivel de significancia para todas as analises foi p<0,05, realizados com auxilio
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do programa estatistico Graphpad Prism, versdo 6 (GraphPad Software, San

Diego, CA, USA), 2013.

5. RESULTADOS

5.1 Rendimento do EHLd

O rendimento do EHLd foi de 18%, e calculado de acordo com Rodrigues
et al. (2011), sendo o peso inicial da coleta de 400g, e o teste de massa seca
liofilizada foi repetida trés vezes com resultado mediano de 72,02g, utilizando a
seguinte formula: Re = (Pext /Pcascas) x 100. Onde: Re = Rendimento total do

extrato (%); Pext = Peso do extrato seco (g); P cascas = Peso das cascas (g).

5.2 Analise cromatografica do EHLd

A avaliacdo da cromatografia revelou a presenca de metabdlitos
secundarios no EHLd, e observou-se a presenca de flavonoides e iriddide. Esses
metabolitos secundérios foram identificados através da cromatografia liquida
acoplada a espectrdmetro de massa permitindo a quantificacdo dos compostos.
Os picos majoritarios foram identificados, confirmando a presenga de compostos

de acordo com Figura 02.
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Figura 03. CLAE da EHLd - Identificacao de picos marjoritarios.

Tabela 02. CLAE da EHLd - compostos identificados.

Pico TR M-H Composto
1 17,2 577 Rhoifolin - flavanoide
2 18,4 865 Isorhoifolin — flavanoide
3 20,3 579 Naringin — flavanoide
4 23,9 577 Nao identificado
5 30,8 731 N&o identificado
6 68,2 689 Nao identificado
7 71,3 619 Nao identificado
8 78,3 933 Kaempferol — 3 -0 caffeoyl glucoside 7 — 0

Glucoside flavanoide

9 79,8 685 Nuzhenide — iridéide

5.3.1 Atividade Antioxidante pelo método do DPPH

A avaliagdo Antioxidante in vitro pelo ensaio de DPPH apresentou

resultados de porcentagem de inibicdo de 22.5% determinado na concentragao

de 100ug/ mL e em adicdo na 250ug/ mL apresentou 54% de capacidade de

captura de radicais livres. Os resultados obtidos na avaliagdo antioxidante foram
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comparados ao composto controle Acido Géalico que é um potente antioxidante
bem conhecido na literatura.

De acordo com Lima et al. (2007), extratos que apresentam atividade
antioxidantes superior a 70% s&o considerados eficazes, com resultados entre
60% a 70% sua agao € moderada e abaixo de 60% séo avaliados como fracos
gradualmente. Portanto a atividade antioxidante depende da concentracdo do
extrato, sendo considerada a relacao de aumento da capacidade oxidante com

0 aumento da concentragéo.
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Figura 04 — Avaliacédo do efeito antioxidante da EHLd (A) através da captura de radicais
livres pelo método DPPH. O Acido Galico foi utilizado como controle (B).

5.3.2 Citotoxicidade

Os resultados do teste de citotoxicidade pelo método MTT, demonstraram
que todas as concentragdes testadas apresentaram baixa citotoxicidade, ao
observar a maior concentragdo do EHLd testada de 250 pug/mL apresentou 75%

de viabilidade.
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Figura 05 — Avaliacao da viabilidade celular da EHLd em células Raw 264.7.

5.3.3 Oxido Nitrico — NO

A quantidade de nitrito presente no meio de cultura foi mensurada como
um indicador da producdo de NO por meio da Reacao de Griess, € o LPS
estimulou o aumento significativo de NO, p<0,05 (figura 07). Todas as

concentracodes testadas do EHLd reduziram a producao de NO.

30 -
-
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Figura 06 — Efeito do tratamento com o EHLd na producao de NO em macrofagos Raw
264.7. Os grupos foram identificados como: veiculo+veiculo C.N. - Controle Negativo;
veiculo+LPS C.P. — Controle Positivo; 50ug/ mL+LPS; 100ug/ mL+LPS; 250ug/ mL+LPS ;
CP* p<0,05 quando comparados com o grupo controle negativo. 50ug/ mL,100ug/ mL e
250ug/ mL # p<0,05 quando comparados com o grupo controle positivo - CP. (ANOVA)
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5.3.4 Expressdo Génica

A figura 07 mostra a expressao genica de IL 1b e IL6 em macrofagos RAW
264.7 estimulados com LPS, e tratados com diferentes concentragdes do EHLd,
onde o LPS estimulou a expressdo tanto do IL 1b quanto de IL6, nas
concentragdes do extrato da agoita cavalo (100, 150 e 250 ug/ mL), reduzindo o0s

marcadores pré-inflamatérias.
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Figura 07 — Efeito do tratamento com o EHLd na Expressao Génica de IL1B (A) e IL 6(B)
em macroéfagos peritoneais RAW 264.7 estimulados com LPS.
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5.4 Ensaios in vivo —

5.4.1 — Analise Histolégica - Figado

Nas administragdes das doses de 50, 100 e 250 mg/kg (v.0.), ndo houve
alteracao significativa em relagao ao figado. Porém na dose de 250mg/kg, foi
observado discreto infiltrado inflamatério. Nas demais estruturas, como capilares
sinusdides e espaco porta, nenhuma alteracéo grave foi identificada. No geral

nao houve alteragdes histopatologicas cronicas nos animais tratados (24h).

Figura 08: Analise histologica 10x: Figado (A) CN - sem congestao vascular e com

hepatdcitos pouco vacuolizados; Figado (B) LPS+EHLd 50mg/kg - 24 horas: com pouca
congestao vascular, alguns hepatdcitos mais volumosos; Figado (C) LPS+EHLd 100mg/kg
- 24 horas: com pouca congestao vascular, hepatdcitos mais volumosos, pouca circulacao
sanguinea; Figado (D) - LPS+EHLd 250mg/kg - 24 horas: com pouca congestao vascular,
alguns hepatdcitos com perda das ligacGes celulares, circulagcao sangue diminuida.
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5.4.2 — Analise Histologica - Rim

Os resultados analisados nas laminas do rim coletado, figura 09, foi de
aspecto sem danos tecidual agudo, e observado em todos o0s grupos,
submetendo-se que o intervalo de tempo estudado talvez nao foi suficiente.

Nas doses 50, 100, 250mg/kg (v.0.), nenhuma alteracao significativa foi
observada, porém na dose de 250mg/kg observou-se congestdao vascular na
cortical em pequena quantidade e na dose de 100mg/kg notou-se também uma
discreta congestao vascular e discreto infiltrado inflamatorio entre os glomérulos.
Diante do exposto, também foi observado que os animais ndao apresentarem
alteragbes clinicas, além de apresentarem comportamento discreto em relagao

a anatomopatoldgicas.

= ) 1 _’ - ,"




47

Figura 09: Analise histoldgica 10x: Rim (A) CN - tubulos renais preservados, apresentando
corpusculo renal e glomérulo bem preservados; Rim (B) LPS+EHLd 50mg/kg - 24 horas,
regiao cortical pouco congesta, tubulos renais preservados; Rim (C) LPS+EHLd 100mg/kg
- 24 horas: Rim apresentando corpusculo renal com presenca de alguns vasos congestos,
mas com aspecto morfolégico preservado; Rim (D) - LPS+EHLd 250mg/kg - 24 horas com
regido cortical preservada com presenca de alguns vasos congestos com algumas areas

corticais com congestao vascular, com corpusculo com aspecto normal.

5.4.3 — Analise Histoldgica - Pulmao

A Analise histologica dos pulmdes estdo ilustradas nas figuras de A — F,
onde foram confeccionadas 48 laminas, correspondentes ao nimero de animais
do experimento. O Grupo Negativo - Salina, apresentou um aspecto histologico
compativel com a normalidade, com o parénquima consistindo de alvéolos
conectados a ductos alveolares, separados um do outro apenas por septos
alveolares finas. Ja os pulmdes dos camundongos do Grupo CP - salina + LPS,
observou-se que apresentaram areas de ruptura de septos alveolares e
congestionamento da area demonstrando dano pulmonar agudo.

Foi observado nesse estudo, através da andlise do lavado brocoalveolar a
presenca de neutréfilos, confirmando a indugéo por LPS, além do que o neutréfilo
faz um papel importante na fagocitose de material necrosado como também no
recrutamento de outras células inflamatérias, ambos os eventos sdo associados
com o sucesso na resposta regenerativa do pulmao (Teixeira et al., 2003). Os
bronquiolos respiratorios sdo estruturas diferenciadas dos bronquiolos terminais
pelo fato de suas paredes serem associadas aos alvéolos. Esses conjuntos de
alvéolos formam estruturas semelhantes a sacos ou corredores denominados
ductos alveolares ao qual se abrem nos bronquiolos respiratérios. Em relagcédo a
este estudo, os testes in vivo os pulmdes dos grupos E 50 e E100 (EHLd 50mg/kg

+ LPS, EHLd 100mg/kg + LPS), tiveram um padréao histol6gico reduzido em
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relagéo grupo controle CP. Ja para o Grupo E250, LPS+EHLd 250mg/kg, foram
observadas diferencas em relagéo as fibras colagenas dos alvéolos, bronquiolos
e pulmdes, quando comparados com o grupo controle CP — salina + LPS.
Podemos observar melhor na figura 09, o efeito das diversas concentragdes

testadas do EHLd.
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Figura 10 — Analise Histologica 10X — Pulmao - Efeito do tratamento com EHLd no acumulo
de leucocitos e formacao de edema nos pulmodes obtidos de camundongos tratados com:
Salina (A), LPS (B), EHLd 50mg/kg + LPS(C), EHLd 100mg/kg + LPS (D) e EHLd 250mg/kg
+ LPS (E), e na objetiva de 40X o EHLd 250mg/kg + LPS (F).
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5.4.4 — Lavado Broncoalveolar

No presente estudo, o achado mais consistente relacionado com os
testes in vivo é a celularidade do LBA, onde observou-se as taxas reduzidas e
significantes de neutréfilos no grupo E250 (LPS+EHLd 250mg/kg) nas figuras (A)

e (F) em comparagao ao grupo controle positivo nas figuras (A) e (C).
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Figura 11 — Efeito do tratamento com EHLd com numero de leucécitos totais do LBA (A).
Os painéis B, C, D, E e F mostram figuras ilustrativas das células presentes no LBA de
camundongos tratados com Salina (B), Salina+LPS (C), LPS+EHLd 50mg/kg (D),LPS+EHLd
100mg/kg (E), LPS+EHLd 250mg/kg (F), sendo essa ultima significativamente menor que
Salina+LPS (C).
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6. DISCUSSAO

A Luehea divaricata € uma planta utilizada na medicina popular no
Brasil, e as partes mais utilizadas séo as aéreas (folhas, flores e casca), e apesar
de seu potencial anti-inflamatério existem poucos estudos com a espécie.

Segundo Tanaka (2005), ela é usada contra disenteria, reumatismo, além
da infusdo das flores que € usada contra bronquite. Por outro lado, estudos de
Rai (2003) confirmaram que as partes aéreas de L. divaricata sdo usadas
popularmente para feridas cutdneas e para higiene intima. Em relacdo ao uso
nas diferentes regides do Brasil, podemos concluir que a Luehea divaricata tem
grande importancia na medicina popular.

Corroborando com nosso estudo, Bessa et al (2013), relataram uma
citacao do acoita-cavalo como sendo de utilidade para o tratamento de Ulcera na
comunidade rural do Assentamento Green Vale, no Estado do Tocantins, Brasil
Central. Em outro estudo similar de BIESKI et al (2012), pesquisa
etnofarmacologica de plantas medicinais do Pantanal (Mato Grosso, Brasil),
relataram que a L. divaricata esta entre as espécies com maior valor de
importancia relativa. Corroborando sobre uso da L. divaricata, pesquisas de
MONTELES e PINHEIRO (2007), realizaram um estudo etnodirigido no
Quilombo Sangrador, Estado do Maranhao, Nordeste do Brasil, a acgoita-cavalo
foi uma das espécies de maior importancia, com indicacdes para o tratamento
de doencas do aparelho geniturinario.

O EHLd desse estudo apresentou as classes flavonoides e iridoide em
sua composicao de metabdlitos quimicos secundarios. Neste contexto,
pesquisas realizadas por Arantes (2012), também analisou o extrato etandlico

de folhas de Luehea divaricata coletadas no sul do Brasil, e através da CLAE
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relatou a identificacdo de flavondides como a quercetina, rutina, acidos
aromaticos acido galico, acido clorogénico, acido cafeico e kaempferol, sendo
esse ultimo composto também identificado em nosso estudo.Outra pesquisa
similar desenvolvida por Albuquerque et al.(2014), realizaram analise fitoquimica
no extrato das folhas de Luehea divaricata coletada em feiras de Belém - PA, e
conseguiram observar a presenca de taninos, catequinas, flavonodides,
carotenoides, esterdides, triterpendides e saponinas.

Por outro lado, Bertucci et al.(2008) em pesquisas por triagem
fitoquimica com extratos etandlicos das folhas e caule, também observaram a
presenca de flavondides, taninos, saponinas e triterpenos. Outra pesquisa em
questao, foi a desenvolvida por Vargas et al (1991), que conseguiram confirmar
a presenca de taninos, flavondides e saponinas nas folhas e casca de L.
Divaricata, sendo quercetina e kaempferol os flavonoides descritos, assim como
em nosso estudo em que a ELHd também apresentou o flavanoide kaempferol.

Em relacéo a citotoxicidade do EHLd, foi observado que este possuiu baixa
citotoxicidade no ensaio utilizando macréfagos Raw 246.7. Por lado um estudo
realizado por Bianchi et al. (1996), observaram que o extrato etandlico das folhas
da Luehea divaricata, apresentavam toxidade na dose de 500mg/kg, quando
administrado via oral, ocasionando a morte de 25% dos camundongos. A
atividade fitotoxica de Luehea divaricata foi claramente demonstrada por Souza
et al. (2005), onde os autores apontam o teste com extrato aquoso de folhas
coletadas em Pelotas, RS, e mostrou efeito inibitério na germinacao de Lactuca
sativa. No entanto, extratos de L. divaricata demonstram in vivo falta de

toxicidade ou mutagenicidade.



52

Em relacdo ao efeito antioxidante da Luehea divaricata, esse estudo
observou que o EHLd pode ser utilizado para tratar doengcas em que a produgao
de radicais livres é deletéria. Essas mesmas propriedades antioxidantes foram
observadas por Miller (2006) em folhas de L. divaricata, utilizando o método
DPPH, o autor observou o extrato bruto com acao antioxidante semelhante a
quercetina. Por outro lado, Arantes (2012) mostrou atividade antioxidante em
baixas concentragdes de extrato etandlico das folhas desta espécie, e seu efeito
protetor contra a peroxidagéo lipidica.

Pesquisa envolvendo atividade anti-inflamatéria e citotoxicidade foi
realizada por Lopes (1990), que investigou a agao anti-inflamatéria de L.
divaricata através de experimento utilizando o extrato aquoso obtido das folhas
secas da planta, com teste de edema de pata de rato induzido por carragenina
e segundo o autor, houve reducao no edema. Por outro lado, Siqueira (2006),
utiizando o extrato hidroalcodlico de L. divaricata reduziu taxa de lesdes
ulcerativas produzidas por indometacina e etanol. Nossa pesquisa indica que o
mecanismo de acgdo anti-inflamatéria do EHLd esta relacionado a atividade
antioxidante confirmada pela captura dos radicias livres, e que a analise
fitoquimica do extrato apresentou polifendis na casca da planta. Corroborando
com nossa pesquisa, estudos de Bianchi (1996), realizou teste de toxicidade
aguda e subaguda com extratos dessa espécie e fez uso de ratos Swiss machos.
O extrato alcodlico foi administrado por via intraperitoneal e foi observado que
50% dos animais morreram em 48 horas. Em outro teste de toxicidade subaguda,
intraperitoneal, administrada uma vez por semana durante 8 dias, desencadeou
a morte de um animal apds a 82 dose, ao contrario do extrato alcodlico que nesta

dose nao causou nenhuma morte.
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Sendo assim a atividade anti-inflamatéria observada in vitro e in vivo com
uso do extrato bruto da Luehea divaricata, pode ser resultado do efeito isolado
ou sinérgico desses fitoquimicos. A sintese dos flavonoides antioxidantes e anti-
inflamatdérias em algumas plantas € um processo natural de fotoprotecédo e
estresse ao periodo seco, e esta diretamente relacionada a presenca de altas

guantidades dos flavonoides quercetina e/ou kaempferol (TREUTTER, 2006).

Foram observados durante nossa pesquisa que o tratamento com EHLd
causou uma reducdo da contagem diferencial do lavado broncoalveolar de dois
tipos celulares: macrofagos e neutréfilos. Existiu uma migracao significativa de
neutréfilos, no lavado broncoalveolar dos animais testados, 0 mesmo foi relatado
em pesquisas de XU, M. et al. (2015).

De modo geral, podemos concluir que os resultados in vitro e in vivo obtidos
nesse estudo, do extrato da Luehea divaricata testado, foi capaz de reduzir a
formagdo do edema pulmonar, evidenciando mais uma vez, o potencial da

atividade anti-inflamatéria.
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7. CONCLUSAO

Os testes fitoquimicos (CLAE) demonstraram a presenca de flavandides e
iriddide no extrato da casca da Luehea divaricata.

O EHLd apresentou baixa citotéxidade entre as concentragdes de 50ug/
mL, 100pg/ mL, 150ug/ mL e 250ug/ mL.

Nos ensaios de atividade antioxidante, o EHLd apresentou mediana

capacidade de captura de radicais livres em relacao ao controle acido galico.

O EHLd reduziu a migragdo de leucécitos, principalmente de neutrofilos,

nos pulmdes dos camundongos com inflamagéao pulmonar aguda.

Os testes com macréfagos RAW 264.7 confirmaram acao anti-inflamatéria,
e reduziram significativamente a producdo de NO nas concentragdes de 50
ug/mL, 100 ug/mL, e 250 ug/mL, frente ao EHLd.

Houve reducdo significativa da expressdo genica de IL1B e IL6 com

tratamento do EHLd nas concentragbes de 100, 150 e 250 pg/mL.
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Acesso a0 Palimdnio Genélico

E Declarascéo Positive de Acesso - Declare gque o objete do presente pedido de patents de invencéo foi
obtido em decomméncia de acesso & amostra de componente do Patrimonio Genético Brasileira,
realizado 8 partir de 30 de junho de 2000. e gue foram cumpridas as determinacdes da Lei 13.123 de
20 de meio de 2015, informando ainda:

Nomeno da Autorizacho de AZFEFTT
Apesso:
Data da Autorizacdo de Acesso; 02052018

Declaracio de veracidade

Eﬂedlm. sob as penas da lei. que todas as informacdes scima prestades sdo completas e
verdadeiras.

w Esta solicitacio foi enviada pelo sistema Peticionamento Eletrdnico em 15/06/2018 as
1135, Petizo 870180051285
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SERVICO PUBLICO FEDERAL
MINISTERIO DA INDUSTRIA, COMERCIO EXTERIOR E SERVICOS
INSTITUTO NACIONAL DA PROPRIEDADE INDUSTRIAL

EXAME PRELIMINAR

N.” do Pedido: BR102018012207-0 N.° de Depdsito PCT:
Data de Depdsito: 15/06/2018

O pedido atende formalmente as disposiches legais, especialmente quanto ao Art. 19 da
LPIl e o InstrugAo Normativa n® 31/2013, estando apto a ser protocolado.

Condicdes do Pedido S N
Requerimento de depdsito com os campos obrigatorios| X
preenchidos
Idioma Portugués X
Relatorio Descritivo X
Reivindicagdes X
Fl e C - Apresenta desenhos citados ou ndo cita nem apresenta| X
desenhos.
MU - Apresenta desenhos.
Resumo x
Formatado no padréo exigido X
Valor correto de Recolhimento X

Rio de Janeiro, 24 de setembro de 2018.

Patricia Paiva Carvalho
Mat. N? 1535837
DIRPA | COSAPISEFOR




