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Foram testadas as atividades antioxidantes, analgésicas e antiinflamatérias do extrato bruto EB, das fracdes
acetato de etila FAE, n-butanol FBuOH, aquosa FAq, das subfra¢des, 19SF, 26SF, 35SF, 51SF, 63SF, catequina
e galocatequina da Croton celtidifolius. In vitro, reduziram a degradagdo da desoxiribose, inibiram a redugéo do
NBT e a peroxidagio lipidica do homogenato de figado de rato. O EB por v.o. reduziu as contor¢des abdominais
, do mesmo modo o EB por v.o., FBuUOH por v.0. e via i.p. € FAq por via i.p reduziram a segunda fase de
nocicepgdo por formalina. A FAE por v.o. € por via i.p e a 63SF por via i.p reduziram as duas fases de
nocicepgio. O EB, FAE, FBuOH, FAq, 35SF, 63SF e a catequina reduziram, tanto por v.o. € via i.p. o edema de
pata em camundongos. A FAE, e a 63SF, reduziram o extravasamento plasmatico ¢ a migragdo celular de
polimorfonucleares no espago pleural. Mecanismos envolvidos na atividade antiinflamatéria é a redugdo da
peroxidagdo lipidica, aumento na atividade da enzima superéxido dismutase SOD, redugfo da produgdo do O,
No entanto nfio houve redugfio dos niveis de nitrito/nitrato, no exudato e nfo ocorreu redu¢do de danos
promovidos pelos EROs no DNA. Os resultados mostram que a Crofon celtidifolius, apresenta substancias com
atividade antioxidante, antinociceptiva e parte da atividade antiinflamatoria é devido a modulagfo do estresse
oxidativo.

Palavras chave: Radicais Livres, Plantas medicinais, Antiinflamatério.



Agradecimentos

Dedico este trabalho a minha esposa Viviane Koeﬁp e meu filho.
Marcos Koepp Nardi, pela sua paciéncia e compreensdo, que sempre
estiveram presentes nos momentos mais dificeis e me ajudaram a realizar
mais um sonho.

A minha mae Selda Nardi e minha Adelina Nardi “in memorium” que
sempre acreditaram em mim, e nunca me deixaram faltar nada nesta vida.

A minha outra mée Rosa Maria Ribeiro-do-Valle, que nestes sete anos
de convivio, sempre soube valorizar meu trabalho e manteve a elegancia até
nos momentos em que chamar minha atencao tornava-se necessario.

Aos professores do Departamento de Farmacologia especialmente ao
Prof. Dr. Jamil Assreuy, sem a sua colaboragao seria impossivel a realizacéo
deste trabalho, e a Profa. Dr. Thereza Christina Monteiro de Lima Nogueira,
pelos conselhos.

Aos amigos do laboratério, Elke, Ricardo, Denise, Maike, Rodrigo,
Paulinho, Mariana, especialmente Jarbas, Regina, Silvia e Karina Ckless,
pelos momentos de descontragdo e pelas valorosa ajuda e discussédo dos
resultados.

Ao professor Moacir Pizzolattie a Karina Timbola por terem me
apresentado a Croton celtidifolius.

Aos amigos da turma de poés-graduacao pela ajuda mutua nas

disciplinas deste curso.



A Raimundo, Nilva, Marcélo, Janaina, Janice, Birinha, Fabio,
Cristiane, minha mais nova familia.

Ao CNPq, pelo auxilio financeiro.

A virgem Maria,

E a todos, que de alguma forma ajudaram-me nesta caminhada,

Os meus mais sinceros agradecimentos.

Geisson Marcos Nardi



RESUMO

Croton celtidifolius, uma planta pertencente a familia Euphorbiaceae, tem seu uso
popular preconizado para o tratamento de dorengas inflamatérias e ulcerativas. A
analise fitoquimica prévia demonstrou a presenca de flavondides e
proantocianidinas. Foram testadas as atividades antioxidantes, analgésicas e
antiinflamatérias do extrato bruto (EB), das fragdes acetato de etila (FAE), n-butanol
(FBuOH), aquosa (FAq) e éter dietilico, das subfragbes derivadas da FAE, 19SF,
26SF, 35SF, 51SF‘e 63SF e dois flavonoides isolados da subfragido 11SF, catequina
e galocatequina em modelbs experimentais in vitro e in vivo. Todos os compostos
testados apresentaram atividade antioxidante in vitro, uma vez que foram capazes
de reduzir a degradagdo da desoxiribose, inibiram a redugdo do NBT e a
peroxidacao lipidica do homogenato de figado de rato. Somente a catequina nao

inibiu a redugéo do NBT e a FAq e a 63SF nao inibiram a peroxidagao lipidica. O EB
demonstrou atividade analgésica: o tratamento oral reduziu as contorgbes
abdominais induzidas pelo acido acético. O EB por v.o., FBUOH (v.o. e i.p.) e FAq
_(i.p.) reduziram a reatividade dos animais na segunda fase da dor induzida -por
formalina_de maneira dose-dependente. A FAE, tanto por v.o. como por via i.p.,
reduziu de maneira dose-dependente as duas fases da nocicep¢ao induzida por
formalina. Este efeito & devido a presenca de proantocianidinas na sub-fracdo 63SF,
a unica que demonstrou reduzir as duas fases de nocicepgéd. O EB, a FAE, a
FBuOH, a FAq, as proantocianidinaé (35SF e 63SF) e a catequiné apresentaram
atividade antiedematogénica, reduzindo de maneira dose-dependente, tanto por v.o.
e via i.p., o edema de pata induzido por carragenina em camundongos. Este efeito

ndo é relacionado a presenca de substancias vasoconstritoras na FAE. A FAE de



maneira dose-dependente, e a 63SF, apresentaram atividade antiinflamatéria uma
vez que reduziram a migragao celular e o extravasamento plasmatico, caracterizado
principalmente pela migragao de polimorfonucleares no espago pleural. Um dos
mecanismos envolvidos na atividade antiinflamatéria € a redugdo da peroxidagao
lipidica promovida pela FAE e pela catequina e um aumento na atividade da enzima
superéxido' dismutase SOD, promovido pela FAE e 63SF. A FAE, demonstrou
reduzir ainda a producao do radical anion superdxido pelas células isoladas da
cavidade pleural, e ndo reduziu os niveis de nitrito/nitrato, no exudato. A FAE, ndo
demonstrou reduzir danos promovidos pelos EROs nas células da cavidade pleural.
Os resultados demonstram que a Croton celtidifolius, apresenta substancias com
atividéde antioxidante, antinociceptiva e antiinflamatéria e que parte da atividade
antiinflamatéria é devid.o a modulagcdo do estresse oxidativo pelos compostos

fendlicos da planta.



ABSTRACT

Croton celtidifolius is a plant belonging to the family Euphorbiaceae, whose use is
widespread for the treatment of inflammatory and ulcerative disorders. Previous
phytochemical analysis demonstrated the presence of flavonoids and
proanthocyanidins. This study examined the antioxidant, analgesic and anti-
inflammatory activity, in in vifro and in vivo experimental models, of the following
products of Crotfon celtidifolius: crude extract (CE), ethyl acetate (FEA), n-butanol
(FBUOH), aqueous (FAq) and diethyl ether fractions, the sub-fractions, derived from
FEA, 19SF, 26SF, 35SF, 51SF and 63SF and two flavonoids, isolated from sub-
fraction 11SF, catechin and galocatechin. All of the substances tested presented
antioxidant activity in vitro, since they reduced deoxyribose degradation and inhibited
the reduction of NBT and lipid peroxidation in rat liver homogenate; catechin alone
did not inhibit the reduction of NBT, whilst FAq and 63SF did not inhibit lipid
peroxidation. Dose-dependent analgesic activity was exhibited by the CE, given v.o.,
which decreased the writhing induced by acetic acid, and by the CE (v.o.), FBUOH
(v.0. and i.p.) and FAq (i.p.), all of which reduced the reactivity of animais in the
second phase of formalin-induced nociception. The FEA, administered both by v.o.
and i.p. routes, caused dose-dependent inhibition in both phases of formalin-induced
nociception, this effect resulted from the presence of proanthocyanidins that were
aiso present in sub-fraction 63SF, the only sub-fraction to exhibit activity in both
phases of nociception. The CE, FEA, FBUOH, FAq, the proanthocyanidines in 35SF
and 63SF, and catechin presented antioedematogenic activity, since both v.o. and
i.p. treatments caused a dose-dependent reduction in the paw oedema induced by

carrageenan in mice, this effect was not related to the presence of vasoconstrictor



substances in the FEA. The FEA, in a dose-dependent manner, and the 63SF
presented anti-inflammatory activity, as shown by a reduction in plasma
extravasation and in the migration of cells, mainly polymorphonuclear leukocytes, to
the pleural space. The mechanisms involved in this anti-inflammatory activity
included a reduction in lipid peroxidation, caused by the FEA and by catechin, and an
increase in the activity of the superoxide dismutase enzyme (SOD), in the case of
FEA and 63SF. Furthermore, the FEA decreased the production of superoxide
radical anion by cells isolated from the pleural cavity, whilst it did not affect the leveis
of nitrite/nitrate in the exudate. The FEA did not prevent the damage caused by ROS
in cells of the pleural cavity. The resuits show that Crofon celtidifolius contains
substances with antioxidant, antinociceptive and anti-inflammatory activity, and that

the latter is due, in part, to a modulation of oxidative stress by phenolic compounds.
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Os milhares de remédios que estac atualmente disponiveis nao tém mais do
que 100 anos de idade. Até 1928, quando Friedrich Woheir sintetizou a uréia a partir
de uma substancia inorganica, o cianato de aménio, o homem nao concebia como
fonte de matéria orgénica qualquer coisa que nao fosse vegetal ou animal. Isto
significa que, descontando praticamente apenas o século XX, toda a histéria da
medicina e também da terapéutica, encontra-se intimamente ligada as plantas
medicinais (Alzugaray, 1983).

Todas as civilizagbes utilizaram e ainda utilizam plantas medicinais para o
tratamento das mais diversas doencgas. Os chineses por volta do ano 3000 A.C. ja
conheciam as propriedades curativas da raiz de Ginseng e, em épocas posteriores,
surgiram tratados de plantas medicinais. Os egipcios em 2300 A.C. criaram
vermifugos, diuréticos, cosméticos e uma grande quantidade de liquidos perfumados
e antisépticos, onde também diversas matérias vegetais eram empregadas no
embalsamento de mimias. No comego da era crista, Dioscorides enumerou, em seu
tratado “De Materia Medica”, maié de 500 extratos de origem vegetal, descrevendo o

uso terapéutico de muitas delas. A utilizagdo de plantas na prevengado e cura de
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moléstias, condicionadas a um processo empirico que vem se desenvolvendo desde
os tempos mais remotos, constitui a base da Medicina Popular (Alzugaray, 1983)

Plantas medicinais, sdo aquelas que tem uma histoéria de uso tradicional como
agente terapéutico. Os fitoterdpicos sdo medicamentos cujos cdmponentes '
terapeuticamente ativos sdo exclusivamente plantas ou derivados vegetais, - néd
podendo ter em sua composicdo a inclusdo de substancias ativas isoladas, de
qualquer origem, nem associagbes destas com extratos vegetais. O uso de
medicamentos fitoterapicos com finalidade profilatica, curativa, paliativa ou para fins
de diagnéstico, passou a ser oficialmente reconhecido pela Organizagdo Mundial da
Saude em 1978, que recomendou a difusao, em nivel mundial, dos conhecimentos
necessarios para o seu uso (OMS, 1978).

Segundo dados da Organizagdo Mundial da Salude (OMS)IBO%‘da populacao
dos paises em desenvolvimento utiliza-se de praticas tradicionais na atencao
primaria, e desse total, 85% usa plantas medicinais ou preparagdes destas. Ainda,
segundo a OMS, as praticas da medicina tradicional expandiram globalmente na
ultima década e ganharam popularidade, incentivadas nao somente pelos
profissionais que atuam na rede basica de saude dos paises em desenvolvimento,
mas também naqueles onde a medicina convencional &€ predominante no sistema de
salide local. Em tal sentido a OMS, tem elaborado uma série de resolugcées com o©
objetivo de considerar o valor potencial da medicina tradicional em seu conjunto para
a expansao dos servi¢os de saude regionais (OMS, 2000) .

No presente trabalho, objetivou-se o estudo farmacolégico de uma planta
medicinal, visando verificar, através de ensaios pré-clinicos, algumas propriedades
terapéuticas preconizadas popularmente. Estes estudos representam os primeiros

passos, 0s quais sd3o determinantes para estudos mais profundos, visando o



desenvolvimento de novos medicamentos a partir de matérias-primas vegetais. Para
tanto, apdés um screening preliminar com o éxtrato bruto de algumas espécies 'no
modelo de contorgdes abdominais induzidas pelo acido acético, escolheu-se, pelos
6timos resuitados apresentados, a Crofon celtidifolius Bail. da familia Euphorbiaceae,

conhecida popularmente como Sangue de Adave.

A PLANTA Croton celtidifolius Bail.

A Croton celtidifolius € uma planta perfencente a familia Euphorbiaceae, que
combreende 283 généros e em torno de 7300 espécies. Esta familia tem distribuicao
cosmopolita, preferencialmente nos Tropicos. As maiores areas de distribuicdo dessa
planta sdo a América e a Africa tropical. (Fafnsworth et al., 1969)

No Brasil, a Crotbn celtidifolius € encontrada nas regides de Mata Atlantica,
desenvolve-se preferencialmente nas capoeiras e, por vezes, forma densos
agrupamentos. E uma espécie frequentemente encontrada do Estado do Rio de
Janeiro até Goids, e j& se observaram exemplares em Sao Paulo, Parana, Santa
Catarina e Rio Grande do Sul. Recebe diferentes nomes populares, tais como,
Sangue de Adave, Sangue de Drago, Péu-Sangue, Pau-Andrade, Urucurana,
Capixingui, Sangue de Dragao, Tapixingui, etc. (Smith, 1988)

.Os aspectos botanicos desta espécie foram estudados por Smith e colé,
(1988). Em resumo, é Uma arvoreta de facil reconhecimento no campo, comumente
de 5 a 15 metros de altura e 10 a 25 cm de didmetro; tronco quase cilindrico e reto,
raizes subterraneas, casca externa acinzentada; casca interna ocre-esverdeada com
exudacao abundante ao corte, vermelha lembrando a cor de sangue, copa

transparente. Suas folhas tem de 10 -18 cm de comprimento, palminervadas,
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miudamente serrilhadas, delgadas, a face superior verde com pélos entreladbs
deprimidos mais ou menos dispersos, a face inferior coberta de um indumento pélidb. :

A Croton celtidifolius é utilizada, na regido do Planalto Serrano de Sanfa
‘Catarina, para o tratamento de doengas inflamatérias e ulcerativas. .Apesar da
ex.isténcia de estudos botanicos, ndo existe nenhuma referéncia cientifica sobré
atividade biologica e indicagdo popular do uso da Crofon celtidifolius, na literatura
consultada. Existem apenas referéncias de estudos quimicos da Croton celtidifolius,
com'o a presenga de ciclitéis, sendo que foram isolados o 1L-1-O-metil-myo-inositol, |
neo-inositol e sitosterol. O neo-inositol era conhecido somente como um composto
sintético, sendo esta a primeira ocorréncia deste composto em plantas (Mukherjee e
Axt, 1984). Outros estudos demonstraram a presenca de alcaléides e saponinas nas

cascas dessa planta (Farnsworth et al.,, 1969; Barnes et al., 1980; Amaral e Barnes,

1997).



Figura 1 — (A) A Croton celtidifolius em seu habitat natural, observando em destaque
suas proporgdes, 5 — 15 m, em relagédo as outras espécies da mesma regiéo, em (B)
Folhas de 10 — 25 cm de comprimento e em (C) retirada da casca, matéria prima
utilizada nos ensaios farmacolégicos e bioquimicos, observando uma caracteristica
importante da espécie a cor vermelha de sua casca, e nas bordas de corte a

exudacao do latex avermelhado (setas azuis).
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ATIVIDADES BIOLOGICAS DO GENERO Croton.

Muitos estudos biolégicos foram realizados com especies do género Croton.
Dentre elas podemos destacar as atividades antiinflamatoria (Perdue et al, 1979;
Ichihara et al, 1992; Carvalho et al., 1996; Bighetti et al, 1999), antinociceptiva
(Carvalho et al., 1996; Bighetti et al., 1999; Vanderlinde, 1999; Oliveira et al., 2001),
anti-genotéxicé (Agner ét al., 2001), anti-tumoral (KUpchan et a/., 1969; Chen et al.,
1994; Grynberg et al, 1999), gastroprdtetora (Hiruma-Lima et al.‘, 2000), anti-
ulcerogénica (Kitazawa et al., 1980; Hiruma-Lima et al., 1999) hipoglicemiante (Farias
et al, 1997), redutora dos niveis de colesterol e triglicerideos (Silva et al., 2001),
antimicrobiana (De Albuguerque et al., 1974; McChesney et al., 1991; Chen et al,,
1994, Abo et al., 1999; Maﬁins et al, 2001), anti-diarréica (Gurgel et al., 2001) anti-
hipertensiva e vasorelaxante (Guerrero et al.,, 2001), hemolitica (Banérjee e Sem,
1981), cicatrizante (Vaisberg et al., 1989), citotoxica (Roengsumran et al., 2001), anti-
HIV (E-Mekkawy et al., 2000), inibidora de sintese protéica (Stirpe et al., 1976),
inibidora da produgdo de radicais livres (Desmarchelier et al.,, 1997) e inibidora da
proliferacéo celular (Pieters ef al., 1993).

Desde o inicio dos estudos com espécies sul-americanas de Croton, ja foram
~ registradas 4 patentes, todas americanas. Somente uma proantocianidina, o SP-303
de posse da Shaman Pharmaceuticals, INC, vislumbrou éxito na fase il de estagio

clinico. O “PROVIR®” nome comercial do SP-303, esta para ser comercializado para o

tratamento de diarréia em pacientes com AIDS (Shaman Pharmaceuticals, 2002).

.y
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RADICAIS LIVRES

*

Os elétr_ons nos atomos ocupam regiées no espa¢o conhecidas como orbitais.
Cada orbital pode ter no maximo dois elétrons com spins em diregdes o'postas. Um
radical livre pode ser definido como uma espécie capaz de existéncia independente,
que contém um. ou mais elétrons desemparelhados, sendo que um elétron
desemparelhado é aquele que ocupa sozinho um orbital. Os elétrons sdo mais
estaveis quando estao pareados no orbital, sendo que uma espécie radicalar € muito
mais reativa do que moléculas n&o radicais que possuem os orbitais com dois
elétrons. A maioria das moléculas no meio biolégico ndo sado radicais, contendo
somente elétrons pareados (Halliwell e Gutteridge, 1989).

Em meio biolégico os radicais Iines sao denominados de espécies reativas e

possuem uma série de efeitos fisiologicos e patolégicos.

ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO (EROs).

A presenga do oxigénio na atmosfera & paradoxal: por um lado ¢ indispensavel
a vida dos organismos aerdbicos; por outro lado, & responsavel pela degradacao
quimica de inumeras macromoléculas existentes no sistema biolégico (Davies, 1994).
Os maleficios provocados pelo oxigénio se devem em grande parte as espécies
reativas de oxigénio (EROs). A producdo de EROs ocorre através de sucessivas
redugdes monoeletrénicas do oxigénio molecular (O,), formando ’espécies
parcialmente reduzidas denominadas espécies radicalares, que apresentam um

eletron desemparelhado no orbital mais externo (Naqui, 1986; Halliwell, 1991).



Os radicais livres derivados do oxigénio que possuem relevancia em sistemas

biolégicos sao o radical anion superdxido (O;"), o radical peridroxil (superoxido
protonado, HO, ), o radical hidroxila (OH®), e o radical livre 6xido nitrico (NO). A

transferéncia de um elétron para o O, produz o primeiro intermediario reativo o O,"",

que sofre dismutagao espontanea a perdxido de hidrogénio (H202)(Reagao 1).

(1)‘ O, + 0O + 2H — H,O, + O,

Qualquer reagao posterior requer a quebra das ligacdes entre os atomos de O,

para formar o OH". O que ocorre é que tracos de metais, primariamente o ion Fe?* ou
Cu®, reage com o H,0, para produzir o OH®, conhecida como Reacao de Fenton
(Reagao 2) (Cadenas, 1989; Jaeschke, 1995; Cuzzocrea, 2001). Outra reagcao que
acreditava-se poder gerar O,", era a Reacdo de Haber-Weiss, (Reacao 3) (Storey,

1996). No entanto, estudos mais detathados demonstraram que esta reacdo nao

acontece em condigdes fisiolégicas (Cuzzocrea, 2001).

(2 Fe¥ + 0O, —s 0O, + Fe*
Fe** + H,0, —> Fe** + OH + OH°

3) O, + H,0p —> O, + OH + OH'

A geracao de EROs em sistemas biolégicos pode ocorrer através de diversas
reacdes bioquimicas durante o metabolismo celular. A maioria do O, consumido &

reduzido completamente a agua (H,O) através da cadeia respiratoria, gerando



energia para producdo de adenosina 5’-triqufato (ATP). Esse processo envolve
reacbes em cadeia, onde ha transferéncia bivalente’de elétrons para o O, sem a
formagao de intermediarios (Jaeschke, 1995). Entretanto, uma pequena fracdo do O,
(2-5%) sofre redugéo monovaiente e é convertido em subprodutos como o O,*", H,0O»
e "OH (McCord, 1983; Ji, 1995).

Situagbes patolégicas, geralmente geram EROs. Por exemplo, durante um
periodo isquémico, baixas concentragées de oxigénio, promovem i_Jm declinio na
fosforilagao oxidativa, que ocorre na mitocéndria, pelo decréscimo da capacidade da
cadeia respiratoria transportar elétrons. Este fato gera um aumento da dependéncia
da célula na produgao de ATP via glicolise anaerobica. Este processo € um meio
ineficiente de produzir ATP da glicose e leva o aumento das concentracbes de
adenosina e os produtos de sua quebra, incluindo hipo>_(antina e xantina, que sao
substratos para o sistema enzimatico xantina desidrogenase. Quando os niveis de
ATP baixam, as cél‘ulas nao sao capazes de manter o gradiente ibnico através de,
suas membranas, precipitando uma redistribuicdo de ions Ca®*. As elevadas
concentragdes de Ca®* citosdlico ativam uma protease, possivelmente a calpaina, que
catalisa a cbnverséo da xantina desidrogenase em xantina oxidase. A reperfusao de
um orgao temporariamente isquémico restaura o suprimento de substrato requerido
pela xantina oxidase o O, e gera com isso grandes quantidades de 0," (McCord,
1985)

Outras fontes geradoras de EROs s&o as enzimas do sistema citocromo P450.
que evitam efeitos tdxicos agudos de agentes quimicos estranhos ao organismo de
animais, mas resultam em subprodutos oxidantes que danificam a molécula de DNA

(Block, 1992).
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Existem também as origens exdgenas de EROs que podefn aumentar
significantemente essa carga de oxidantes enddgenos, como a poluigdo do ar,
pesticidas, condi¢cdes de hiperoxia e certos compostos presentes nos alimentos e no
cigarro, sdo exemplos desta classe (Block, 1992). Os agentes antitumorais (por
exemplo: as quinonas e as antraciclinas) danificam o. DNA de forma indireta,
envolvendo EROs como intermediarios (Thornton et al., 1995). Muitos dos efeitos
quimioterépicos dessas drogas tém sido atribuidos a capacidade de reduzir o O, a
0.*", H,0O; e OH® (Freeman e Crapo, 1982). Além disso, durante exercicios aerdbicos

prolongados, por exemplo, ha uma produgéo excessiva de EROs (Ji, 1995).

ESPECIES REATIVAS DE NITROGENIO (ERNs).

O Oxido Nitrico (NO) é sintetizado a partir do grupo guanidino da L-arginina por
uma familia de enzimas denominadas NO sintases (NOS). Trés isoformas tém sido
descritas e clonadas: NOS em células endoteliais (NOSe) e NOS neuronal (NOSn),
ambas constitutivas, e um tipo induzivel (NOSi). A formacdo de NO é ligada a
incorporagao de O, na molécula de L-arginina e todas as isoformas sao dependentes
de balmodulina e NADPH (Stuehr, 1997, Geller e Billiar, 1998).

Muitas das agdes biologicas do NO s&do mediadas através da agdo sobre o
sistema guanilato ciclase. O NO & uma pequena molécula lipofilica que Se difunde
através da célula e facilmente entr)a no citosol, onde ativa a guanilato ciclase pela
ligagao com o ferro do componente Hefne da enzima. Com isto aumentam os niveis
de monofosfato ciclico de 3', 5-guanosina (GMPC), que ocasiona a redugao da

concentragdo de calcio. O decréscimo do caicio intracelular é responsavel pelo

relaxamento do musculo liso vascular e nao vascular, inibicdo da aderéncia e
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agregacao plaquetaria, inibicao da quimioté‘xia de neutréfilos, e transdugéo de sinal no
sistema nervoso central e periférico (Ignarro, 1991; Moncada et al., 1991: Dusting,
1995).

Os efeitos citotoxicos do NO envolvem a inibicao dé enzimas mitocondriais
chaves, incluindo NADH oxiredutase, NADH succinato oxiredutase e aconitase
(Nathan, 1992), inibicdo da atividade das enzimas do citocromo P-450 (Khatsenko et
al., 1993). Muitas condi¢des ‘inﬂamatérias s&o associadas com a produgéo em grande
quantidade de NO pela NOSi, com consequentes efeitos citotoxicos. A expressao
desta enzima é em resposta a estimulos imunolégicos. O NO pode agir como
molécula citotdxica e citostatica para fungos, bactérias, helmintos, e organismos
protozoarios, téo bem quanto para células tumorais (Nathan, 1992).

A geracgao simultanea de NO e O, favbrece a produg¢ao de um produto téxico
‘0 anion peroxinitrito (ONOOQO™) (Beckman et al., 1990) e este produto pode ser o
responsavel por alguns dos efeitos tdxicos associados com a produgao do NO. O
ONOO™ pode danificar ou depletar um numero de componentes vitais, causando dano
no DNA (King et al., 1992), promovend‘o a peroxidacao lipidica (Radi et a[, 1991) e a
incapacidade antioxidante em sistemas bioldgicos (Van der Viiet et al.,l 1994). De fato,
estudos recentes tém demonstrado que o ONOO", pode ser a Ultima espécie reaﬁva e

nao o NO em muitas condi¢ées (Castro 'et al., 1994; Szabo et al., 1996).

a
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PRINCIPAIS ALVOS BIOLOGICOS DAS EROs |

As EROs, geradas atraves de processos fisiolégicos ou ndo, podem danificar
diversas macromoléculas nos sistémas biolégicos, devido a sua grande instabilidade
e consequente reatividade (Halliwell e Gutteridge, 1989).

Um dos processos mais importantes e deletérios promovidos pelos radicais
livies & conhecido como péroxidagéb lipidica. Abés a géragéo do radical OH® pela
reagdo de Fenton, ocorre o processo denominado de iniciagao, onde ocorre o ataque
do radical ou outras espécies radicalares a acido graxos poliinsaturados (L) que
tenham suficiente reatividade para abstrair um atomo de hidrogénio do carbono da

cadeia lateral (Reagéao 4).

4 LH + HO" — L + H)0

O atomo de hidrogénio tem somente um elétron, sendo que a sua remocao
deixa um elétron desemparelhado no atomo de carbono que foi originalmente
atacado. Isso resulta mais provavelmente em rearranjos moleculares seguidos pela

reagao com o oxigénio levando a formagao do radical peroxila (Reagao 5).
B) L* + 0, — LO;

Esse radicais por sua vez, podem combinar-se, ou podem atacar proteinas de

membrana, além de serem capazes de abstrair hidrogénios da cadeia lateral de -



13

acidos graxos adjacentes e deste modo, propagar a reagéao em cadeia da peroxidacao

(Esterbauer et al., 1992; Halliwell e Chirico, 1993; Farber, 1994). (Reac¢ao 6).

6) LO, + LH —>s L° + LOOH

A ocorréncia da peroxidagao lipidica em membranas biolc\")gicas causa danos
nas fun¢des da membrana, mudando sua fluidez, inativando receptores de membrana
e enzimas e aumentando a permeabilidade a ions como, por exemplo, o calcio
(Halliwell e Chirico, 1993). Existem\evidéncias demonstrando que os aldeidos gerados
no processo de peroxidagao lipidica, estao envolvidos em diversos processos
patolégicos associados ao estresse oxidativo em células e tecidos (Gutteridge, 1995).
Em constraste com os radicais livres, estes aldeidos sao geralmente estaveis e
podem étacar alvos distantes do sitio de producgdo destes radicais (Uchida et al.,
1999). Um exemplo destes derivados & o 4-hidroxi-2-nonenal, que esta implicado na
inducao da proliferagéo, apoptose e ativagao de vias de sinalizagao celular (Parola et
al., 1999; Uchida et al., 1999). Outros produtos gerados na peroxidagao lipidica como
o acido hidroperoxi-6,8,11,14-eicosatetraenbico, metillinolenato hidroperéxido e
metillinolenato autooxidado, causém danos e quebras no DNA e podem estar
implicados no processo de envelhecimento e indugéo de tumores (Inouye, 1984; Ueda
et al., 1985; Weitberg e Corvese, 1989).

Outro alvo bastante importante das EROs € o DNA, uma vez que lesdes
produzidas a uma pequena porcentagem dessa molécula podem trazer
conseqguéncias maiores do que em outros componentes celulares (Schraufstatter et

al., 1988).
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Nem o H,0O,, nem o O,", reagem com o DNA sob condicées fisiolégicas, a
menos que ions metalicos estejam presentes para permitir a formacao do OH®
(Blakeky et al., 1990). O OH' tem capacidade de retirar atomos de hidrogénio da
desoxirribose, levando a formacao de radicais derivados do acglucar que, se nao
repérados, levam a clivagem do esqueleto agucar-fosfato do DNA e liberagao de
bases nitrogenadas do DNA (produzindo sitios apurinicos/apirimidinicos) (Halliwell e
Aruoma, 1991, Breen e Murphy, 1995).

Os niveis elevados de EROs no organismo parecem ser um dos maiores
contribuintes para o envelhecimento (Harman, 1992) e para muitos processos
degenerativos como o cancer, aterosclerose, doéngas neurodegenerativas, catarata,
e outros (Halliwell e Gutteridge, 1990; Gutteridge, 1994; Spector, 1995). Para o
desenvolvimento da aterosclerose, com consequente surgimento de doenca
coronaria, a peroxidagao lipidica aparece como um importante contribuinte (Jialal e
Devaraj, 1996). O envelhecimento pode ser o resultado de danos aleatdrios
produzidos pelos radicais ao tecidos produzidos durante o metabolismo aerobico
normal (Halliwell e Gutteridge 1989). Com relacdo ao cancer, sabe-se que as
espécies radicais podem induzir alteracdes permanentes na sequéncia do DNA, que
podem resultar na ativacao de proto-oncogenes -vou inativacdo de genes supressores

de tumor (Hsie et al., 1986; Cerutti, 1991).
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SISTEMAS DE DEFESA ANTIOXIDANTE ENZIMATICO E NAO

ENZIMATICO DE PROTEGAO CONTRA OS RADICAIS LIVRES.

Para evitar a formagao assim como reparar os danos oxidativos em tecidos e
macromoléculas, todos os organismos de vida aerdbica possuem um compiexo
sistema de defesas antioxidantes.

Entre estas defesas estdo as 'que fazem 'parté do bfocé;s,sé eniimético '
Superodxido Dismutase (SOD), Glutationa peroxidase (GSH) e a catalase (CAT); e as
pequenas moléculas,muitas delas derivadas da dieta como a vitamina C ou acido
ascorbico (VC), vitamina E ou aifa-tocoferol (VE), carotenodides e flavondides
antioxidantes nao enzimaticos. (Ames et al., 1993). O balango entre as atividades e os
niveis desses antioxidantes &€ essencial para a sobrevivéncia dos organismos e sua

homeostase (Matés; 1999).

Superoxido Dismutase (SOD).

E uma enzima antioxidante que cataliza a dismutagdgo de uma espécie
radicalar, o anion superéxido (O,""), em uma espécie menos reativa, o peréxido de
hidrogénio (H.O;) (Reagéo 7), que posteriormente pode ser destruido pela Catalase

ou Glutationa Peroxidase (Fridovich, 1995; Sandalio ef al., 1997; Teixeira et al., 1998).

(7) 02._ + 02._' + 2H' —SOD— H,O, + Oy

Em humanos a SOD existe em trés formas a citosdlica (SOD-Cu/Zn), a
mitocondrial SOD-Mn, e uma isoforma extracelular SOD (EC-SOD)(Sansdstrom ef al.,

1994; Sun et al, 1995). A SOD destréi o O, por sucessiva reagao de oxidagéo e
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redugdo do ion metalico de transicgdo no sitio ativo da enzima em um tipo de |
mecanismo Ping-Pong com altas taxas de reagao (Meier ef al., 1998) (fig. 2).

| SOD-Mn & um homotetrémeré (96 KDa) contendo um atomo de manganés por
subunidade (MacMillan-Crow et al,, 1993). Esta localizada na matriz mito.condrial e
inativa principalmente o O," proveniente da cadeia respiratéria da mitocéndria
(Halliwell e Gutteridge, 1989). O knock-out desta enzima em camundongos ¢ letal e
leva principalmente a uma cérdiomiopatia'e aumento da sensibilidade ao oxigénio.
SOD-Mn é induzida por citocinas, TNF, mas é moderadamente influenciada por
agentes oxidantes (Stralin e MarKlund, 1994; Li et al., 1995).

SOD-Cu/Zn e a SOD-EC sao outras enzimas conservadas através da
evolucdo, a Cu/Zn, esta localizada no citosol e possui em seu sitio ativo dois atomos
metalicos Cu e Zn, ligados por um residuo de histidina (Battistoni et al., 1996;
Stroppblo et al, 1998) enquanto a SOD-EC, é secretada e encontrada no espaco
intersticial, tendo grande afinidade por certos glicosaminoglicanos, como a heparina, é
relacionada com a maioria dos efeitos da atividade de SOD no plasma, na linfa e no
liquido sinovial (Markiund, 1980; Sandstrém ef al., 1994). As duas também catalizam

a reducao do O,"™ a H,0..
Catalase (CAT) e Glutationa Peroxidase (GPX)

CAT e uma enzima tetramérica consistindo de 4 unidades idénticas que contém -
um simples grupo ferroprdtoporﬁrina por subunidade (Leah et al., 1998). A GPX,
possui quatro subunidades idénticas contendo um atomo de selénio em seu centro
ativo (Tappel, 1978). Existem 5 tipos de GPX, distribuidas em diferentes regides

celulares, e variando sua expressdao em diferentes tecidos (Matés et al, 1999). As



17

duas enzimas reagem muito eficientemente com H,;0O, para formar H,O e O,

protegendo as células do H,0 (fig. 2).
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Figura 2 — Adaptado de Mates, 1999 — Geragdo de Espécies Reativas de Oxigénio (EROs), e
mecanismo de defesa enzimético contra o dano provocados pelos EROs. Durante um periodo de
hipoxia, o O,"” gerado pode ser degradado dentro da mitocdndria pela Mn-SOD ou, se esta presente no
citosol, pela Cu/Zn-SOD. No reticulo endoplasmatico (RE), a NADPH oxidase pode doar elétrons para
o O, e gerar O,”". O FADH, e o citocromo b5 também podem contribuir neste sistema. Dentro dos
peroxissomas, ha enzimaé que produzem H,0, sem a intermediacéo do O,"". Contrariamente ao O,"", 0
H,0O, é capaz de atravessar membranas e dentro das céiulas reage com Fe? para formar radicais OH*
via reagdo de Fenton. A glutationa peroxidase (GPX) e catalase (CAT), catalizam a remoc¢éo do H,0..
A glutationa oxidada (GSSH) é reduzida a glutationa (GSH) pela glutationa redutase (GR), que &
utilizada novamente na reagao.

A GPX, também cataliza a reducdo de hidroperoxidos, usando Glutationa
(GSH), protegendo as células contra o dano oxidativo. A GSH € o tiol ndo protéico

mais importante presente em células animais (Kozumbo e Cerutti, 1986). Este tiol
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‘atua, entre outras fungbes, como um redutor no metabolismo de varios perdxidos e
radicais livres, e como um sequestrador (Jernstrom et al., 1993; Ji, 1995). A GSH
pode também inibir a peroxidagao lipidica (Mosialou e Morgensten, 1989), sendo o
metabolismo da glutationa um dos mais essenciais mecanismos de defesa
antioxidante (Rikans e Hornbrook, 1997; Grazioli et al., 1998).

VE ou a-tocoferol & o principal antioxidante lipossoltvel biologico in vitro e in
vivo (Packer e Landvick, 1989 e Burton e Traber, 1990). Acredita-se que a principal
fung;éo biologica deste composto € sua alta reatividade com os radicais peroxil (Sies
et al., 1992). Ligado a sua estrutura hidrofébica, existe um grupamento —-OH em que
seu hidrogénio pode ser facilmehte abstraido por estes radicais. Apos esta abstragao,
o} oc-toéoferol se transforma em um novo radical, s6 que fracamente reativo, e incapaz
de atacar novas estruturas lipidicas, impedindo a propaga¢ao de reagdes em cadeia
(Wefers e Sies, 1988; Esterbauer et al., 1989). Este composto protege entdo as
membranas celulares contra a peroxidacao lipidica, evitando a ocorréncia de danos
pelos radicais livres, incluindo aqueles oﬁginados na membrana interior mitocondrial
(Ji, 1995). Apresenta também uma eficiente protecao contra os radicais OH® (Ames et
al., 1993).

A VC é o antioxidante de baixo peso moleculai mais efetivo presente no fluido
extracelular, apresentando capacidade de sequestrar rapidamente os radicais livres
de oxigénio in vitro e in vivo (Niki,1990), além de suprimir a oxidacao. Devido a sua
eficiéncia em sequestrar os radicais peroxil na fase aquosa antes que ele inicie a
peroxidagéo lipidica das membranas e lipoproteinas (Niki, 1991).

Geralmente, os carotendides tém a funcdo de antioxidantes apenas sob baixa
concentragdao de oxigénio (Burton e Ingold, 1984). Estas moléculas podem proteger

as células de danos oxidativos por sequestrar os radicais livres capazes de causar



19

dano celular. Tanto /n vivo como in vitro, o B-caroteno protege as membranas de
lipidios da peroxidagao (Bendich e Olson, 1989).

Acredita-se que muitos antioxidantes podem tere efeitos sinérgicos; Palozza e
Krinsky (1992) mostraram que o B-caroteno e a VE podem agir em conjunto nas
membranas no éequestro de radicais livres. As VC e VE podem também agir
sinergicamente nb processo de peroxidagao lipidica (Mirvish, 1986).

Além de estudos com antioxidantes classicos, & crescente o numero de
invéstigagées referentes a antioxidantes naturais _presentesv na dieta (Vinson et al,
1995; Wiseman et ai., 1996; Robinson et al., 1997). E conhecido na literatura que
dieta rica em alimentos e preparagdes de origem vegetal, tais como chas, frutas,
verduras, legumes e vinho tinto protegem contra doenc¢as cardiovasculares e algumas
formas de cancer (Larson, 1988; Abu-Amsha et al., 1996; Wang et al., 1996; Moran et
al., 1997). Estes efeitos protetores tém sido atribuidos, em grande parte, a presenca
de antioxidantes tais como vitamina C e E, carotenéides e compostos fenélicos como,
por exemplo, flavonoides e acidos fendlicos presentes em abundancia nas plantas. Os
compostos fenodlicos provavelmente constituem o maior grupo de metabdlitos
secundarios das plantas.(Rice-Evans et al., 1996).

O efeito antioxidante dos compostos fenélicos em sistemas biolégicos pode ser
atribuido tanto a sua capacidade de sequestrar EROs como a de quelar ions
metalicos, impedindo a oxidagdo de biomoléculas (Starvic, 1994).

Os flavondides sdo compostos fendlicos, derivados biossinteticamente da
~chalcona e amplamente distribuidos no reino vegetal. Frequentemente sao
encontrados em flores, frutos e, algumas vezes, nas folhas constituindo-se nos
pigmentos responsaveis pela coloragdo destes orgios vegetais. Além disso, estao

presentes universalmente nas cuticulas e células epiteliais das folhas, garantindo
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assim a protecao dos tecidos contra os efeitos nocivos da radiagao ultravioleta
(Middleton et al., 2000).

Aos comppstos fendlicos atribui-se além do potencial antioxidante, muitas
outras atividades biolégicas e de interesse. humano, que podem ser resultado de sua
atividade antioxidante, como antiinflamatéria, antiviral, antigenotéxica, diurética,
antiescleréstica e antiedematosa, anticarcinogénica, espasmolitica, antihepatotdxica,
colerética, estrogena, entre outras (Stich, 1991; Bruneton, 1993; Rice-Evans, 1996;
Benavente-Garcia, 1997).

Além desse mecanismo fislolégico, existem algumas situagGes patoldgicas
onde sao geradas ERds. O processo inflamatorio, por exemplo, realizado pelas
células de defesa do organismo, produz EROs que sao utilizadas para destruir os
microorganismos causadores da infeccao (Yamashina et al.,, 1986; I}schiropoulos et

al., 1992).
. | PROCESSO |NFLAVMATC)R|O.

A inflamagao € um mecanismo dé defesa do organismo, que envolve uma série
de eventos que sao iniciados por uma éérie de estimulos, agentes infecciosos,
isquemia, interacdo antigeno-anticorpo, lesao fisica ou ;térmica (Rocha e Silva, 1978;
Scott et al,, 1994). A nivel macroscopico, a reagao inflamatéria € acompanhada de
sinéis bem distintos, como eritema, hiperalgesia, edema e aumento da temperatura no
local da lesao.

A resposta inflamatéria, ocorre em trés fases distintas, cada uma delas
&

*

aparentemente mediada por fatores distintos. Na primeira fase, ocorre um aumento do

fluxo sanguineo, na area lesada, devido a dilatagao dos capilares, sendo responsavel
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pelo eritema da area comprometida. Varios mediadores sao liberados neste estagio,
entre os quais podemos citar as cininas, histamina, serotonina (5-HT), fator de
agregacao plaquetaria (PAF), proteinas do sistema complemento, produtos da via do
acido araquidénico (AA), como leucotrienos (LTs), prostaglandinas (PGD, PGE,,
PGF,,), substancias liberadas localmente nas terminagdes nervosas (taquicininas e o |
peptideo relacionados com o gene da calcitonina - CGRP (Hua, 1986; Haanen e
Vermes, 1995; Ichikawa et al., 1996, Schuiling et al., 1999).

A segunda fase da resposta inflamatéria é caracterizada pela migracao de
leucocitos e de outras células fagociticas para o sitio da lesao.

A liberagdo de mediadores pro-inflamatérios (quimiotaticos e vasoativos),
citocinas, PGD,, PGE; PGF,, prostaciciina (PGly), acido 5-hidroperc’3xido-
eicosatetraendico (5-HETE), cininas, fibrino-peptideos, péptideos liberados pelos
neutréfilos e o leucotrieno By - .LTB4, como consequéncia do dano tecidual, induz a
rapidas mudancgas nas propriedades adesivas das células endoteliais(Fontone, 1985;
Beutler e Cerami, 1986; Haanen e Vermes, 1995). Os leucécitos, que antes -
circulavam na luz do vaso, passam agora a ser detectados nas proximidades da
parede do vaso, processo denominado marginagao leucocitaria (Bevilacqua, 1983).
Imediatamente apds estas mudangas, inicia-se o processo de rolamento (rolling),
onde os leucocitos fazem ligagao fraca com a superficie das células endoteliais,
principalmente mediadas por moléculas de adesdo denominadas selectinas. As L-
selectinas expressas em muitos leucécitos interagem com as E-selectinas e P-
selectinas expressas no endotélio vascular (Diaz-Gonzales e Sanchez-Madrid, 1998).
Em um segundo momento ocorre uma aumento da afinidade e adesao molecular
entre a superficie dos leucdcitos e as células endoteliais pela expressao de outras

moléculas de adesao nos leucocitos, VLA-4 (very late activation antigen 4), Mac-1 e
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LFA-1 (leukocyte function-associated molecule 1). Estas integrinas ativadas interagem
com seus receptores no endotélio vascular VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule-
1) para o VLA-4 e ICAM-1 (intercelular adhesion molecule 1) para Mac-1 e LFA-1.
Esta ihteragéo é l;m evento chave que resulta na adesao firme dos leucécitos na
superficie do vaso. Finalmente, os leucécitos migram para os tecidos por entre as
células do endotéiio vascular, e migram para o foco inflamatoério. Cada um deétes
eventos adesivos ¢é - absolutamente essencial” para o processo de migragao
leucocitaria. Se um destes eventos ndo ocorre, a migracdo nao acontece (Butcher,
1991; Springer, 1994; Walchec et al., 1996; Allport et al., 1996)

Apds migrarem para o sitio inflamatério, estes leucocitos (polimorfo ou mono
nucleares) sao ativados e passam a sintetizar e liberar produtos da via do AA e
citocinas além de outros mediadores (Wolfe e Horrocks, 1994).

Na terceira fase, ocorre a dor e a lesdo tecidual. A dor associada nesta reagao
se deve a estimulagdo de fibras sensoriais hociceptivas por mediadores quimicos tais
como bradicinina, histamina, prostaglédinas, substancia P, neurocinina A e peptideo
relacionado com o gene da calcitonina (CGRP) (Dray e Bevam, 1993; Dray e Perkins,
1993; Geppetti, 1993). A‘transdugéo da dor envolve interagdes de mediad-ores, com
os receptores de membrana que sdo acoplados a canais i6nicos ou sistemas de
segundo mensageiro, resultando na mudénga da excitabilidade da membrana celular.
A resposta dolorosa induzida por estes mediadores é potencializada por produtos da
via do AA (PGD., PGE;, PGl;) e por aminas simpatomiméticas, possivelmente a
dopamina liberada localmente. A produgdo de hiperalgesia também deve ser vista
como um importante mecanismo que contribui para a regeneragéo e reparo tecidual
(Dray et al., 1994). Além disso, outros mediadores sao liberados no sitio inflamatério,

entre eles as citocinas, as Interleucinas (IL) do tipo IL-1, IL-6 e IL-8, o fator de necrose
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tumoral (TNF) e o interferon (IFN). Estes mediadores, exceto a IL-8, medeiam a
resposta febril através da indugéo da sintese de PGE, em &reas especificas do

hipotalamo (Dinarello et al., 1988, 1991).

ESPECIES REATIVAS NA INFLAMAGAO

Durante os anos 80, o inferessé sdbfe as EROS é ERNSs, ére;céu rarpid.arﬁente
a partir de evidéncias que mostravam que estes radicais livres, estavam relacionados
com doengas inflamatérias como, artrite reumatdide, enfisema pulmonar,
aterosclerose e doencgas neurodegeherativas (Winyard e Blake, 1997)

Estes radicais foram estudados dentro do conceito direto de seus efeitos
destrutivos em meios biologicos. Isto € verdadeiro ao passo de que altas
concentracdes destes radicais (EROs e ERNs), tem uma relacdo particular com o
dano a biomoléculas como o DNA (Williams, 1985; Wiseman na Halliwell, 1986). No
entanto, evidéncias recentes tém demonstrado que estes radicais tém um papel
fisiolégico importante, como mensageiros celulares a baixas concentragdes. (Saran
and Bors, 1989; Snyder, 1995).

Varias sao as fontes de EROs na inflamagao. Os maiores produtores de EROs
no tecido inflamatério sdo os Ieﬁcécitos sanguineos, que tornam-se ativados e
aderem a superficie das células endoteliais. Estudos com suspensdes destas células
in vitro, quando ativadas por éster de forbol, liberam entre 35-360 nmol de O,"/hora
(Tauber et al, 1993; Lum et al, 1994). A NADPH oxidase, de leucocitos
polimorfonucleares, contém citocromo by4s e cataliza a redugcdo monovalente do O,

para gerar o O," (Forman e Thomas, 1986; Segai, 1991), outras células inflamatorias

como linfécitos e macrofagos possuem uma NADPH oxidase na membrana (Hancock
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et al., 1989). A cascata do AA, que géra prostaglandinas e leucotrienos, géra EROs
no processo do metabolismo de seus produtos (Cadenas, 1989). Durante o exercicio
nas articuiagcdes inflamadas a pressao intra-articular € transmitida diretamente para a
vasculatura da membrana sinovial, produzindo oclusdo dos capilares sinoviais
' ‘superﬁciais e consequente isquemia. A reperfusdo da membrana sinovial ocorre
quando o exercicio cessa e, consequentemente, leva a geragdo de EROs pelo
sistema xantina oxidase (Merry et al., 1989).

O ion ferroso (Fe?"), geralmente nao ésté presente em condigdes fisiologicas
(in vivo), e nao se acreditava que este ion, pudesse ser gerado erh concentragoes
suficientes para catalisar a formagao de OH" em condigdes inflamatérias. No entanto
com medidas quimi'cas sensiveis foi relatado que a concentracao de ferro livre no
liguido sinovial de joelhos inflamados, pode catalizar a Reacédo de Fenton e gerar
grandes quantidades de EROs (Cuzzocrea ef al., 2001).

IL-1 e TNF-a, dois mediadores importantes do processo inflamatério, sao
capazes de induzir a produgao de EROs; perpetuando assim sua formacao e acgdo
(Adamson e Billings, 1992; Goucherot-Pocidalo e Reviliard, 1993; Lo et al., 1998)

A ativagdo de células endoteliais também gera EROs e contribui
significativamente para a manutencdo de um ambiente oxidante no sitio inflamatério.

O tratamento de celulas endoteliais da veia umbilical humana com IL-1, IFN-y, resulta
em um aume.nto dependente da dose e do tempo da produgado de O,"” (Matsubara e
Ziff, 1986). Peptideos vasoativos como a bradicinina induzem a producéao de O,
ap06s 5 minutos de sua ligagdo com seu receptor em células endoteliais (Holland et al.,
1990).

Varios sao os efeitos das EROs no processo inflamatério. Uma caracteristica

chave das doengas inflamatorias, como artrite reumatoide, € o aumento da expressao
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de certos genes que codificam proteinas (como citocinas) e proteinases envolvidas na
destruicao celular. Uma importante caracteristica da expressao génica é o controle da
transcricao por proteinas especificas, os fatores de transcricdo (McKay, 1‘994). Dois
fatores de transcricdo, AP-1 e NF«B, sao influenciados pelo estado redox (Blake,
1994). Os genes alvos para o NF-xB compreendem uma lista crescente de genes
intrinsecamente ligados a coordenagao da resposta inflamatéria e, dentre eles
destacamos: TNF-a, IL-1, IL-6, IL-8, NOSi, selectinas .E, VCAM-1, entre outros
(Baeuerle and Henkel, 1994). Tem sido demonstrado que EROs podem induzir a
atividade do NF-xB em ceélulas T humanas (Schreck et al, 1991). Um mecanismo
proposto para esta ativagdo do NF-xB pelas EROs é que estas controlam a
fosforilagdo do 1kB, ja que o NF-xB, se encontra na forma de complexo NF-xB-IkB, e
sua ativagao depende da sua dissociagao de seu inibidor o kB (Traenckner et al.,
1994). O mecanismo em que esta fosforilagdo ocorre ndao estda completamente
entendido, no entanto as EROs tem demonstrado ativar PKC, capaz de catalisar a
fosforilagao do IkB em preparagdes semi-purificadas contendo o complexo NF-xB-IkB
(Ghosh and Baltimore, 1990).

Um outro mecanismo para ativagdo da PKC envolve a direta modificacédo
oxidativa de um dominio regulatério, resultando na sua atividade independente de
calcio e fosfolipideos (Gopalakrishna e Anderson, 1989), ou um mecanismo
secundario pela ativagao de fosfolipases (PLC, PLD e PLA;). Foi demonstrado que,
em ceélulas endoteliais, as EROs ativam PLC e PLA;, gerando assim mediadores e
cofatores que sao potentes ativadores da PKC (Taher et al., 1993; Natarajan, 1995;
Liu, 1996). Varios autores tem postulado que a ativagdo do NF-xB por EROs seja um

dos eventos iniciais na indugao de reagdes inflamatérias (Kaltschimidt et al., 1994).



26

A expresséao de IL-8 € up-regulada em céluias Hep-Gby e, em células epiteliais
gastricas, MKN28 por stress oxidativo (Deforge et al, 1993; Shimada et al., 1999). ,
Tem sido proposta que a expressao de molécuias de adesao é regulada por eventos
sensiveis ao balango redox. A expressao de E-selectinas, ICAM-1 e VCAM-1 parece
em parte ser controlada pela a¢édo de citocinas como o TNF-a e IL-1 e pela ativagao
por EROs do NF-«B (Pober e Cotram, 1990; Gosh, 1998). Foi demonstrado que
céluias endoteliais de veias uhbilicais humanas, tratadas com H,0,, aumentam a
expressao de selectinas P por mais de 3 h (Patel et al., 1991)..

Durante o estresse oxidativo, tem se observado a éstimulagéo da produgao e
liberacao de fator ativador de plaquetas (PAF) em células endoteliais (Lewis et al.,
1994). O LTB,4 também tem demonstrado aumentar a producéo de O," (Needieman
et al., 1986). Um esquema simplificado do processo pode ser visualizado na pagina

27
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Esquema 1 — Resumo da participagdo dos EROs, no processo inflamatério.
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Varios antioxidantes tem demonstrado modular o processo inflamatorio, N-
acetilcisteina (NAC) e pirrolidina ditiocarbamato (PDCT), tem demonstrado suprimir a
producao de EROs, induzida por TNF-¢ e IL-1 (Rahman et al., 1999), A NAC, também
demonstrou bloquear a ativagao do NF¢B induzide por H202 (Schreck et al.,, 1991),
outros antioxidantes como dietil ditiocarbamato, 2-mercaptoetanol, o- fenantrolina, -
tocoferol e desferrioxamina também sao capazes de inibir a ativacdo do NF«B
(Schreck et al., 1992). A glutationa, outro importante antioxidante, tem mostrado inibir
a fosforilagdo do IkB (Cho et al, 1998). Probucol e outros antioxidantes
demonstraram uma downregulation, da expressao de selectinas-E, em células do

endotélio vascular (Kaneko, et al., 1996).

Flavonoides de origem vegetal como a quercetina tem demonstrado inibir a
producado de O2* , por neutréfilos humanos, sua degranulagcdo e geracdo de OH*
(Fantone e Hart et al., 1990), a flavona-3-hidroxifarrerol inibiu o burst respiratério em
neutréfilos humanos ativados por f-MLP (Ursini et al., 1994), muitos destes compostos
tem demonstrado atividade de sequestrar EROs e inibidoras da peroxidacéo lipidica
no processo inflamatoério.

Seguindo a indicagao popular do uso da Croton celtidifolius, resolvemos entéao
analisar através de ensaios farmacolégicos classicos, a possivel atividade
antiinflamatoéria e analgésica, e devido ao seu perfil quimico, determinar se os
compostos presentes na planta poderiam modular parametros oxidativos do processo

inflamatorio
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OBJETIVOS

Este estudo teve como objetivo avaliar os efeitos analgésicos, antiinflamatoério e
antioxidante da Croton celtidifolius, através de ensaios farmacologicos e bioquimicos

in vivo e in vitro.

1. Avaliar a atividade antioxidante do extrato bruto, fragdes, sub-fracées e compostos
isolados da Croton celtidifolius em relagdo as suas capacidades de sequestrar
radicais hidroxila, anion superéxido e de reducao da peroxidacao lipidica em testes
in vitro.

2. Investigar o possivel efeito antinociceptivo da Croton celtidifolius no teste de
contor¢gbes abdominais induzidas pelo acido acético e no teste de formalina.

3. Avaliar o efeito do extrato bruto, fracdes, sub-fracbes e compostos isolados no
teste do edema de pata induzido pela carragenina.

4. Avaliar um possivel efeito vasoconstritor da fracdo que demonstrou melhor
atividade antiedematogénica.

5. Avaliar a atividade da fracdo, suas sub-fragbes e compostos isolados, que
apresentaram atividade antiedematogénica na pleurisia induzida pela carragenina

em ratos.
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6. Determinar a producao de radicais anion superoxido de células isoladas da
cavidade pleural de ratos tratados e nao tratados submetidos a pleurisia.

7. Determinar o indice de peroxidacgao lipidica, a atividade da enzima superédxido
dismutase e o indice de danos no DNA, nas células isoladas da cavidade pleural
de ratos tratados e nao tratados submetidos a pleurisia.

8. Determinar os niveis de nitrito/nitrato no exudato da cavidade pleural de ratos

tratados e nao tratados submetidos a pleurisia.
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MATERIAL E METODOS

3.1. ANIMAIS

Neste estudo foram utilizados camundongos Suigos machos (20 - 30g) e ratos
Wistar (180 — 250 g) fornecidos pelo Biotério Central da UFSC. Os animais foram
mantidos no Biotério Setorial do Departamento de Farmacologia, CCB - UFSC, em
temperatura controlada de 22 + 2 °C, em ciclo claro/escuro de 12 h, com acesso a
agua e ragao ad libitum. Os animais foram aclimatados no laboratério durante um
periodo de 24 h. Os experimentos foram realizados entre 8 e 18 h e conduzidos de

acordo com orientagdes para os cuidados com os animais de laboratorio.

3.2. MATERIAL BOTANICO

Cascas de Croton celtidifolius Baill foram coletadas em margo de 2000, na
cidade de Orleans, Santa Catarina e a espécie foi identificada pelo Professor Daniel
de Barcelos Falkenberg no Departamento de Botanica, UFSC, onde encontra-se

depositada uma excicata sob numero de voucher, FLOR 31272.
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3.2.1. EXTRACAO E ISOLAMENTO.

A coleta do material botanico, extragao e isolamento dos compostos das
cascas da Croton celtidifolius, foram realizados no laboratério de Produtos Naturais do
Prof. Dr. Moacir Geraldo Pizzolatti no Departamento de Quimica da UFSC.

As cascas (154 g) da Croton celtidifolius, secas sob ventilagdo, cortadas em
pequenos pedacos e maceradas com etanol 80 % EtOH (3 x) a temperatura
ambiente. O extrato foi filtrado e o solvente evaporado sob vacuo rendendo 42.9 g de
extrato bruto hidroalcodlico (EB). Uma suspensdao aquosa deste extrato foi
sucessivamente particionada com éter dietilico, acetato de etila e n-butanol,
resultando em 2.0 g da fragao éter dietilico, 17.68 g da fracao acetato de etila (FAE);
21,97 g da fragao n-butanol (FBuOH) e 4,48 g da fragao aquosa (FAQ).

Foi realizada a cromatografia da fragao éter em silica gel usando um sistema
gradiente de solvente de hexano a acetato de etila, de onde se obteve trés fragdes (A,
B e C). As fragdes A e B foram analisadas por HRCG-MS mostrando hidrocarbonetos,
ésteres, acidos graxos, a-tocoferol e esteréis. Da recristalisagéo da fragdo C produziu
cristais incolores (562 mg), com ponto de fusdo de 130 °C, que foram identificados
como sendo B-sitosterol.

A FAE (9.0 g) foi submetida a cromatografia em coluna aberta de silica gel
inativada com 20% de agua, usando como eluente hexano/acetato de etila (4:1) e
aumentando a polaridade pela adigcdo gradual de acetato de etila e metanol. Apos
analise por cromatografia em camada fina, foram obtidas 6 sub-fragdes denominadas

de 11SF, 19SF, 26SF, 35SF, 51SF e 63SF, conforme o esquema da fig. 3.
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As analises quimicas e espectroscopicas preliminares revelaram a presenca de:

19SF: catequina, galocatequina, proantocianidina | e Il

26SF e 35SF: galocatequina, proantocianidina | e Il e dois compostos nao -

identificados.

51SF: mistura de proantocianidinas, ndo determinadas.

e B63SF: proantocianidinas, ndao determinadas.

A_sub-fragéo 11SF foi purificada por cromatografia “flash” usando eluigédo
isocrastica de hexano 40%/AtOAc 59%/AcOH 1% onde, obteve-se os covmpostos 1
(54,3 mg) e 2 (9,8 mg).
Composto 1 - Catequina Amorfa, ponto de fusao. 143-144 °C, M* 290, IV vmax cm’™":
3382, 1612, 1518, 1464. '"H NMR (200 MHz, (CD)sCO):  6.90 (1H, d, J = 1.8 Hz, H-
2", 6.79 (1H, dd, J= 1.8, 8.2 Hz, H-6'), 6.75 (1H, d, J = 8.2 Hz, H-5'), 6.05 (1H, d, J =
1.8 Hz, H-6), 5.91 (1H, d, J = 1.8 Hz, H-8), 4,60 (1H, d., J=7.7 Hz, H-2), 4.08 (1H,
m, H-3), 2.94 (1H, dd, J = 5.4, 16.0 Hz, H-4), 2.56 (1H, dd, J=8.4,16.0 Hz, H-4). "°C
NMR (50 MHz, (CD)3CO): § 28.61 (C-4), 68.29 (C-3), 82.48 (C-2), 95.37 (C-8), 96.09
(C-6), 100.52 (C-10), 115.16 (C-2'), 115.68 (C-5'), 120.02 (C-6'), 131.96 (C-1"),
145.55 (C-3', C-4'), 156.75 (C-5), 157.10 (C-7), 157.56 (C-9). _
Composto 2 - Galocatequina. Amorfa, ponto de fusao. 167-170 °C, M* 306, IV vimax
cm™: 3374, 1626, 1520, 1462, 1352. "H NMR (200 MHz, (CD)sCO): & 6.45 (2H, s, H-
2', H-6'), 6.02 (1H, d, J = 1.9 Hz, H-6), 5.85(1H, d, J=1.9 Hz, H-8), 4,50 (1H, d, J =
7.4 Hz, H-2), 3.97 (1H, m, H-3), 2.88 (1H, dd, J = 5.3, 16.0 Hz, H-4), 2.51 (1H, dd, J =
8.2, 16.0 Hz, H-4). *C NMR (50 MHz, (CD);CO): & 28.44 (C-4), 68.31 (C-3), 82.76
(C-2), 95.41 (C-8), 96.07 (C-6), 100.55 (C-10), 107.20 (C-2', C-6"), 131.52 (C-4"),

146.36 (C-3',C-5'), 156.88 (C-5), 157.21 (C-7), 157.70 (C-9).
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A identificagcao das substancias foi feita por espectroscopia de massa, infra-
vermelho (IV), ressonancia magnética nuclear (‘*H RMN), (**C RMN), de acordo com

os dados espectrais publicados previamente por Agrawal (1989).
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3. 3. DROGAS E REAGENTES

4

O EB, a FAE, a FBUOH, a FAq, a Fragao Eter dietilico; as sub-fragdes 19SF,
26SF, 35SF, 51SF, 63SF e os compostos isolados ‘catequina e galocatequina foram‘
ftodos fornecidos pelo Laboratorio de Produtos Naturais do Professor Moacir Geraldo
Pizzolati, UFSC.

e acido nitrilo acético (NTA), acido tiobarbitarico (TBA), nicotinamida adenina -
dinucleotideo reduzida (NADH), nitro biue tetrazolium (NBT), carragenina,
citocromo €, indometacina, salina tampopada (PBS), desoxirribose, superdxido
Dismutase (SOD), acetiicolina, lauril sarcosinato de sédio, uretana, dimetil-
sulfoxidc; (DMSO0), hidroxitolueno butilado (BHT), brometo de etidio, peréxido t-
butila, fenazina-metasulfato, xantina, foram todos adquiridos da Sigma, EUA.

e agarose (NMA - “normal melting agarose”) agarose (LMA - “low melting
agarose”), PBS livre de Ca®* e Mg®*, tris (GibcoBRL, Escécia)

e cloreto férrico (FeCls), cianeto de potassio (KCN), éter, EDTA, tampao fosfato de
potassio (Reagen, Bfasil),

o May-Greenwald-Giemsa, NaOH, lauril sulfato de sodio, NaCl, formaldeido,
(Nuclear, Brasil),

e acido tricloroacético (TCA) (Aldrich, USA)

e acido ac':étiéo (Cinética Quimica, Brasil);

e triton X-100 (Union Carbide, adquirido da SARDI, Brasil)

e H,0,, HCI (Quimex, Brasil)

e heparina (Roche, Brasil)
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3.4. PROTOCOLQS EXPERIMENTAIS

3.4.1. ENSAIOS BIOQUIMICOS “IN VITRO”.

3.4.1.1. DETERMINACAO DE DANOS OXIDATIVOS SOBRE A DESOXIRRIBOSE.

O sistema gerador de radical OH" utilizado para detecgdo de danos oxidativos
a deséxirribose foi realizado de acordo com Nishida et al. (1991), através do sistema
Fe*-NTA (acido nitrilotriacético) e peréxido de hidrogénio (H,0,). A detecgao dos
produtos de oxidagao da desoxirribosé foi realizada como descrito em Halliwell e
Gutteridge, 1981. Os ensaios forém realizados em triplicatas, em um volume final de
1,2 mL, em tubos de 10 mL. Inicialmente foi realizada uma pré-incubagao de 25 pL
de solugéo estoque de FeCl; (25 uM) com 100 pul da solugdo estoque de NTA (100
M), por 10 min, a temperatura ambiente, para formagao do quelato. Posteriormente,
foi adicionado seqiencialmente: agua (volume necessario para com/pletar 1,2 mL),
150 pL de tampao fosfato (0,01M, pH 7,4), 100 uL de solugao de desoxirribose (2,8
mM) e por dltimo, H.0; (1,4 mM). Os tubos foram incubados por 20 minutos em
‘banho-maria a 37°“Cv. Ao final da incubacgdo, foi realizada a reagao 'com acido
tiobarbiturico (TBA), onde foi adicionado aos ensaios 1 mL da solugdo de TBA 1% e
1 mi dé acido tricloroacético (TCA) 2,8%. Os tubos de ensaios foram incubados por
mais 15 min a temperatura de 100°C para a formagéo do pigmento e, ao final do
tempo, resfriados fmediatamente em banho de gelo. A absorbancia dos ensaios foi
medida em espectrofotometro U-2001 (Hitashi, Jabéo) a 532 nm em temperatura
ambiente, contra um branco contendo todos os reagentes, com excecdo de

desoxirribose.
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Nos tubos teste, foram adicionados 120 uL, nas concentragées de 0,1; 1, 10 e
100 pug/mL de uma suspensao do EB, FAE, FBuOH, FAq, 19SF, 26SF, 35SF, 51SF
GBSF, catequina e galocatequina da Croton celtidifolius, éuspensas em agua
deionizada por meio de ultrassom, ao meio de reacgao, antes da adicdo de H,0O,. A
absorbancia de cada ensaio foi medida contra um branco especifico, contendo a
mesma concentragao dos compostos utilizados no ensaio.

Os resultados foram expressos como médias + E.P.M das pe.rcentagens de
degradacdao da desoxiribose, considerando-se os valores da absorbancia dos

controles como 100% de oxidagéo.

3.4.1.2. DETERMINACAO DA CAPACIDADE SEQUESTRADORA DO RADICAL

ANION SUPEROXIDO

Para avaliar a capacidade sequestradora do radical anion superéxido (O2™) foi
utilizado o sistema gerador deste radical: fenazina-metasulfato-NADH, seg‘undo
Robak e Gryglewski, (1988). O meio de incubacgao consistiu de fenazina-metasulfato
(10 uM); nicotinamida adenina dinucleotideo reduzida (NADH) (78 uM) e “nitrd blue
tetrazolium” (NBT) (25pM) em tampao fosfato (0,1 M, pH 7,4). Nesse sistema, o Oz;'
gerado, reduz o NBT produzindo formazan. Apés 2 min\de incubacéo, a temperatura
ambiente, a reacgéo foi interrompida adicionando—-se aos tubos teste HCI (0,01N). Em
seguida, foi medido espectofotometricamente em comprimento de onda de 560 nm
contra um branco que nao continha fenazina-metasulfato. Diferentes. concentragoes
de EB, FAE, FBuOH, FAq, 19SF, 35SF, 51SF, 63SF, catequina e galocatequina da
Croton celtidifolius, diluidas em agua deionizada (0,1; 1; 10 € 100 pg/ml), foram

adicionadas aos tubos teste antes da adicao de fenazina-metasulfato.
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Os resultados foram expressos como média + E.P.M das percentagens,
sendo considerado os valores da absorbancia dos controles como 100% da redugéao

do NBT sem a presenca dos compostos testados.
3.4.1.3. PEROXIDACAO LIPIDICA

A peroxidacdo lipidica foi testada usando homogenato de figado de ratos
como substrato alvo, os animais foram sacrificados e rapidamente procedeu-se com
a perfusao do figado com salina 0,9%, para retirada do sangue, posteriormente o
figado foi retirado, pesado e por fim, homogenizado com ultraturax (Bosch) e
armazenados a -20° C (Chen e Tappel 1996). Neste sistema, a peroxidacdo é
induzida por peréxido t-butila. Os reagentes foram adicionados na seguinte ordem:
10 mM PBS (K:HPO4-KH;PO4) pH 7.4, diferentes concentragbes de EB, FAE,
FBuUOH, FAq, 19SF, 35SF, 51SF, 63SF, catequina e galocatequina (0.1 a 100 pg
/mL) da Croton celtidifolius, ou hidroxitolueno butilado (BHT), homogenato de figado
de rato (150 pL) e 100 pM peroxido t-butila. A mistura foi incubadava 37 °C, sob
condigdes aerdbicas, por 2 h. Apdés a incubagdo, 1 mL de 1% (p/v) acido
tiobarbittrico (TBA) e 1 ‘mL de 2.8% acido tricloroacético (TCA) foram adicionados
aos tubos e aquecidos a 100°C por 15 min; ap6s a remogdo dos precipitados por
centrifugagéo, foram quantificados os niveis de malondialdeido por
espectofotometria em um comprimento de onda de 532 nm.

Os resultados foram expressos como média + E.P.M das percentagens,
sendo considerados os valores da absorbancia dos controles como 100% dos niveis

de malondialdeido sem a presenca dos compostos testados.
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3.4.2 ENSAIOS FARMACOLOGICOS .

3.4.2.1 ATIVIDADE ANTINOCICEPTIVA.

3.4.2.1.1. TESTE DAS CONTORCOES ABDOMINAIS INDUZIDAS PELO ACIDO

ACETICO.

Diferentes grupos de camundongos machos (25 — 35 g) foram tratados por via
oral (v.0.) com veiculo (0,1 mi/ 10 g , grupo controle) e com EB da Croton celtidifolius
(3 — 300 mg/kg). Apdés 1 hora do tratarhento, os animais receberam, por vié
intraperitoneal., acido acético 0,6 % (0,1 mL/10 g).

Para determinar o tempo de duragao da atividade antinociceptiva, os animais
foram pré-tratados com o EB na dose de 100 mg/kg; v.o. nos tempos 0; 0,5; 1; 2; 3 e
4 horas antés da injegéo intraperitoneal de acido acético. Como controle positivo os
animais receberam acido acetilsalicilico 100 mg/kg, i.p.

As contor¢ées abdominais foram consideradas como contragdes da parede
abdominal seguidas por extensdo de, pelo menos, uma das patas posteriores
(Vacher et al, 1964) e foram contadas cumulativamente por 30 min em
camundongos colocados individualmente em caixas de acrilico com medidas de
(15x15x15), com um espelho ao fundo (90°) e com 6utro abaixo do animal (45°),
permitindo a visua.lizagéo completa de seu comportamento.

Os resultados foram expressos como as médias + E.P.M. do numero de

contor¢des abdominais acumuladas durante 30 min da avaliagao experimental.
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3.4.2.1.2. TESTE DA FORMALINA EM CAMUNDONGOS.

Para avaliar o efeito antinociceptivo da Croton celtidifolius foi utilizado o teste
da nocicepg¢ao induzida pela injecao intraplantar de formalina, um modelo mais
especifico que o teste de contorgdes abdominais, onde pode-se avaliar duas fases
distintas de nocicepgéo. A primeira, observada nos primeiros 5 min apés a injecao
intraplantar de formalina, considerada nocicepgéo neurogénica e, a segunda, que
ocorre entre 15 e 30 min ap'és a injecdo do agente nociceptivo. Esta ultimé '
representa a resposta nociceptiva acompanhada de uma resposta inflamatoria
relacionada com a liberagcdo de mediadores inflamatérios (Hunskaar e Hole, 1987).

Neste experimento foram utilizados camundongos machos (25 - 35 g) tratados
por via oral ou i.p. com veiculo (0,1 mL/10 g, grupo controle) e com EB nas doses de
(10, 30, 100, 300 mg/kg; v.0.), FBuOH e FAq nas doses de (10, 30, 100, 300 mg/kg;
v.0.) e (3, 10, 30, 100 mg/kg; i.p.) e FAE nas doses de (3, 10, 30, 100 e 300 mg/kg;
v.0. e i.p.) estas doses foram escolhidas pelo fato de o EB apresentar uma reducao
signiﬁcati?a no numero de contor¢cdes no teste das contorgbes abdominais induzidas
pelo acido acético com estas doses.

Outro grupo de animais foi tratado com 19SF, 26SF, 35SF, 51SF, 63SF e com
os compostos isolados catequina e galocatequina na dose de 30 mg/kg de peso, por
via i.p.

Apo6s 1 hora do tratamento por via oral e 30 min, por via i.p., os animais
receberam uma injecao intraplantar de 20 pl de formalina 2,5 % (formaldeido 0,92%
em PBS) e foram colocados individualmente em caixas de acrilico (15x15x15 cm),

com um espelho ao fundo (90°) e com outro abaixo do animal (45°), permitindo a

visualizagdo completa de seu comportamento (Castro, 2000).
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Em seguida, foi observada a reatividéde, .considerada como o tempo gasto
(em segundos) pelos animais lambendo e mordendo a pata injetada, durante os
primeiros 5 min (primeira fase) e de 15 a 30 min (segunda fase) da avaliacéo
experimental (Hunskaar et al., 1985; Murray et al., 1988).

Decorrido o tempo de observagdo, os animais foram sacrificados por
deslocamento cervical, e suas patas posteriores foram cortadas e pesadas.}A
diferenca em peso (mg) foi considerado como indice de edema L
| Os resultados foram expressos como médias + E.P.M. dos tempos de

reatividade dos animais, cronometrados em segundos (s), durante as duas fases de

nocicepc¢ao, e da diferenga de peso entre as patas como indice de edema.
3.4.2.2. ATIVIDADE ANTIEDEMATOGENICA.

34221. EDEMA DE PATA EM CAMUNDONGOS INDUZIDO PELA

CARRAGENINA.

Para este experimento, foram utilizados camundongos machos 25 -30g. O
volume da pata foi determinado através do aumento do peso promovido pela
imersdo da pata até a articulagéo tibio-tarsica em um Becker contendo uma solugéo
2,5 % de lauril sulfato de sédio, colocado sobre uma balanca eletrénica. As
variagbes do volume das patas foram registradas numericamente pela balanca nos
tempbs zero (antes da injecdo do agente flogistico) e apos 30, 60, 120 e 240
minutos. Os resultados foram expressos como médias + E. P. M. da diferenca de
volume da pata posterior direita injetada com carragenina, € da pata posterior

esquerda injetada com o veiculo PBS (salina tamponada com fosfato/PBS;
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composi¢cao em mmol/litro: NaCl 137, KC! 2,7 e tampao fosfato 10). As percentagens
 de inibigao para cada grupo tratado em relagao ao controle foram calculadas através
da érea sob a curva (Torres, 2000).

Os animais receberam por v.o., 0,1 mL/10 g de animal, de uma solucéo
contendo EB, FAE, FBUOH e FAq, nas doses de 10, 30, 100 e 300 mg/kg de peso, 1
antes da aplicacao intraplantar de carragenina e por via i.p. nas doses de 3, 10, 30 e
100 mg/kg de peso, 30 min antes da administracdo na pata do agente ﬂogistico‘. A
fracao éter dietilico foi administrada por via i.p.. somente nas doses de 30 e 100
mg/kg de peso, 30 min antes do agente flogistico.

Outros grupos de animais, foram tratados com 19SF, 26SF, 35SF, 51SF,
63SF, catequina e galocatequina na dose de 30 mg/kg de peso, por via i.p. 30 mir_1
antes da aplicacao de carragenina.

Os grupos controle receberam somente a solugdo veiculo (PBS) e os
controles positivos foram tratados com indometacina, diluida em uma solugcéao salina
(PBS) com bicarbonato de sédio a 5% (v/v), foram realizados sempre estes grupos
em cada procedimento.

Os resultados foram expressos comb média + E.P.M do volume da pata dos.
animais. Os valores percentuais de inibicdo do edema foram determinados pela
diferenga percentual da area sob a curva de animais controle, considerado como

100 % de edema, e animais tratados.
3.4.2.2.2. PRESSAO ARTERIAL EM RATOS ANESTESIADOS

Para se descartar um possivel efeito vasoconstritor da FAE, que poderia nos

fornecer um resultado falso-positivo no edema, ratos Wistar (250-300 g) foram
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| anestesiados pela via i.p. com uretana, 800 mg/kg . Canulou-se entdo a \)eia jugular
para a inje¢ao das drogas e a artéria carétida para o registro da pressao arterial. As
variagoes pressoéricas foram registradas em um transdutor de pressao conectado a
um analisador de pressao arterial (Blood Pressure Analizer). Apés a estabilizacao da
pressao os animais receberam, por via endovenosa, a FAE nas doses de 3, 10 e 30
mg/kg, antes e apds o tratamento com FAE foi administrado pela mesma via
acetilcolina (1.10° M) (Rivaplamed, 1996) -

Os resultados foram expressos como média + E.P.M da pressao arterial

média dos animais apds a administragdo endovenosa da FAE.
3.4.2.3 ATIVIDADE ANTIINFLAMATORIA.
3.4.2.3.1. PLEURISIA INDUZIDA POR CARRAGENINA EM RATOS.

Para este experimento foram utilizados ratos machos (180 - 250 g), tratados
por via i.p. com veiculo (0,1 mi/100 g de animal) considerado grupo controle ou com
FAE nas doses de 10, 30 e 100 mg/kg; i.p. € com 35SF, 63SF e catequina na dose
de 30 mg/kg,.i.p. Como controle positivo foi utilizada indometacina 10 mg/kg, i.p.
Ap6s 30 minutos do tratamento prévio dos animais, foi induzida a pleurisia com uma
injecdo de 0,2 mL de carragenina a 1% (p/v) na cavidade pleural direita dos ratos.
Quatro horas depois os animais foram sacrificados com overdose de éter e a seguir
foram fixados em uma plataforma cirtrgica, onde fez-se uma incisdo na pele do
abdémem a fim de expor o térax. Logo em seguida o apéndice xifdide foi pincado, a
fim de expor o diafragma, e a cavidade pleural foi lavada com injeciao de 1,5 ml de

PBS heparinizado (heparina 5 Ul/mL). Apds a lavagem, uma pequena incisdo no
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diafragma, expds a cavidade pleural onde todo o liquido, resultado da lavagem, foi
aspirado cuidadosamente. Exudatos contaminados com sangue foram
imediatamente desprezados (Salvemini et al., 2001).

Em todos os casos, os resultados foram expressos como as médias + E.P.M.

do numero de células totais (106) contadés na cavidade pleural.
3.4.2.3.2. DETERMINACAO DO VOLUME DE EXUDA TO N

Apos a lavagem da cavidade, o exudato foi cuidadosamente acondicionado
dentro de uma seringa- de 5 mi, adaptada em sua extremidade com uma canula
flexivel, com didmetro de 2 mm, para nao causar dano nas células presentes. Apds
este procedimento o volume do exudato foi determinado, pela observagao do volume
do liquido pleural que preenchia a seringa em relagéo a escala (ml) da mesma.

Em todos os casos, os resultados foram expressos como as médias + E.P.M.

do volume de exudato subtraido do volume de PBS utilizado na lavagem.
3.4.2.3.3. CONTAGEM CELULAR TOTAL E DIFERENCIAL

Uma aliquota de exudato foi diluido em solugao de Turk (1/20). A contagem
dos leucécitos totais foi realizada em camara de Neubauer por meio de microscopio
optico comum. Para a contagem do diferencial celular (polimorfonucleares e
mononucleares), foram preparados esfregacos, as células coradas com May-
Griinwald-Giemsa e contadas através de microscopio optico sob objetiva de imerséo.

Em todos os casos, os resultados foram expressos como as médias = E.P.M.

da quantidade de polimorfonucleares (x10°) contados e diferenciados.
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3.4.3. ENSAIOS BIOQUIMICOS “EX VIVO”.

Nao se pode avaliar o efeito da EROs sobre sistemas vbiolégicos através de
uma unica metodologia experimental. Um conjunto de resultados esperimentais,
revela se as substancias consideradas antioxidantes, podem interferir nos efeitos
promovidos pela EROs nestes sistemas bioldgicos.

Foram analizadﬁs no laboratério da Prof. Dra. Rosa Maria Ribeiro-do-Valle,-
parametros oxidativos nas células da cavidade pleural. de ratos submetidos a
pleurisia, para isso utilizou-se uma criteriosa bateria experimental para revelar se as
fragcoes, sub-fragdes e compostos isolados da Croton celtidifolius, considerados
como antioxidantes, poderiam reduzir os efeitos das EROs sobre os sistemas
biolégicos, e se este efeito antioxidante seria o responsavel pela atividade

antiinflamatéria desta planta, propondo assim parte de seu mecanismo de acao.
3.4.3.1. AVALIACAO DE GENOTOXICIDADE ATRAVES DO TESTE DO COMETA.

EROs, podem causar alteragbes estruturais no DNA, corﬁo delegodes,
rearranjos e inser¢des. Além da produgdo mitocondrial, EROs, sdo gerados em
quadros patoldgicos (Cuzzocrea, et al,, 2000). Para se avaliar se as substancias da
Croton poderiam reduzir os danos ao DNA promovidos pelas EROs utilizou-se o
teste do Cometa, um ensaio de genotoxicidade recente unido técnicas citogenéticas
e bioquimicas para deteccdao de d}anos ao DNA, inclusive danos oxidativos
(Hartmann e Speit 1995; Tuo, 1996).

Este teste fundamenta-se em uma eletroforese de células lisadas sob

condigbes alcalinas e embebidas em gel de agarose de baixo ponto de fusao, sobre



a7
laminas de microscopia. Apos a cbloragéo, os nucleos intactos encontram-se
redondos, enquanto que o DNA das células lesadas migra em direcdo ao anodo,
formando uma “cauda” (Anderson et al., 1994; Klaude et al., 1996). |
Laminas de microscopio foram primeiramente mergulhadas em uma sblug:éo ,
1,5% de agarose (NMA - “normal meltihg agarose”) em PBS (tampao salina - fosfato,
pH 7,4) livre de Ca®* e Mg?* e mantidas & temperatura ambiente até a solidificagao.
Posteriormente foi adicionado sobre as laminas 300 uL de agarose (NMA) a 0,75%
em PBS livre de Ca** e Mg?* e foram imediatamente cobertas com laminulas (24x50)
e acondicionadas no refrigerador pelo periodo maximo de uma semana. Apds a
solidificacao da agarose, as laminulas foram retiradas e 5 ul de exudato coletado da
cavidade pleural de ratos tratados com veiculo (animais controle), ou com EB, FAE,
35SF, 63SF e catequina da Crotfon celtidifolius, foi misturado a 90 pl de agarose
com baixo ponto de fusao (LMA - “low melting agarose”) a 0,70% em PBS livre de
Ca®" e Mg* e foram espalhados sobre a lamina. Essas laminas foram novamente
cobertas pelas laminulas e mantidas em refrigeragao por 5 min. Posteriormente, as
laminutas foram removidas e as laminas mergulhadas em solugdo de lise por, no
minimo, 24 h. Essa solugéo estoque de lise (pH 10) apresentou: 2,5 M NaCl;100 mM
EDTA; 10 mM Tris e 1% lauril sarcosinato de sédio. Uma hora antes do uso desta
solugdo, foram adicionados 10% de DMSO; 1% de Triton X-100 e resfriadas a
10°C.
As ’Iéminas foram retiradas da lise, acomodadas na cuba de eletroforese, mantida
a baixa temperatura com gelo e cobertas pela solugao tampao (30ml NaOH e 5ml
EDTA, pH 12), permanecendo nesse tratamento alcalino por 30 min. Posteriormente,
as laminas foram submetidas a uma corrente elétrica de 25 Volts e 280-300 mA por

20 min e lavadas trés vezes com um solugao neutralizadora que consiste de 0,4M
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Tris, pH 7,5. Finalmente, cada lamina foi corada com 70 pl de brometo de etidio (2

ng/ mi)

Ap6s a coloragao com brometo de etidio, foram selecionadas aleatoriamente
100 células (50 células de cada dublicata) para serem analisadas ao microscopio de
imunofluorescéncia eduipado com um filtro de 515-560 nm. A analise dos resultados
foi feita através da avaliagéo visual das classes de dano, classe 0 — sem dano (a) |
(b) I (c) I (d) e IV — dano maximo (e) como mostrado na figura 4, e a analise
estatistica foi realizada através de ANOVA, complementado pelo teste de Dunnett
(Anderson et_a/., 1994; Klaude et al., 1996). |

Como nao existe um indice quantitativo para se determinar o dano no DNA,
utiliza-se o indice de unidades arbitrarias, que fornece valores de escores para as
células contidas em cada élasse. O indice de unidades arbitrarias foi determinado a
partir da somatéria dos escores de cada classe, segundo a férmula:
2:Classe 0 (n°de células x 0) + I (n°x 1) + 1 (n°x 2) + Il (n° x 3) + IV (n° x 4)=
2: Representa o somatorio do nimero de unidades arbitrarias.

Em todos os casos, os resultados foram expressos como as médias + E.P.M.
das unidades arbitrarias de cada grupo experimental e da quantidade de células por

classe de dano.
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Figura 4 — Representacdo das classes de dano no DNA observada no teste do

Cometa; classe 0 — sem dano (a) | (b) Il (¢) Il (d) e IV dano maximo (e). Adaptado

de Susin (1998).

3.4.3.2. PREPARACAO DO EXUDATO PLEURAL DE RATOS PARA TESTES
BIOQUIMICOS.

Apds o procedimento descrito no item 3.4.2.3.1., o exudato foi lavado para a
reducdo da quantidade de proteinas, que posteriormente foi utilizado nos ensaios
bioquimicos. Neste processo, 1,5 mL do exudato foi lavado em uma solugéo de
salina 0,9 % na proporgao de 1:5, e centrifugado, a 1500 rpm por 5 minutos, logo em

seguida, foi ressuspendido com 1,5 mL de PBS heparinizado (heparina 5 Ul/mL) e
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aliguotado para a realizagdo dos ensaios bioquimicos. O procedimento esta

sumarizado na figura 5, pagina 48.

3.4.3.3. DETERMINAGAO DA PRODUGAO DO RADICAL ANION SUPEROXIDO

EM CELULAS ISOLADAS DA CAVIDADE PLEURAL DE RATOS SUBMETIDOS A

PLEURISIA.

Uma das principais fontes de EROs é ativacdo de um sistema NADPH-
oxidase, presente nos fagocitos e células epiteliais, que resulta na reducdo
monoeletrénica do O, a O,"". Este anion, como ja vimos anteriormente, participa de
uma série de efeitos deletérios em sistemas biolégicos (Eiserich ef al., 1998; Walsh,
1999; Wau et al., 2000; MacPherson et al., 2001).

O seguinte ensaio foi adaptado de Robak e Gryglewski (1988). A uma
aliquota de 200 pl do exudato pleural lavado de cada amostra em duplicata, foram
adicionados 200 pl de uma solugdo de NBT (nitroblue tretazolium). O Oz gerado
pelas células presentes no exudato reduz o NBT produzindo formazan, que
pbsteriormente foi medido espectofotdmetricamente. Apés 30 minutos de incubacao
a 37° C, a reacao foi interrompida adicionando—se aos tubos teste HCI (0,01N), as
amostras foram centrifugadas, o sobrenadante desprezado e o formazan
ressuspenso com 700 pl de DMSO (dimetilsulféxido). Em seg‘uida, o produto
reduzido do NBT, o formazan, foi medido espectofotémetricamente em comprimento

de onda de 560 nm.
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TRATAMENTO INDUGAO COLETA E QUANTIFICAGAO
- Veiculo; Salina 0,9 % - Carragenina 1%, DO EXUDATO
- FAE 10, 30, 100 mg/kg i.p 0,2 mL, na cavidade - 4 horas apés a indug¢ado houve
- Catequina, SF 35, SF 63; pleural a coleta e quantificagcdo do
30 mg/kg i.p. exudato em seringa de 5 mL.

- 10 pL da Amostra + 190 uL de solugédo de
Turk, Contagem de células totais;

- 10 uL Contagem diferencial.

20 uL da Amostra para o teste do Cometa

200 pl do Sobrenadante
separados e congelados l
para posterior dosagem de

nitrito/nitrato.

— -1, L de exudato + 7,5
a 1500 rpm (3) ahiaaeiden
mL de salina estéril 0,9%

\ ; , LAVAGEM DO EXUDATO
Centrifugado por 5 min.

Pellet ressuspendido
1,5 mL de Salina
estéril 0,9 %

1. Apés o término da pleurisia

seguiu-se com O protocolo da

Foram aliquotados:
s> | peroxidagao.

1. 450 pL para dosagem da Peroxidagéo lipidica

e dorf, h lo4° C)*
(éppendorf, banho de gelo ) 2. Apés a incubacdo, parou-se a

reagio com HCI (0,1 N),
2. 400 pL (2 x 200 pL) da amostra incubados com o ——

centrifugado e ressuspenddido em
NBT 200 pL (1 mM; 37°C; 30 min.) *

700 pL de DMSO.

3. 200 pL para atividade da SOD (eppendorf; - 20 °C) :
3. Proceder com a lise celular com

e | nitrogénio liqui rior
* experimentos realizados no dia do sacrificio. trogénio quido e posterio

dosagem da SOD (dia seguinte).
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4.3.4. DETERMINACAO DA PEROXIDAGCAO LIPIDICA NAS CELULAS ISOLADAS

DA CAVIDADE PLEURAL DE RATOS SUBMETIDOS A PLEURISIA.

Um alvo importante das EROs, séo as membranas fosfolipidicas e a Qeragéo
de EROs nestas membranas promdve reagées’ de oxidacao em cadeia, aumentando
a permeabilidade a ions, promovendo inativacdo de receptores de membrana e
produgcdo de metabdlitos téxicos (Macnee, 2001). o) prbcesso de péroxida¢éo
lipidica esta Iigédo a uma série de processos patolégicos envolvendo EROs, como
inflamacao (Middleton et al., 2000).

Os indices de substancias que reagem com o acido tiobarbiturico
principalmente o malondialdeido, sao determinadas como indice de peroxidagao
lipidica (Ohkawa et al., 1979). Para essa determinagéao, duas aliquotas de 200 puL do
exudato pleural lavado, foram separadas e adicionadas a uma mistura contendo 200
pL de lauril sulfato de sodio (SDS 8,1 %), 1500 ;;L de acido acético (20 %), 1500 uL
dé acido tiobarbiturico (TBA 0,8 %) e 700 uL de agua deionizada. Esta mistura foi
aquecida a 95° C por 1 h, apds a remogao dos precipitados por centrifugagéo, foram
quanﬁﬁcadas as substancias que reagem com o TBA por especfofotometria em um

comprimento de onda de 532 nm (Salvemini, 2001).

3.4.3.5. DETERMINACAO DA ATIVIDADE DA ENZIMA SUPEROXIDO
DISMUTASE (SOD) NAS CELULAS ISOLADAS DA CAVIDADE PLEURAL DE

RATOS SUBMETIDOS A PLEURISIA.

A SOD é uma metaloproteinase que a célula utiliza para dismutar uma

espécie radicalar o O™, para uma espécie menos reativa o H,O, Esta reacdo
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envolve uma série de transferéncias mono e bi-eletrénicas sem requerer energia da
célula. (Klug-Roth et al., 1973; Waldo e Penner-Hahn, 1995).
A medida da atividade da SOD nas células isoladas da cavidade pleural de

ratos submetidos a pleurisia foi adaptada da metodologia descrita por McCord e

Fridovich, (1969) que se baseia na inibigao da redugdo do citocromo c pelo O>,

medindo-se 0 aumento de absorbancia em 550 nm, a 2590. A adicao da amostra

promove uma inibicdo na velocidade de redugdo de citocromo C, uma vez que a
SOD compete com o citocromo pelo Oz, dismutando-o a H205. O meio de reacgéao

continha citocromo C 10 mM, xantina 50 mM, EDTA 0,1 mM, KCN 20 mM e ta‘mpéo
fosfato de potassio 50 mM, pH 7,8.

Apds a coleta as amostras de células isoladas de animais controle e tratados
com FAE, 35SF, 63SF e catequina, foram mergulhadas em nitrogénio liquido 3
vezes por 10 s, em seus respectivos recipientes, para a ruptura da membrana.
plasmatica. Apés uma breve homogeneizacao, foram centrifugadas (1.500 rom por 5
min) e o seu sobrenadante utilizado como amostra no sistema.

Foi adicionado a 1 mL do meio de reagdao um volume pré-definido do
sobrenadante da amostra juntamente com um volume pré-definido da enzima
xantina oxidase e observou-se espectofo'_(ometricamente a cinétiéa de reacao por um
periodo de 120 s.

Os resultados foram expressos em média + E.P.M de unidades de SOD por
e

mg de proteina. Uma unidade (U) de SOD é definida como a quantidade da enzima

que promove 50 % de inibigdo na reducdo do citocromo C por minuto, a 25°0C, em

pH 7,8.
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3.4.3.6. DETERMINAQAO DOS NIVEIS DE NITRITO/NITRATO NO EXUDATO

PLEURAL DE RATOS SUBMETIDOS A PLEURIA.

A geragdo simuitanea de NO e 0O, fa\)orece a formacao de um dos
metabdlitos toxicos do NO o peroxinitrito (ONOQ™) (Beckman et al, 1990). A
determinagao de nitrito/nitrato, como um indicador da sintese de NO, foi medido no
sobrenadante do exudato 'pleural de rétoé submétidos.é‘ bieu;is;i;\; - W

A amostras foram previamente desproteinizadas e o nitrato foi reduz.ido a
nitrito pela incubagdo por 3 h, com a bactéria Escherichia coli a 37° C. A
. concentragao de nitrito nos exudatos dos animais tratados com FAE nas doses de
10,30 e 1-00 mg/kg; i.p., € com catequina, 35SF e 63SF na dose de 30 mg/kg; i.p. foi
medida pela reacdo de Griess, pela adicao de 100 pl do reagente (0,1 % a-
naftiletilenodiamina, 1 % de sulfanilamida e 10% H2PO4) em 200 pl de amostra. As

amostras foram medidas usando leitor de ELISA com densidade ética a 550 nm.
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3.5. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos como meédias £ erro padrao das médias
(E.P.M)}dos respectivos indices analisados. Quando necessario, foram mostrados
na forma de Clso e Dlsp (concentragcao e dose do composto que reduz a.resposta
para 50 % em relagdo ao grupo controle), que séo a_presentadas como as medias
geohétricas acofn;)anhédas de seus respectivos intervalos de confianga (IC) em
nivel de 95 %. As diferengas estatisticas entre os grupos experimentais 'foram
detectadas cofn analise de variancia (ANOVA) seguida pelo teste de Dunnett ou
Tukey, quando indicado. Valores de p menores que 0,05 foram consi_derados
indicativos de.signiﬁcéncia.

A analise estatistica foi realizada através de dois softwares: Graph Pad Instat®

versao 3.01 e Graph Pad Prism® versao 3.00, direitos autorais pertencentes a Graph

Pad Software®
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RESULTADOS

4.1 RESULTADOS DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE “in vitro”.

4.1.1 Inibi¢do da Degradacgao da Desoxirribose.

Os resultados do teste de degradacao da desoxirribose demonstram que o
EB, FAE, FBUOH, FAq, 19SF, 26SF, 35SF, 51SF e 63SF'e os compostos isolados
catequina e galocatequina, foram capazes de inibir a degrada¢ao da desoxirribose
provocada por sistema Fe?*-H,0,-NTA, de maneira concenfragéo—dependente (fig. 6
A, B e C), sendo que a FAE, a catequina e a galocatequina foram as mais efetivas

neste sistema com valores de ICso menores que 1 ug/mL (tab 1)..
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Figura 6 - Efeito do EB, FAE, FBuOH, FAq (A); catequina, galocatequina, 19SF,
26SF (B); 35SF, 51SF e 63SF (C), sobre a degradacao da desoxirribose induzida
pelo sistema Féz*-HgOg-NTA. As flechas invertidas () indicam significancia em
todos os grupos numa determinada concentragdo. Os resultados foram expressos
em média + E.P.M das percentagens de inibicado da degradac¢ao da desoxirribose, e
diferem significativamente do controle em * p<0,06 (ANOVA, complementado por
Tukey).
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. Tabela 1. Comparacéo dos valores de Clsg e seus respectivos intervalos de
-confianga, da inibicdo da degradacdo da desoxirribose do extrato bruto, fragoes,

sub-fragdes e compostos isolados da Croton celtidifolius

Teste da desoxirribose Clsg(ng/ml)’ Inibicao (%)?
EB 4,32 (3,03 - 6,15) 81,3 +2,91

FAE 0,69 (0,44 —- 1,06) 86,0+ 12,8
FBuUOH 1,45 (0,73 - 2,89) 81,0+ 247
FAq 5,07 (3,15 -8,11) 81,‘2'_*'6,21
Catequina 0,20 (0,11 -0,39) 87,0+7,70
Galocatequina 0,55 (0,28 - 1,08) 77,0+ 1,94
19SF 3,09 (1,78 - 5,37) 83,3+11,5

. 26SF 1,21 (0,61 - 2,38) 84,0+ 3,03
35SF 1,11 (0,48 - 2,57) 82,0 +4,56
51SF 1,74 (0,88 — 3,44) 84,0+8,02
63SF 5,53 (3,05 -8,72) 82,5+3,04

"Os valores da concentragdo inibitoria (ICsp) € as médias geométricas com seus

respectivos intervalos de confianga, foram determinados por regressao nao-linear-

usando “Graph Pad Prism® Software - versao 3.0”.

?Valor da inibigao total na maior concentragao.
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4.1.2 Inibicdo da Redugao do NBT (determinagao da capacidade sequestradora

do radical dnion superoxido).

O EB, fragbes, sub-fragdes e compostos isolados da Croton celtidofolius
demonstraram atividade antioxidante in vitro. Neste sistema, a inibicdo da reducgao
dq NBT foi observada somente na concentraggo de 100 pg/mL (fig.. 7A). Esta
inibicao foi de 45,0 £ 3,5 % para o EB, de 55,5 + 5,5 % para a FAE, 63,7 + 0,5 %
para a FBuOH, 42,2 + 2,3 % para a FAq, 67,5 + 1‘0,2 % para a galocatequina, 59,0 +
1,9 % para a 19SF, 58,7 + 2,1 % para a 26SF, 65,0 + 2,9 % para a 35SF, 60,2 + 8,1
% 51SF e 49,3 + 5,1 % para a 63SF (fig. 7A, B e C).

Neste ensaio podemos observar que as inibigbes foram relativamente

semelhantes, sendo que somente a catequina nao apresentou efeito neste sistema.
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Figura 7 - Eféito do EB, FAE, FBuOH, FAqg (A); catequina, galocatequina, 19SF,
26SF (B); 35SF, 51SF e 63SF (C) da Croton celtidifolius, na inibicdo da reducao do
NBT causada pelo O;" gerado pelo sistema fenazina metasulfato-NADH. As flechas
invertidas () indicam significAncia em todos os grupos numa determinada
concentragdo. Os resultados foram expressos em média + E.P.M das percentagens
de reducao do NBT. Difere significativamente do controle em * p<0,05 (ANOVA,
complementado por Tukey).
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4.1.3 Peroxidacgao Lipidica

O EB, fragbes, sub-fragdes e compostos isolados inibiram a lipoperoxidacao
somente na concentragao de 100 pg/mL. O EB inibiu a peroxidacdo em 54,4 + 3,1
%. Do mesmo modo as fragdes FAE e FBuOH inibiram a oxidagdo do homogenato
de figado de rato, respectivamente, em 54,0 + '3‘,'4 e 53,2 i39 % (ﬁg 8A).. o

| Nas mesmas condigbes experimentais, as outras sub-fragdes e compostos
demonstraram a mesma atividade: catequina 46,0 = 4,7 %, galocatequina 50,7 + 3,9
%; 19SF 52,0 £ 5,1 %, 26SF 35,8 £ 3,1 %; 35SF 36,5 + 4,9 % e 51SF 38,3+ 3,9 %
de inibicao da peroxidagcao. Neste sistema hidrofébico somente a fragao FAq e a

sub-fracao 63SF nao inibiram a peroxidagao lipidica (fig. 8B e C).
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Figura 8 - Efeito do EB, FAE, FBUOH, FAqQ(A); catequina, galocatequina, 19SF,
26SF (B); 35SF, 51SF e 63SF (C) da Croton celtidifolius, sobre a oxidagcdo do
homogenato de figado de rato induzido por peréxido t-butila. As flechas invertidas )
indicam significancia em todos os grupos} numa determinada concentragdo. Os
resultados foram expressos em média + E.P.M das percentagens de redugédo da
peroxidacdo lipidica. Difere significativamente do controle em * p<0,05 (ANOVA,

complementado por Tukey).
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4.2. RESULTADOS DOS ENSAIOS FARMACOLOGICOS

4.2.1 Contor¢ées Abdominais Induzidas pelo Acido Acético

O numero de contorgées abdominais induzidas pelo acido acético (0,6 %; 0,1
mL/10g, i.p.) nos animais controle, previamente tratados por via oral com veiculo
(0.1 mL/10g), foi de 25,7 + 1.7 contorcdes em 30 min, considerado como 100 % (fig.
9A e B).

A administragao prévia 'por via oral do EB da Croton celtidifolius inibiu
significativamente as contor¢bes abdominais nos animais nas doses de 10, 30, 100
e 300 mg/kg em 44,4 % (14,3 £ 3,9), 52,5% (12,2 £ 2,8), 59,5 %(10,4 +2,1) e 75,89
%(6,2 £ 1,5) para cada dose respectivamente (fig. 9A).

O efeito da redugao do nimero de contor¢cdes abdominais pela administracao
préevia do EB da Croton celtidifolius, ocorreu apés 30 min da administracéo
intraperitoneal de acido acético, sendo qué este efeito antihociceptivo perdurou por
mais de 4 h (fig. 9B).

O tratamento dos animais com acido acetilsalicilico 100 mg/kg, via i.p. reduziu

sighiﬁcativamente as contorgbes abdominais em 67,0 % (8,48 + 0,7).
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Figura 9 - Efeito da administracao prévia (1 h) por v.o. de varias doses (A) e na dose
de 100 mg/kg, (v.0.), em diferentes tempos de pré-tratamento (B) do EB de Croton
celtidifolius, sobre as contor¢cées abdominais induzidas pelo acido acético 0,6%, i.p.,
~em camundongos. Os graficos representam as medias + E.P.M do numero de
contorgbes de 5 — 12 animais por grupo experimental. Difere significativamente do
grupo controle, *p<0,05 e **p<0,01. (ANOVA, complementado por teste Dunnett)



4.2.2 Teste da Formalina em Camundongos.

A injecdo intraplantar de 20 ulL de formalina 2,5% (formaldeido 0,92%) na
pata posterior direita de camundongos induziu um quadro nociceptivo intenso com
duas fases bem definidas, e formacao de edema.

Na PRIMEIRA FASE do teste de formaliha, a resposta dos animais tratados
com veiculo (animaié controle) foi de 61,6 + 4 s, por v.o., e 65,7 + 3,1 s, por via i.p.
(figs. 10A é 11A). O tratamento prévio com- FAE, reduziu significativamente o tempo
de reatividade dos animais tratados por v.0. com Dlso de 99,6 ( 83-4 - 114,5) mg/kg
(fig. 10A) e por via i.p. de 29,0 (13,1 - 64,4) mg/kg (fig. 11A). O pré-tratamento com
EB, FbuOH e FAq, nao reduziram o tempo de reatividade, tanto por v.o. quanto por
via i.p.

Na SEGUNDA FASE do teste de formalina, o tempo de reatividade dos
animais controle foi de 179 + 12,5 s, naqueles que recebéram o veiculo por v.0. e
150, 9 + 8, 6 s, nos animais que receberam o veiculo por via i.p. O tratamento prévio
com a FAE foi capaz de redvuzir o tempo de reatividade éom DI50 de 16,4 (7,1 -
37,7) mglkg, v.o. (fig. 10B) e 5,5 (3,3 - 9,2) mg/kg, i.p. (fig. 11B). Os pré-tratamentos
com EB e FbuOH foram capazes de reduzir o tempo de reatividade com DIS0 de
56,6 (44,0 - 70,3) e 39,71 (32,6 - 62,9) mg/kg, v.o., respectivamente. Os animais dos
grupos tratados com FbuOH e FAgq, por via i.p., apresentaram redugao significativa
no tempo de reatividade com valores de DI50 estimados em 25,49 (10,8 - 46,8)
mg/kg e 7,1 (2,9 - 16,88) mg/kg, respectivamente (fig. 11B).

Nas mesmas condigbes experimentais, os animais foram pré-tratados com as
subfragées na dose de 30 mg/kg via i.p. e somente a 63SF foi capaz de reduzir

significativamente a primeira e a segunda fase da nocicepg¢éao induzida por formalina.
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O edema produzido pela formalina foi reduzido significativamente nos animais
tratados com FAE por via i.p., que na dose de 300 mg/kg inibiram em 27,7% o
edema quando comparado ao controle (fig. 11C); nos animais tratados com FbuOH
e FAq, por via i.p. (fig. 11C) e pelo EB, v.o. (300 mg/kg) inibiram o edema qﬁando
cdmparado ao controle, conforme figura 10C.

A fracéo éter dietilico, as subfragées 19SF, 26SF, 35SF, 51SF, catequina e

galocatequina, ndo demonstraram atividade neste modelo. -
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Figura 10 — Avaliagdo do efeito antinociceptivo promovido pelo EB, FAE, FBUuOH e
FAq da Croton celtidifolius, administrada nas doses de 3 — 300 mg/kg por via oral
(v.0.), 1 h antes, sobre a reatividade da primeira fase (A) e segunda fase (B) e
edema (C), induzidos pela inje¢do intraplantar de formalina em camundongos.
Animais controles simbolos fechados (m @ ¢), animais tratados simbolos abertos (o o
0). Os graficos representam as médias + E.P.M da reatividade e do A do peso da
pata de 5 — 12 animais por grupo experimental. Difere significativamente do grupo

controle, *p<0,05 e **p<0,01. (ANOVA, complementado por teste Dunnett)
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Figura 11 — Avaliagao do efeito antinociceptivo promovido pelas FAE, FBUOH e FAq
da Croton celtidifolius, administrada nas doses de 3 - 300 mg/kg por via
intraperitoneal (i.p.), 30 min antes, sobre a reatividade da primeira fase (A) e
segunda fase (B) e edema (C), induzidos pela inje¢éo intraplantar de formalina em
camundongos. Animais controles simbolos fechados (m e ¢), animais tratados

simbolos abertos (o o ¢). Os gréaficos representam as médias + E.P.M da reatividade

e do A do peso da pata de 5 — 12 animais por grupo experimental. Difere
significativamente do grupo controle, *p<0,05 e **p<0,01. (ANOVA, complementado

por teste Dunnett)
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Figura 12 - Avaliagao do efeito antinociceptivo promovido pela catequina (cat),
galocatequina (gal) e sub-fragbes de Croton celtidifolius, administradas na dose de
30 mg/kg por via infraperitoneal, 30 min antes, sobre a reatividade da primeira fase
(A) e segunda fase (B) e edema (C), induzidos pela inje¢ao intraplantar de formalina
em camundongos. Os graficos representam as médias + E.P.M da reatividade e do A
do peso da pata de 5 — 10 animais por grupo experimental. Difere significativamente

do grupo controle, **p<0,01. (ANOVA, compiementado por teste Dunnett)



70

4.2.3 Edema de Pata em Camundongos Induzido pela Carragenina.

‘No grupo dos animais tratados com veiculo, por via i.p. ou oral, a injecao
intraplantar de carragenina (300 pg/pata) promoveu a formacdo de um edema
progressivo, que foi avaliado nos tempos 0, 30, 60 120 e 240 min.

Apos 4 h da inje¢ao de carragenina os animais controle tiveram um aumento
entre 76,7 +3,7e99,2+4,6x 10° mL no volume da pata (fig. 13, 14, 15, 16 e 17 e
tab. 2, 3, 4, 5 e 6).

Todos os resultados de inibicées percentuais que serao apresentadas abaixo
s&o correspondentes a diferenca percentUaI da area sob a curva dos graficos entre
animais controle e animais tratados.

O grupo de animais, tratados 1 h antes com EB por via oral, demonstraram
uha reducao significativa do edema,/nas doses de 100 e 300 mg/kg, esta reducao
foi respectivamente de 27,7 e 35,6 % (fig. 13 e tab. 2).

A FAE reduziu significativamente o edema de pata em 30,4 e 43,3 %,
respectivamente na doses de 100 e 300 mg/kg, por v.o. Do mesmo modo quando
administrada por via Ip a FAE, nas doses de 10, 30 e 100 mg, reduziu
significativamente o edema em 31,1; 52,7 e 72,6 % respectivamente (fig. 14 e tab.
3).

A administragao, por v.0o., da FBUOH reduziu significativamente o edema
apenas no tempo de 120 min na dose de 300 'mg/kg (35,75 + 6,6 x 10° mL) e no
tempo de 240 min nas doses 30, 100 e 300 mg/kg (63,8 + 3,8; 57,7 £ 51 e 64,4 +
1,8 x 107) respectivamente. No entanto, a administragdo por via i.p. reduziu
significativamente o edema em 38,1; 56,8 e 74,3%, nas doses de 10, 30 e 100

mg/kg, respectivamente. (fig. 15 e tab. 4).
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Como a FBUOH, a administragdo da FAq, por v.o., reduziu significativamente
o edema apenas no tempo de 120 min na dose de 300 mg/kg (40,0 + 3,7 x 10° mL)
e no tembo de 240 min nas doses 30, 100 e 300 mg/kg (68,3 6,0;v 55,0+ 8,5e 38,3
+ 6,0 x 103, respectivamente. A administracdo da mesma fragao por via i.p. reduziu
significativamente o edema em 35,2; 60,4 e 61,0, nas doses de 10, 30 e 100 mg/kg,
respectivamente. (fig. 16 e tab. 5).

Nas mesmas condi§6es eXperimentaisr, o tréta—rhentd EOH 7as sdt;-fragéesi
catequina, 35 SF e 63 SF na dose de 30 mg/kg, via |p reduziu o edema de pata
.induzido pela carragenina em 28,9; 56,3 e 59,9 %, respectivamente. (fig. 17B e tab.
6).

A fragao éter dietilico (dados nao apresentados), sub-fracoes 19SF, 26SF e

51SF e galocatequina, nao demonstraram reduzir o edema de pata. (Fig. 17A)
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Figura 13 - Efeito antiedematogénico induzido pelo EB da Croton celtidifolius nas
doses de 10 - 300 mg/kg, administrado por via oral, 1 hora antes, sobre o edema de
pata induzido pela injegao intraplantar de carragenina (300 pg/pata). Os animais
controle receberam apenas veiculo. Os simbolos e barras verticais representam as
medias = E.P.M. do A edema de 6 — 10 animais por grupo experimental, e diferem
significativamente do grupo controle, *p<0,05 e **p<0,01 (ANOVA, complementado

por teste Dunnett).
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.-Tabela 2 - Efeito antiedematogénico do EB da Croton celtidifolius administrada

por via oral (v.0.), no edema de pata em camundongos.

Grupos Dose Edema de pata induzido por carragenina Inibicao
mg/kg | (média + E.P.M.) 10 (ml) Edema
(%)
30 min 60 min 120 min - 240 min
Controle v.o. 46,7+6,1 50,045,2 78,316,5 78,344,0 0,0
10 32,046,6 50,0+3,2 64,0+10 72,0£10 13,7
EB 30 34,046,8 50,0£7 1 72,0149 74,0+5,1 8,1

- 100 25,046,6 42,546,3 57,5£2,5*  55,0+2,9* 27,7
300 26,0+2,4* 32,0#6,6 - 56,0+2,4* 44,0+6,8** 35,6

(n=6-10 animais).
Difere significativamente em relagdo ao controle * p<0,05 e ** p<0,01

A percentagem de inibicdo do edema foi determinada através do calculo da area sob

a curva.
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Figura 14 — Em (A), efeito antiedematbgénico induzido pela FAE da Croton
celtidifolius nas doses de 10 - 300 mg/kg, v.o., 1 h antes. Em (B), efeito
antiedematogénico induzido pela FAE nas doses de 3 — 100 mg/kg, via i.p., 30 min
antes, sobre o edema de pata induzido pela inje¢ao intraplantar de carragenina (300
ug/pata). Os animais controle receberam apenas veiculo. Os simbolos e barras
verticais representam as médias + E.P.M. do A edema de 6 — 10 animais por grupo
experimental, e diferem significativamente do grupo controle, *p<0,05 e **p<0,01.

(ANOVA, complementado por teste Dunnett)
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Tabela 3 - Efeito antiedematogénico da FAE da Croton celtidifolius administrada

por via oral (v.0.) e intraperitoneal (i.p.), sobre o edema de pata em camundongos.

Grupos Dose Edema de pata induzido por carragenina Inibicao
mg/kg (média + E.P.M.) 10° (ml) Edema
(%)
30 min 60 min 120 min 240 min
Controle v.o. 50,0+5,5 _ 54,4153 74,4147 76,7+3,7 0,0
10 40,0£4,5 48,0166 . 64,0+7,5 78,0i5,8 9,6
FAE - 30 30,07,7 45,0134 66,6+8,8 68,348,7 14,5
100 31,0£54* 36,7+4,9* 53,3+3,3* 53,316,1* 30,4
300 23,3+4,2* 26,7£3,3** 40,046,3** 51,71£7,9** 43,3
Controle i.p. 34,3+4,8 52,0+6,1 61,413,4 94,2+7,2 0,0
3 30,0t4,5 68,0+10,1 50,048,2 84,0+4,0 16,5
FAE 10 23,31-2,1 36,6+3,3 41,014,9* 66,0+4,5* 31,1
30 21,0+4,0 28,3+4,2*  23,3x4,2* | 46 6+4 5** 52,7
100 10,0+0,5** 20,0+3,2** 12,0£2,0** 28,0+3,7** 72,6

(n= 6-10 animais).

Difere significativamente em relagao ao controle * p<0,05 e ** p<0,01

A percentagem de inibigado do edema foi determinada através do calculo da area sob

a curva.
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'Figura‘ 15 - Em (A), efeito antiedemétogénico induzido pela FBuOH da Crofon
celtidifolius nas doses de 10 - 300 mg/kg, v.o., 1 h antes. Em (B), efeito
antiedematogénico induzido pela FBUOH nas doses de 3 — 100 mg/kg, via i.p., 30
min antes, sobre o edema de pata induzido pela injecao intraplantar de carragenina
(300 pg/pata). Os animais controle receberam apenas veiculo. Os simbolos e barras
verticais representam as médias + E.P.M. do A edema de 6 — 10 animais por grupo
experimental, e diferem significativamente do grupo controle, *p<0,05 é **p<0,01.

(ANOVA, complementado pelo teste Dunnett)
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Tabela 4 - Efeito antiedematogénico FBuUOH da Croton celtidifolius, administrada

por via oral (v.0.) e intraperitoneal (i.p.), sobre o edema de pata em camundongos.

Grupos Dose Edema de pata induzido por carragenina Inibicao
mg/kg (média + E.P.M.) 1023 (ml) Edema
(%)
30 min 60 min 120 min 240 min
Controle v.o. 38,2450 47,4+5,0 . 72,0:3,3 90,0+7,1 0,0
10 36,0+4,3 45,0+2,2 69,0+3,4 85,016,5 4,71
FBUOH 30 29,646,0 41,546,2 63,8+11 63,8+3,8** 18,7
100 26,816,4 43,316,1 57,716,2 57,7£5,1** 24,6
300 17,04£3,0 34,3+4,1 37,516,6™ 64,0+1,8** 38,6
Controle i.p. 45,5+3,7 48,3+3,4 57,315,1 80,0+5,8 - 00
3 36,7+3,3 45,0+7,2 55,5+5,0 80,0+7,1 4,12
FBUOH 10 25,645,3** 28,0+4,8** 30,0+3,3** 60,745,3** 38,1
30 18,3%4,8** 21,743,1** 21,7i4,0** 38,3+4,0* 56,8
100 11,7£3,1**  13,3+4,2* 16,7442 16,7+2,1** 74,3

(n=6-10 animais).

Difere significativamente em relagao ao controle * p<0,05 e ** p<0,01

A percentagem de inibicdo do edema foi determinada através do calculo da area sob

a curva.
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Figura 16 - Em (A), efeito antiedematogénico induzido pela FAgq da Croton
celtidifolius nas doses de 10 - 300 mg/kg, v.0o., 1 h antes. Em (B), efeito
antiedematogénico induzido pela FAq nas doses de 3 — 100 mg/kg, via i.p., 30 min
antes, sobre o edema de pata induzido pela injegao intraplantar de carragenina (300
ng/pata). Os animais controle receberam apenas veiculo. Os simbolos e barras
verticais representam as medias £ E.P.M. do A edema de 6 — 10 animais pbr grupo
experimental, e diferem significativamente do grupo controle, *p<0,05 e **p<0,01.

(ANOVA, complementado pelo teste Dunnett)
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Tabela 5 - Efeito antiedematogénico da FAq da Croton celtidifolius, administrada

por via oral (v.0.) e intraperitoneal (i.p.), sobre o edema de pata em camundongos.

Grupos  Dose Edema de pata induzido por carragenina Inibicao
mg/kg (média + E.P.M.) 10 (ml) Edema
(%)
30 min 60 min 120 min 240 min
Controle v.o. 46,9144 52,9+4,4 71,414,0 99,2+4,6 0,0
10 50,0+3,7 51,746,0 70,0+4,5 83,416,1 7,83
FAq

30 40,0£3,7 48,3+4,8 63,316,1 68,3+6,0** 19,6
100 38,3%6,0 38,3+7,0 58,318,7 55,0+8,5** 30,1
300 33,3%6,1 36,714,2 40,0£3,7** 38,346,0** 47,5

Controle i.p. 46,9144 52,9+4,4 71,4+4,0 99,2+4,6 0,0

3 34,0£2,4 45,0+7,2 58,3+4,0 72,0273 = 2272
10 36,7+1,6 45,0£5,5  48,3%7,5 50,0+3,7** 35,2
30 23,3+5,0* 23,3+4,9** 20,0+3,7** 46,7+8,0** 60,4

100 15,0+3,4™ 15,0+3,4* 28,0+2,0™ 43,3+£3,3* 61,0

FAq

(n= 6-10 animais).
Difere significativamente em relacao ao controle * p<0,05 e ** p<0,01
A percentagem de inibicao do edema foi determinada através do calculo da area sob

a curva.
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Figura 17- Efeito'antiedematogénico induzido pela galocatequina, 19SF, 26SF,
51SF (A) e catequina, 35SF e 63SF (B) na dose de 30 mg/kg, administrado via i.p.,
30 min antes, sobre o edema de pata induzido pela injecdo intraplantar de
carragenina (300 pg/pata). Os animais controle receberam apenas veiculo. Os
simbolos e barras verticais representam as médias + E.P.M. do A edema de 6 — 10
animais por grupo experimental, e diferem significativamente do grupo controle,

*p<0,05 e **p<0,01. (ANOVA, complementado pelo teste Dunnett)
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Tabela 6 - Efeito antiedematogénico das sub-fragcbes e compostos isolados da

— Croton celtidifolius, administrados por via i.p., sobre o edema de pata em

camundongos.
Grupos Dose Edema induzido pela carragenina Inibicao
mg/kg (Média + E.P.M.) 10 (mL) edema
i.p. - (%)
' 30 min 60 min 120 min 240 min
Controle 48.7+4.1 60.0+3.9 82.0+3.9 78.7+2.6 0.0

galocatequina 30 44,0+6,8 64,0+4,0 62,049 82,0£9,1 9,91

19SF 30 31,7£3,1 45,0+22 65,050 81,7148 15,8
26SF 30 583+6,5 61,145 66,6153 66,6144 11,1
- 51SF 30 41,0:4,8 47,7£36 62,0+5,3 90,0+3,6 11,7
catequina 30 40,0£3,7 35,5£2,9* 50,0+4,7** 70,0+3,3 28,9
35SF ' 30 25,041,9* 32,5+4,1** 312+4 4* 33,7432 56,3

63SF 30 13,7£3,2* 27,5+2,5** 31,3+3,9** 33,8+3,7** 59,9

(n=6-10 animais).
Difere significativamente em relacao ao controle * p<0,05 e ** p<0,01
A percentagem de inibicdo do edema foi determinada através do calculo da area sob

a curva.
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4.2.4 Pressao Arterial em Ratos Anestesiados.

Para se descartar um possivel efeito vasoconstritor da FAE, a mesma foi
administrada por via endovenosa em ratos anestesiados. |

A presséb arterial média (PAM) basal, apds a estabilizacao, foi de 76,8 + 0,83 -
mmHg. A administragdo da FAE nas doses de 1, 3 e 10 mg/kg, por via endovenosa,
nao alterou significativamente a PAM dos ratos, que .foi de 77,2 + 1',87;777,-2 +21e
70,9 £ 3,9 mmHg, respectivamente.

Quando administrada por via endovenosa, a acetilcolina (10 M) reduziu
significativamente a PAM dos ratos anestesiados em 35,9 % (49,3 + 1,1 mmHg) (fig.

18A e B).
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Figura 18 - Efeito da FAE da Croton celtidifolius nas doses de 1 - 10 mg/kg,
administrado por via endovenosa, sobre a pressao arterial média (PAM) de ratos
anestesiados (A). Grafico B representa o melhor registro tipico da PAM de 1 entre 3
animais. Os simbolos e barras verticais representam as médias + E.P.M. da PAM de
3 animais, e diferem significativamente do grupo controle, **p<0,01. (ANOVA,

complementado por teste Dunnett)
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4.2.5. Teste da Pleurisia Induzida pela Carragenina em Ratos.

A injecao de carragenina 1% na cavidade pleural de ratos tratados corh
veiculo (animais controle) .promoveu aumento tanto no volume de exudato 1,48 +
0,07 mL, quanto na migragao celular 91,1 + 6,08.10° células por cavidade (fig. 19A e
20A e tab. 7), sendo 74,7 + 4,9.10° polimorfonuclears por cavidade (fig. 19B e 20B).

O tratamento prévio dos animais pdr viéﬂrintréperit?ohéal com a FAE 307rhin
antes do agente flogistico, inibiu, significativamente e de maneira dose dependente,
tanto o aumento do volume de exudato quanto a migragéo celular, em relacao ao
grupo controle. (fig. 19A e tab. 7).

Em outro grupo experimental, os animais foram tratados com catequina, 35SF
e 63SF, por via intrapéritoneal na dose de 30 mg/kg, 30 min antes do agente
ﬂogistico. Apenas a 63SF inibiu significativamente a migracéo celular, 59,8 + 7,5.10°
células por cavidade e o aumento do volume de exudato da cavidade, 1,07 + 0,06
mL. A 35SF néao reduziu a migragao celular e nem o aumento do volume do exudato
na cavidade peritoneal de ratos. A catequina promoveu um aumento da migracao
celular mas nao alterou o volume do exudato (fig. 20A e tab. 7).

O tratamento com indometacina nao reduziu a migragao celular. No entanto

provocou uma inibigdo significativa do aumento do volume de exudato 0,7 + 0,06 mL,

em relagao ao grupo controle (fig. 19A).
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Figura 19 - Efeito antiinflamatério da FAE da Croton celtidifolius administrada por via
i.p., 30 min antes da pleurisia induzida pela carragenina 1%, em ratos. No grafico A
as barras fechadas (W) indicam as células totais (10°) e as barras abertas (0) o
volume de exudato (mL). (Cg) carragenina, (Indo) Indometacina. O grafico B
demonstra os neutréfilos (10°). As colunas e barras verticais representam as medias
+ E.P.M das células totais, volume de exudato e neutrofilos de 4 — 8 animais por
grupo experimental. Diferem significativamente do controle **p<0,01. (ANOVA

complementado por teste Dunnett).
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Figura 20 - Efeito da catequina, 35SF e 63SF da Croton celtidifolius administrada

por via i.p., 30 min antes da pleurisia induzida pela carragenina 1% em ratos. No

grafico A as barras fechadas (W) indicam as células totais (10°%) e as barras abertas

(O) o volume de exudato (mL). (Cg) carragenina, (Indo) Indometacina. O grafico B

demonstra os neutréfilos (10°). As colunas e barras verticais representam as médias

+ E.P.M das células totais, volume de exudato e neutréfilos de 4 — 8 animais por

grupo experimental. Diferem significativamente do controle **p<0,01. (ANOVA

complementado por teste Dunnett)
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Tabela 7 - Efeito antiinflamatério promovido pela administragao intraperitoneal da FAE,

35SF e 63SF, catequina e indometacina na pleurisia induzida por carragenina em ratos.

Grupos Dose Células Totais % de Volume de % de
(mg/kg) (x10%) inibicao exudato (mL) inibicao
Controle 91,09 £+ 6,08 | - 1,48 + 0,07 -
Salina 11,50 £ 1,66 ** - 0,11 +0,01* -
FAE 10 86,32 + 6,69 5,23 1,47 £ 0,10 0
30 51,78 + 4,89 ** 43,1 1,03 + 0,08 ** 30,4
100 24,08 £4,84 ** 73,6 0,74+ 0,07 ** 50,0
Catequina 30 121,11+ 9,60 * 0 1,73+ 0,11 0
35SF 30 102,9 + 18,3 . 0 1,23+0,17 16,9
63SF 30 59,80 + 13,0 ** 34,4 1 07 +0,06 ** 27,7
Indometacina 30 88,10 +5,17 3,28 0,70+ 0,06 ** 52,7

n =4 — 8 animais por grupo experimental. ANOVA complementado por teste Dunnett.

Difere significativamente do controle **p<0,01
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4.3. RESULTADOS BIOQUIMICOS “ex vivo”.

~ 4.3.1. Producgido de Radical Anion Superéxido por Células da Cavidade Pleural

de Ratos Submetidos a Pleurisia.

Nos animais que receberam a inje¢éo intrapleural de carragenina 1 %
(animais controle),” a incubagdo das células com NBT, promO\}eu' a fbrmagéo do
produto reduzido do NBT o formazam, onde se obteve uma absorbancia de 0,360 +
0,03 nm (fig. 21A e B).

Nas células dos animais tratados por via i.p. com FAE nas doses de 10, 30 e
100 mg/kg, ocoreu uma redugao na absorbancia de 13,8 %; 0,31 £ 0,02 nm, 25,0 %;
0,27 + 0,05 nm e 66,7 %; 0,12 £ 0,02 nm respectivamente (fig. 21A).

No grupo 'dos animais que receberam por via i.p. catequina, 35SF e 63SF,
nao ocorreu redugdo dos niveis de formazam. (fig. 21B).

Nas mesmas condi¢des experimentais, nos animais que receberam
indometacina 10 mg/kg por via i.p., a incubacao das células isoladas da cavidade

pleural, aumentou a absorbancia em 83 %, 0,670 + 0,1 nm (fig. 21A e B).
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Figura 21 - Efeito da FAE (A), catequina, 35SF e 63SF (B) da Croton celtidifolius
administradas por via i.p. sobre a formagao do produto reduzido do NBT pelo radical
anion superbxido, das células isoladas da cavidade pleural de ratos. (Cg)
carragenina, (Indo) Indometacina. As colunas e barras verticais representam as
médias + E.P.M da absorbancia a 560 nm do formazam. 4 — 8 animais por grupo
experimental que diferem significativamente do controle **p<0,01. (ANOVA,

complementado pelo teste Dunnett)
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4.3.2 — Indice de Peroxidacdo Lipidica ‘nas Células Isoladas da Cavidade

Pleural de Ratos Submetidos a Pleurisia.

Apos o isolamento e a preparacao das células provenientes da cavidade
pleural de ratos, as mesmas foram éliquotadas e submetidas ao teste da
peroxidagao lipidica. As células dos animais controle apresentaram um nivel elevado
de peroxidagdo, com um | indice de substvéncias gue reagem com O acido
tiobarbiturico, entre elas o malondialdeido, de 130,6 £12,5 uM (Figura 22A e B).

- No grupos dos animais tratados com FAE ocorreu uma redugao significativa
dos niveis de lipoperoxidagao nas doses de 30 e 100 mg/kg, i.p., que foi de 45,17%
(71,6 £ 12,9 uM) e 54,13 % (59,9 + 10,6 uM), respectivamente (fig. 22A). Do mesmo
modo, o tratamento com catequina reduziu significativamente a peroxidacao lipidica
das células em 46,09 % (70,4 £ 15,6 uM) (fig. 22B).

Nos animais tratados com as sub-fracbes 35SF e 63SF 30 mg/kg i.p. e
indometacina 10 mg/kg i.p. ndo foi observada redugdo dos niveis de peroxidacao

lipidica (fig. 22B).
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Figura 22 — Niveis de malondialdeido, como indice de peroxidacao lipidica, em
celulas isoladas da cavidade pleural de ratos tratados por via i.p. com FAE (A),
catequina, 35SF e 63SF (B) da Crofon celtidifolius. (Cg) carragenina, (indo)
Indometacina. As colunas e barras verticais representam as médias = E.P.M da
concentracdo molar de malondialdeido de 4 — 8 animais por grupo experimental que
diferem significativamente do controle *p<0,05 e **p<0,01. (ANOVA, complementado

teste Dunnett).



92

4.3.3. Atividade da Enzima Superoxido Dismutase (SOD) das Células

Isoladas da Cavidade Pleural de Ratos Submetidos a Pleurisia.

A medida da atividade da SOD se baseia na inibigdo da redugéo do citocromo
C pelo O,-. A adicdo de uma amostra, promove uma inibigdo na velocidade de
- redugdo de citocromo C, uma.vez que a SOD dismuta o O," gerado no sistema e
reduz a velocidade de redugao do citocromo C. Uma unidade (U) de SOD é deﬁnida
como a quantidade da enzima que promove 50 % de inibicdo na reducao do
citocromo ¢ (Robak e Gryglewski, 1988).

Nas células dos animais controle a atividade da SOD foi de 16,0 + 1,3 U
SOD/mg de proteina. O tratamento prévio dos animais com a FAE, na dose de 100
mg/kg i.p., € com 63SF na dose de 30 mg/kg i.p., provocou um aumento da atividade
da énzima superoxido dismutase nas células isoladas da cavidade pleural de ratos
em 443 % (70,7 £ 9 U SOD/mg de proteina) e 179% (28,6 + 6,5 U SOD/mg de
proteina), respectivamente, quando comparados com o controle.

Os grupos de animais tratados com 35SF e indometacina, nao apresentaram

diferencas significativas na atividade da SOD.
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Figura 23 — Efeito do tratamento por via i.p. da FAE (A), catequina, 35SF e 63SF (B)
da Croton celtidifolius, na atividade da enzima SOD de células isoladas da cavidade
pleural de ratos submetidos a pleurisia. (Cg) carragenina, (Indo) Indometacina. As
colunas e barras verticais representam as médias + E.P.M de U SOD/mg de
proteina. 4 — 8 animais por grupo experimental que diferem significativamente do

controle *p<0,05 e **p<0,01. (ANOVA complementado pelo teste Dunnett)
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4.3.4. Teste do Cometa em Células Isoladas da Cavidade Pleural de Ratos

Submetidos a Pleurisia.

A administracdo da FAE na dose de 100 mg/Kg e indometacina 10 mg/Kg,
demonstra que as mesmas nao foram capazes de induzir um aumento ou provocar
uma redugdo dos danos totais ao DNA (fig. 24A) ou danos por classes individuais
(fig. 24B), quando comparados com o grupo controle que foi de 12,1 + 0,86 unidades
arbitrarias .

Entretanto, os animais do grupo salina apresentaram um aumento significativo
de células com danos totais no DNA (70,6 + 11,3 unidades arbitrarias) e um aumento
de células com dano no DNA nas classes, |, Il, [l e aumento de células apoptéticas

da classe IV comparado com o grupo controle (fig. 24A e B).
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Figura 24 - Efeito do tratamento por via i.p. da FAE, da Croton celtidifolius, nos
danos no DNA (A) e na quantidade de nucledides em cada classe de dano no DNA
(B) de células isoladas da cavidade pleural de ratos submetidos a pleurisia. (Cg)
carragenina. As colunas e barras verticais representam as médias + E.P.M de
unidades arbitrarias e na quantidade de nucledides em cada classe de 4 — 8 animais
por grupo experimental que diferem significativamente do controle, **p<0,01.

(ANOVA, complementado pelo teste Dunnett).
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4.3.5. Determinacgao dos Niveis de Nitrito/Nitrato no Exudato Pleural de Ratos

]

Submetidos a Pleurisia.

A determinagao de nitrito+nitrato, como um indicador da sintese de NO, foi
feita no sobrenadante do exudato pleural de ratos submetidos a pleurisia.

Nos animais controle, o processo inflamatério agudo induzido pela
carragenina promoveu um aumento da quantidade de nitrito/nitrato no exudato
pleural que ap6s 4 h foide 31,9 £ 3,7 uM (ﬁg. 25A e B). |

0] trafamento prévio dos animais com FAE, catequina, 35SF e 63SF nao
alterou os niveis de nitrito/nitrato nos exudatos pleurais de ratos submetidos a
pleurisia (fig. 25A e B).

Nos animais tratados com indometacina ocorreu uma redug¢ao significativa
dos niveis de nitrito+nitrato de 61,8 % (12,2 + 1,1 uM) no exudato pleural (fig. 25A e

B).
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Figura 25 — Efeito do tratamento por via i.p. da FAE (A), catequina, 35SF e 63SF (B)
da Croton celtidifolius, nos niveis de nitrito/nitrato do exudato da cavidade pleural de
ratos submetidos a pleurisia. As colunas e barras verticais representam as médias +
E.P.M dos niveis de nitrito/nitrato de 4 — 8 animais por grupo experimental que
diferem significativamente do controle, **p<0,01. (ANOVA complementado pelo teste

Dunnett).
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Tabela 8 - Representa o efeito da FAE, catequina, 35SF, 63 SF e indometacina, na

producdo de nitrito+nitrato no exudato da cavidade pleural de ratos submetidos a

pleurisia.

Grupos Dose mg/kg i.p.-

nitrito/nitrato (M)

Inibicao (%)

Controle

Salina
FAE 10
30
100
Catequina | 30
35SF 30
63SF 30
Indometacina 10

31,9 i 3,7
10,8 +2,1
33,7+ 5,5
29,2 + 3,1
25,7+ 3,8
416+5,6
349+2,0
35,8+8,8

12,2 +1,1**

0

8,4

19,4

61,8

(n= 4 - 8 animais).

Difere significativamente em relagao ao controle ** p<0,01(ANOVA, complementado

pelo teste Dunnett’s).
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DISCUSSAO

O presente estudo demonstrou que as substancias encontradas na casca da
Croton celtidifolius possuem atividade antioxidante, analgésica e antiinflamatéria.

O estudo fitoquimico preliminar da Crofon celtidifolius demonstrou a presenca
de grandes quantidades de flavonéides no seu extrato bruto, contendo
principalmente catequinas, como a catequina e galocatequina, e uma mistura de
proantocianidinas nas sub-fragbes 35SF e 63SF.

Proantocianidinas correspondem atualmente a designacdo que, até alguns
anos, era dada aos taninos condensados ou mais comumente conhecidos como
p_oliﬂavonéides. Em termos da estrutura quimica, estas moléculas sao polimeros de
flavondides (fig. 26), estruturalmente relacionados com monomeros de catequina,
cujas unidades fundamentais s&o estruturas monoméricas de 2-fenilbenzopiranos
com uma estrutura em forma de Cs-C3-Cs € estdo presentes pr'incipalmente nas
cascas das plantas, e além de muitos alimentos frutas, vinhos, etc. (De Bruyne et al,,
1999). Varias atividades biolégicas desta classe de flavondides tém sido descritas,

como antioxidante (Teissedre et al., 1995, Riedl et al, 1998; Duarte, 1999),
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vasoprotetora (Melzer et'al., 1991; Cheng et al., 1993)v, anti-tumoral (Bomser et al,,
1993), anti-viral (Masquelier e Michaud, 1979; Takechi et al., 1985), sequestradores
de EROs (Ariga e Hamano, 1990; Ricardo da Silva et al., 1991), moduladores da
atividade de enzimas como a ciclooxigenase e a lipooxigenase (Bors e Saran, et a/.,

1987; Kolodziej et al., 1995).
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Figura 26 - Exemplo da estrutura da catequina (A) e de uma proantocianidina (B),

dimero Bs.

Neste estudo nés determinamos qué as substancias }presentes no EB, nas
fragdes, nas sub-fragdes e os compostos isolados da Croton celtidifolius, possuem
atividade antioxidante in vitro, desde que sdo capazes de proteger a desoxirribose e |
o homogenato de figado de rato de danos oxidativos, e ainda inibir a reducdo do
NBT induzido por O,"".

Os antioxidantes podem ser definidos como substancias que, quando
presentes em baixa concentracdao em relagdo a um substrato oxidavel, sdo capazes
de retardar ou inibir a oxidagao deste substrato (Halliwell e Gutteridge, 1989). Nesta

classe de compostos podemos incluir os flavonéides. Suas agées antioxidantes so
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associadas com seus efeitos antiateroscleréticos, pois previnem a oxidagao d}o LDL
(Steinbrecher, 1990). Seu consumo reduz o indice de doencgas cardiovasculares
(Hertog et al., 1993), além de reduzir o risco de neoplasias (Knekt et al., 1997) e a |
manutencgao dos niveis de antioxidantes, pode atenuar o dano celular e a disfuncao
observada em algumas doengas inflamatérias (Conner et al., 1996).

A atividade antioxidante de compostos fendlicos e flavonbides encontrados
em vegetais tem sido alvo de muitos estudos (Heinonen et al.,, 1998; Yen and Hsieh,»
1998; McDonald et al.,, 2001). A capacidade de sequestro de radicais livres é o
principal mecanismo da fungdo antioxidante dos flavonbides, devido a sua
capacidade de doar elétrons (Rice-Evans et al., 1996).

Os radicais OH® sdao as espécies mais reativas encontradas em meio
biolégico, reagem no préprio sitio onde foram gerados e sado responsaveis por
grande parte do danos celulares promovidos pelos EROs, causando quebras nas
fitas do DNA, promovendo peroxidagao lipidica, além de oxidar proteinas (Halliwell e
Gutteridge, 1991; Grisham, 1992). Para se determinar se os compostos fenoéiicos da
Croton celtidifolius poderiam de alguma forma afetar a produgao ou os efeitos deste
radical, utilizamos um sistema gerador de OH’, contendo Fe*-NTA e H,0,. O radical
OH® gerado no sistema, reage com a desoxirribose e os produtos desta oxidacao
podem ser determinados fotocolorimetricamente.

@) EB, as fracoes, as sub-fracées e os compostos isolados possuem atividade
antioxidante neste sistema, pois foram capazes de inibir a degradacdo da
desoxirribose de maneira dependente da concentragdo. A ordem de poténcia em
relacao aos valores de Clso da degradagéo da desoxirribose foi seguinté, catequina >
galocatequina > FAE > 35SF > 26SF > FBuOH > 51SF > 19SF > EB > FAq > 63SF.

A maioria dos compostos foi capaz de inibir a degradacdo da desoxiribose em
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concentragdes tao baixas quanto 1 pg/mL e a catequina por, sua vez, inibiu a
degradacdo na concentragdo mais baixa utilizada 0,1 pg/mL.. Podemos sugerir
ainda, que a presenga de fiavondides, como a catequina e gélocatequina na FAE
pode caracterizar a potente atividade antioxidante desta fracdo em relagdo as
demais fragoes.

Muitos flavondides e outros compostos fendlicos sao considerados
, antioxida'ntes, nao somente pela sua capacidade de sequestrar radicais - livres
(Cotelle et al.,, 1996; Cos et al.,, 1998), mas também porque a estrutura polifendlica
comum de muitos flavondides é capaz de quelar metais, contribuindo para o
aumento da capacidade antioxidante (Rice-Evans et al., 1996; Moini et al., 1999). O
efeito do EB, das fragbes, das sub-fragbes e dos compostos isolados, pode ser
devido nao s6 as suas propriedades de sequestrar radicais, rhas também as suas
habilidades de quelar o ferro utilizado no sistema. A propriedade de quelar metais
pode prevenir as reagbes do tipo Fenton, que podem gerar radicais OH" altamente
reativos (Croft, 1998). Tem sido demonstrado que a capacidade de quelar metais é
intimamente ligado a efeitos citoprotetores de flavonéides. A ordem de poténcia de
quelar metais de alguns flavondides é a seguinte, catequina > quercetina‘ >
diosmetina e foi observado que estes flavondides reduzém os efeitos citotoxicos
provocados por EROs em hepatécitos na mesma ordem de poténcia de sua
atividade quelante (Morel et al., 1993).

A produgéo excessiva de O," em sistemas biolégicos esta intimamente ligada
com outros efeitos deletérios, incluindo dano de células endoteliais, aumento da
permeabilidade vascular (Droy-Lefaix et al., 1991), peroxidagao lipidica e danos ao

'DNA (Dix et al, 1996). Deste modo, substancias antioxidantes, que reduzam a
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quantidade de O, nos sistemas biolégicos, podem contri‘buir para o bom
funcionamento do organismo.

Foi avaliada a capacidéde do EB, das fragbes, das sub-fracdes e dos
compostos isolados em sequestrar o O,'" gerado pélo sistema NADH-fenazina-
metasulfato. A sua capacidade de sequestro foi evidente somente na concentragao
mais alta de 100 pg/mL, onde todos os compostos testados apresentaram esta
atividade. Os resultados estdo de acordo com a literatura, somente a falta de
atividade significativa da catequina neste sistema & contraditoria, ja que um estudo
utilizando um sistema ndo enzimatico de geracao de O;", (Hanasaki et al., 1994)
demonstrou que flavondides, incluindo epicatequina, miricetina, rutina, catequina,
epigalocatequina, galagina e morina, sdo capazes de sequestar Oz".

Utilizando um sistema lipidico, nossos resultados demonstraram que o EB, a
FAE, a FBUOH, a 19SF, a 26SF, a 35SF, a 51SF, a catequiné e a galocatequina,
reduziram a oxidagdo do homogenato de figado de rato induzida por peréxido t-butila
somente na maior dose utilizada (100 pug/mL). Nosso estudo vai ao encontro de
relatos na literatura, onde se observa efeitos inibitérios das catequinas e outros
flavondides sobre a peroxidagao lipidica in vitro (Videla et al., 1981; Younes e
Siegers; 1981). |

No entanto, nem a FAq € nem a sub-fragéb 63SF, apresentaram atividade
neste sistema. Tem se observado que os efeitos inibitérios dos compostos fendlicos
em vsistemas lipidicos & dependente do tempo, da concentragdo da amostra e do
pré-oxidante utilizado, e certos compostos que tem uma potente atividade
antioxidante em um ensaio, ndo tem demonstrado resultados significativos em
outros testes (Yamanaka et al, 1997; Bourne e Rice-Evans, 1997; Croft, 1998;

Kondo et al, 1999). Quimicamente, o sistema lipidico utilizado em nossos
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experimentos é considerado bifasico onde existe uma fase aquosa e uma fase
lipidica. Desta forma, compostos com muitos grupos hidroxilas aparentes exercem
grande atividade antioxidante em fase aquosa (Castelluccio et al.,, 1995; Rice-Evans
e Miler, 1996). O fato de que FAqQ e na 63SF contém compostos mais polares pode
explicar a falta de efeitos antioxidantes significativos em um sistema lipidico.

De um modo geral, os resultados demonstraram uma correlagao satisfatéria
entre a presenca de compostos fendlicos e atividade antioxidante in vitro, e sao
compativeis com a presenga de catequinas, como a catequina e a galocatequina,
proantocianidinas e outros compostos fendlicos, e que a agado antioxidante de
- substancias encontradas em plantas é relacionada com a presenca destes
compostos (Yen e Hsieh, 1998; McDonald et al., 2001).

Visando caracterizar as atividades preconizadas pelo uso popular da Croton,
foram utilizados dois testes para se determinar a atividade antinociceptiva da planta,
o teste de contor¢des abdominais e o teste de formalina em camundongos.

O teste de contorgées abdominais induzidas pelo acido acético, € um teste
rapido, pratico muito utilizado, na triagem de drogas com atividade anaigésica
(Castro, 2000). Este tem como caracteristica promover um efeito irritativo, apds a
inj;agéo intraperitoneal deste acido, resultando em contragdes abdominais que sdo
contabilizadas cumulativamente durante um periodo determinado (Chau, 1989). Esta
imtagcdo provoca a liberagdo de mediadores algicos como bradicinina,
prostaglandinas, histamina e serotonina (Whittle, 1964). Deste modo, este ensaio é
sensivel tanto a antiinflamatorios nao-esteroidais quanto a analgésicos de agao
central, como a morfina (Siegmund et al., 1957) |

Podemos afirmar que’o EB da Crofon celtidifolius possui substancias com

7

atividade antinociceptiva, uma vez que o EB reduziu significativamente as
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contor¢cbes abdominais induzidas pelo acido acético de maneira dose-dependente.
Este efeito foi evidente ja nos primeiros 30 minvda administracéo, perdurando por été
4 h. Existem, portanto, evidéncias de que as substdncias com atividade
antinociceptiva contidas no EB, sao absorvidas por via oral, tem atividade
prolongada e que a metabolizagido pré-sistémica nao é impedimento para sué
atividade. Do mesmo modo a administracdo de AAS reduziu significativamente as
contor¢des, e estes dados estdo de acordo com os publicados anteriormente
(Peters, 1997). |

Pela falta de especificidade deste teste, € comum que resultados positivos
" neste modelo sejam analisados com outros testes. Deste modo, escolheu-se o teste
de formalina, um teste mais especifico, onde é possivel evidenciar dois tipos
distintos de nocicepcao.

A injégéo intraplantar de formalina induziu um quadro nociceptivo intenso,
caracterizado pelo comportamento do animal em lamber vigorosamente a pata
injetada. Este teste apresenta duas fases distintas de reatividade, a primeira que se
observa de 0 a 5 min, é dor de origem neurogénica, correspondente a estimulacao
das fibras C aferentes (Duboisson e Dennis, 1977; Hunskaar et al., 1985) associada
a liberacao de mediadores como substéncia P, glutamato e bradicinina (Hunskaar e
Hole, 1987). Este quadro é seguido de um periodo de refratariedade que se estende
por 10 minutos, e logo ap6s inicia-se uma segunda fase de reatividade que se
desenvolve por 30 a 45 minutos, na qual ocorre a liberagdo de varios mediadores
inflamatérios como prostaglandinas, serotonina, bradicinina e histamina,
caracterizando uma dor de origem zinﬂamatéria (Hunskaar e Hole, 1987; Shibata et

al., 1989; Corréa e Calixto, 1993).
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Em nossos experimentos ficou demonstrado que a administragédo prévia ‘de‘
indometacina reduz apenas a segunda fase da nocicepgao. Estes resultados vao de
encontro a outras publicagdes (Peters, 1997). O EB, administrado por via oral
reduziu somente a segunda fase da dor. No entanto, esse efeito foi 3,5 ‘e 1,4 vezes
menos potente que o observado com a FAE e a FBUOH, respectivamente. Nossé
suposicao € a de que as substancias responsaveis pela atividade analgésica
encontram-se em menor concentracio no EB, e mais concentradas na FAE e na
FBQOH. Estes dados reforcam os resultados encontrados no tesfe de contorgdes '
abdominais induzidas pelo acido acético, isto €, que a Crofon celtidifolius possui
substancias com atividade antinociceptiva e que sao absorvidas pelo trato-
gastrointestinal.

Com relacdo a FAE, esta demonstrou reduzir tanto a primeira quanto a
segunda fase de nocicep¢ao, sendo que por via oral na primeira fase foi 3 vezes, e
na segunda fase 3,5 vezes menos potente que por via i.p. A 63SF, uma sub-fragao
da FAE, foi a tnica que demonstrou feduzir a nocicepgdo em ambas as fases da
nocicepgao, indicando que o efeito antinociceptivo da FAE ¢é devido as
proantocianidinas, que estao presentes nesta sub-fracdo. A este respeito, ja foram
relatados efeitos antinociceptivos desta classe de substancias (De Oliveira et al,
1975, Subarnas e Wagner, 2000).

O fato de nao observarrhos uma reducao da primeira fase de dor nos animais
tratados com o EB, pode ser devido as doses utilizadas. Nossa suposicao € que na
FAE estas proantocianidinas estarido mais concentradas do que no EB, e um

aumento da dose do EB, poderia revelar seu efeito, reduzindo a reatividade na

primeira fase.
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A FBUOH, por v.o.e via i.p., e a FAq, por via i.p., foram efetivas apenas na
segunda fase. Os resultados positivos encontrados nas diferentes fracées, hos
levam a sugerir que ndo uma mas varias substancias distribuidas entre as fragoes
S&o responsaveis pela sua acao antinociceptiva da Croton celtidifolius. |

Se analisatmos o modo de agido dos antiinflamatérios néo-esteroidaié
inibidores das ciclooxige-néses,‘ como a indometacina, observamos que estas drogas
reduzem apenas a segunda fase da dor e parcialmente o edema associado a injecao
de formalina, e que os analgésicos opidides agindo tanto na primeira quanto na
segunda fase (Hunskaar e Hole, 1987). Sendo assim, nossa hipotese é que e‘xistem
substancias com mecanisfnos antinociceptivos distintos nas fragbes da Croton
celtidifolius, j@ que a FBuOH e a FAg, reduzem apenas a segunda fase,
caracteristica dos antiinflamatoérios ndo-esteroidais, € a FAE além de reduzir a fase
inflamatéria, interfere possivelmente com algum componente responsavel pela
inibigao da dor neurogénica.

Procurando ainda validar o uso popular da Croton celtidifolius, como
antiinflamatério, utilizamos o teste do edema de pata induzido por carragenina em
camundongos.

Este teste se caréc’teriza pela injegao intraplantar de um polissacarideo de
origem marinha, a carragenina, que gera um quadro de inflamagdo aguda e é
caracterizado pela liberagao éeqﬁencial de mediadores inﬂamatérios. Durante a
primeira hora, o edema gerado pela carragenina € mediado por histamina e
serotonina e, apos este periodo, o0 aumento de permeabilidade vascular € mantida
por cininas como a bradicinina. Em torno de duas horas os processos
edematogénicos sao mediados pelas prostaglandinas, associados com a migragao

de leucocitos a regido inflamada (Willis, 1969; Di Rosa et al., 1971). E um modelo atil
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para se identiﬁéar e caracterizar drogas como os anti-inflamatérios esteroidais e néo-
esteroidais. | |

Este método foi originalmente descrito em ratos (Winter et al, 1962); no
entanto, tem se observado um perfil semelhante de atividade de antiinﬂématérios na
resposta em camundongos (Sugishita et al., 1981). |

Nossos resultados demonstram que a administragdo oral do EB, red'uz o
edema de pata de maneira dose-dependente. Com relagdo a FAE, a FBuOH e a
FAq, observa-se que em todas as doses testadaé pdr via oral ou por via i.p, ocorreu
a mesma redugdo percentual do edema. Estes dados se somam aos resultados
observados na formalina, de que varias substancias distribuidas nas fragbes sao
responsaveis tanto pela atividade antinociceptiva, quanto pela agéo anti-
edematogénica. Além disso, os resultados observados na formalina para a FBuOH e
a FAq podem ser devidos a presenca de substancias que atuam como os anti-
inflamatorios nao-esteroidais.

Com relagdo & FAE, além de possuir substancias que reduzem a dor
neurogénica (primeira fase da formalina), possui compostos com atividade
antiedematogénica. Podemos sugerir entdo, que parte do efeito antiedematogénico
da FAE € devido a presen¢a de proantocianidinas presentes na 63SF, uma vez que
esta sub-fragdo, também reduziu o edema. Alguns trabalhos tém demonstrado que a
atividade antiedematogénica das proantocianidinas, esta relacionada com a redugao
de NO, IL-1B, TNF-a e PGE; (Subarnas e Wagner, 2000; Li et al., 2001).

Do mesmo modo, a 35SF e a catequina reduziram o edema, possivelmente
por um mecanismo distinto da 63SF, ja que a 35SF e a catequina ndo reduziram
nenhuma das fases da nocicepg¢ao induzida por formalina. Com relacao a catequina,

seu efeito antiedematogénico parece nao ser resultado da redugdo de metabdlitos
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da via do acido araquiddnico, uma vez que os dados da literatura mostram que a
catequina tem um efeito inibitdério muito reduzido sobre as ciclooxigehas_es (Nore.en,
1998a e 1998b).

Tem sido postulado que extratos de plantas com atividade vasbconstritora,
podem fornecer resultados falso-positivos no teste do edema de pata (Souccar é
Lapa, 1997), e como muitas proantocianidinas possuem propriedades vasoativas
(Calixto et al.,, 1986; Pattichis et al,1993), testamos o efeito'da FAE, a fracao que
demonstrou os melhores efeitos tanto nos modelos in vitro e in vivo, sobre a presséo
arterial de ratos anéstesiados. A administracdo endovenosa da FAE nao altérou 0s
niveis pressoricos basais de ratos, demonstrando que o efeito antiedematogénico da
FAE no modelo do edema de pata nao é resultado de atividade vasoconstritora.

O edema de pata, por sua vez, nos fornece dados apenas sobre o
extravasamento plasmatico, serﬁ demonstrar os eventos celulares que ocorrem no
processo inflamatério. Assim, foi utilizado o teste da pleurisia induzida pela
carragenina em ratos, ondev_hé um acimulo gradual de células e exudato na
cavidade pleural (De Brito, 1989).

A administracéo de carragenina na cavidade pleural promove um aumento da
migragao celular, principélmente polimorfonucleares, no sitio inflamatérid, e de
exu‘dato, onde se observa a presenca de vériosv mediadores inflamatoérios (Horakova
et al, 1980; De Brito, 1989). Dentre estes mediadores podemos destacar a
histamina, serotonina, bradicinina, prostaglandinas, tromboxano (Horékova et al,
1980; Katori ef al.,, 1980; Harada ef al., 1982). Além destes mediadores, EROs tem
demonstrado modular uma série de fatores responsaveis pelo aumento da exudagao
plasmatica e influxo de células nos sitios inflamatérios. A expresséo de citocinas

quimiotaticas como IL-8 e IL-1 (Fuchs, 2000), a formacgéo de LTB,4 (Fantone e Ward,
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1982; Xia et al, 1995), a indugdao da expressdo de moléculas de adesdo, como
selectinas E, ICAM-1 e VCAM-1 (Pober et él., 1980; Bauerle, et al, 1994); o]
aUme_nto da permeabilidade vascular e recrutamento de neutréfilos ao - sitio
inflamatério (Droy-Lafaix et al., 1991, Boughton-Smith et al., 1993; Salvémini et al,
1999).

Nossos resultados demonstram que o tratamento prévio dos anirhais com a
FAE por via i.p., reduz de maneira dose-dependente o extravasamento plasmatico e
a migragao celular, principalmente de polimorfonucleares no sitio inflamatério.

No entanto,' a sub-fragéo 35SF e a catequina, ndo reduziram o
extravasamento plasmético, e o influxo de polimorfonucleares, ocorrendo ainda um
aumento da ‘migragéo celular nos animais tratados com catequina, desta forma
descartando a pdssiblilidade de que um efeito antiinflamatorio é responsavel pela
atividade antiedematogénica demonstrada por esta sub-fragdo e o composto isolado.

Mais uma vez, os resultados da 63SF confimam a presenca de
proantocianidinas antiinflamatérias, pois esta sub-fragdo demonstrou reduzir_ o
influxo de células e os niveis de exudato pleural. Ainda em relagéo a FAE, pode-se
afirmar que os efeitos da proantocianidinas, em reduzir parametros inflamatérios, se
sobrepde aos da catequina em aumentar a celularidade, pois o tratamento com a |
FAE, d':emonstvra. uma reducdo significativa tanto na celularidade, 'quanto na
exudagzo.

A indometacina demonstrou reduzir apenas o extravasamento plasmatico,
nao -alterando os niveis de celularidade na cavidade pleural. Os dados encontrados
na literatura sao contrad‘i.téri_os, Varios trabalhos tem demonstrado que a
indometacina reduz tanto a migragdo celular como o exudato (Utsunomiya, et al.,

1994; Fréde, 2000). Mas, por outro lado, alguns autores relatam a indometacina
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reduzindo apenas a exhdagéo sem alterar os niveis de células que migram para a
-cavidade. Isto pode ser explicado pelo fato de .que a indometacina réduz apenas' 0s
niveis de PGE,, sem no entanto diminuir os niveis de LTB,4, na cavidade pleural
(Santana et al., 1993; Wang et'al,, 1995).

Ap0s a observagéo de que a FAE poderia reduzir os indices inflamatérios né
pleurisia, resolvemos entdo verificar se esta fracdo poderia modular_parérﬁetros
oxidativos nas células que migraram para a cavidade pleural.

Uma das caracteristicas da inflamacao, é a ativacdo de células epiteliais e
macréfagos residentes, élém do recrutamento e ativacao de neutrofilos, eosihéfilos,
monocitos e lin.fécitos. Uma das principais fontes de EROs é ativagado de um sistema
NADPH-oxidase, presente nos fagocitos e células epiteliais, que resulta na redugéo
monoeletrénica do O; a Oé". Este anion, como ja vimos anteriormente, participa de
uma série de efeitos deletérios em sistemas biolégicos (Eiserich et al., 1998; Walsh,
1999; Wu et al., 2000; MacPherson et al., 2001).

No6s mostramos que as células isoladas da cavidade pleural de ratos tratados
com a FAE, tinham inibido a produgao de O,"", somente com a dose de 100 mg/kg
por via i.p. No entanto, as subfragées 35SF e 63SF e a catequina néao aipresentaram
o mesmo efeito, talvez po'rque a dose de 30 mg/kg naoseja capaz de reduzir de
forma significativa a produgdo de O, como na FAE, ou porque esta inibicdo seja
devido a um sinergismo dos compostoé que estao distribuidos entre as sub-fragdes.

Os dados -apresentados acima, devem ser analisados com cautela, pois a
quantidade de células utilizadas na incubagéo néo era a mesma em todos os grupos
experimentais, o nimero de células incubadas, variava de acordo com a quantidade
de céluiés presentes noekudato por volume. Porfanto, grupos de animais como o0s

controles que apresentavam uma quantidade de células maior por volume de
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exudato, tinham mais células sendo incubadas com NBT, e grupos de animais que
apresentavam uma quantidade de células redﬁzidas por volume, como' os tratados
com FAE, tinham menos células sendo incubadas com NBT. Esta colocagao poderia
- explicar a redugao significativa Vda produgdo de O, nos animais tratadoé com FAE.

No entanto se observarmos que grande parte dos danos causados por EROé,
depende da quantidade destes radicais produzidos, (Halliwel e Gutteridge,1990;
Harman, 1992, Gutteridge, 1994, Spector, 1995), podemos sugerir que a redugao do
inﬂﬁxo de células inflamatodrias ao sitio inflamatoério promovido pela FAE, reduz a |
quantidade de EROs na cavidade pleural, como mostrado pela redugdo da
quantidade de O," produzido por estas células, e consequentemente, reduz seus
efeitos deletérios sobre sistemas bioldgicos, como mostrado pela reducdo da
peroxidacdo lipidica neétas células. Alguns flavondides tém mostrado inibir a
liberagdo de EROs pelos neutrdfilos e também inibir a ativagdo do sistema NADPH-
oxidase (Tauber et al., 1984; Hart, et al., 1990).

Observou-se, no entanto, um aumento da producdo O," nas células da
cavidade pleural de animais tratados com indometacina. Relatos da literatura
demonstram que, em animais tratados com indometacina, ocorre um aumento nos
niveis de TNF-a e IL-1 ﬁa cavidade pleural (Utsunomiya, et al., 1994). Estas
citocinas aumentam signiﬁcativ_amente a producédo de EROs (Adamson e Billings,
1992; Goucherot-Pocidalo e Revillard, 1993; Lo et al.,, 1998) o que poderia explicar,
em parte o aumento da produgéo de O," pela indometacina nas células da cavidade
pleural. '

Um alvo importante das EROs, sdo as membranas fosfolipidicas e, como
apresentado anteriormente, a gefagéo de EROs nestas membranas promove

reagOes de oxidacdo em cadeia, aumentando a permeabilidade a ions, promovendo
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inativagdo de receptores de membraﬁa e a p'rodugéo' de metabdlitos tc')xic'osv
(Mécnée, 2001). O processo de peroxi'dagéo.lipidica esta ligado a uma série Ade .
processos patol6gicos envolvendo EROs, como inflamagao (Middleton et al., 2000)‘,

Nqssos resultados també_m demonstfam'que a FAE, reduz a beroxidagéo'
lipidica nas células da cavidade pleural. No entanto, as sub-fracoes 35SF e 63Sl5 |
nao produziram resultados significativos, sendo que somente a catequina reduziu a
peroxidégéo. Se a lipoperoxidagdo € o primeiro evento produzido pelo estresse
oxidativo_, podemos afirmar que os flavonéides presentes na FAE, como a catequina, |
podem reduzir este processo, impedindo aésim, o dano celular e a produ§éo de
metabélitos toxicos derivados deste processo. Estes dados vao ao encontro dbs
relatos da Iﬁenatura, pdis tem sido descritos efeitos de flavonéides, como a catequina
e a quercetina, em reduzir a peroxidagao lipidica (Videla et al., 1981; Muller e Sies,
1982).

Apbs a observagédo de que a FAE e alguns de seus constituintes tinham
mbnstrado reduzir a produgdo de O,", e a peroxidagao lipidica, procuramos
investigar, se este efeito era devido a alguma alteracdo na atividade da enzima SOD
nas células isoladas da cavidade pleural de ratos.

A SOD é uma metaioproteinase que dismuta O,* para uma espécie menos
reativa o H,O, Esta reagao envo_.lve uma série de transferéncias mono e bi-
eletronicas sem requerer energ'-ia da célula. (Klug-Roth et al., 1973; Waldo e Penner-
Hahn, 1995). Os trabalhoé mais atuals tem demonstrado ai influénecia da SOD no
processo inflamatdrio. A administracdo da enzima SOD nativa, associada ch
polietilenoglicol, reduziu o edema quando administrada 30 min antes, ou 2 h apds a
inducao -do edema com carragenina, demonstfando o papel das ERQs sobre os

efeitos dos metabdlitos do acido araquidénico (Boughton-Smith et al., 1993). O
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MK40403, um anélogovda SOD, que também cataliza seletivamente a reducéo .do.
0O,"" para uma espécie menos reativa o Hy0,, reduziu a migracao célular; o
extravasamento plasmatico e/os niveis de TNF-a, IL-1B, IL-6, mesmo com‘ a
manutengéo dos niveis de NO e PGE; no mo'délo dé pleurisia (Salvémini et al.,}
2001). |

Nossos resultados mostram que a FAE (100 mg/kg) e a sub-fragdo 63SF (30 -
' mg/kg), aumentam a atividade da SOD nas células do exudato pleural de ratos. No
entanto, a 35SF, a catequina e a indometacina, nao reproduziram o mesmo_efeito.
Este dado poderia explicar em parte a redugcdo da produgédo de O,*” pela FAE na
dose de 100 mg/kg, ja que a SOD cataliza a remogéov do O,

Alguns produtos naturais tem demostrado aumentar a atividade desta enzima:
a aplicacao tépica do extrato de Ginkgo biloba induz um aumento na atividade da
SOD e CAT e que a sua administrac@o sistémica aumenta a atividade de ambas as
enzimas no figado, coragao e rins de ratos (Lin e Chang, 1997). A incubacao in vitro
com o flavondide antioxidante silimarina, aumentou a expressdao da SOD em
linfocitos e sua atividade em Iinfééitos e eritrécitos (Lang et al., 1993).

Por estes dados apresentados na literatura de que compostos derivados de
plantas e ﬂannéides podem aumentar a atividade da SOD e que a remogédo
especifica do O;" por substéncias sintéticas, reduz paradmetros inflamatérios,
podemos sugerir que o aumento da atividade da SOD promovido pela FAE e pela
sﬁb-fra{;éo 63SF, pode contribuir para a redugdo da migragdo celular e do
extravéssamento plasmatico observados na pleurisia. Este aumento da atividade.da
SQOD, parece ser promovido principalmente pelas proantocianidinas contidas na

63SF.
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No entanto, reag(")es mediadas pelas EROs, podem causar alteragoes
estruturais no DNA, como delegbes, rearranjos e insergbes. Além da produ§éo
mitocondrial, EROs, sao gerados em quadros patolégicos que possibilitem a sua
formag:éo‘ através de reagdes do tipo Fenton (Cuzzocrea, et al., 2000); Como visto
anteriormente, antioxidantes podem reduzir estas reagdes e pelo fato de qué
compostos utilizados neste estudo apresentam esta atividade, resolvemos investigar
se a FAE poderia reduzir danos no DNA em células da cavidade pleural de ratos
submetidos a pleurisia, através do teste do cometa.

O ensaio do cometa é um ensaio de genotoxicidade recente, porém tem sido
muito’ utilizado devido a sua sensibilidader e aplicabilidade, unido técnicas
citogenéticas e bioquimicas para deteccdo de danos ao DNA (Anderson et al,
1997). Este teste fornece resultados ao nivel de céiulas individuais, sendo
necessarias amostras celulares extremamente pequenas. Tem aplicacao
potencialmente ampla em testes de genotoxicidade in vitro e in vivo e em estudos de
dano e reparo no DNA, inclusive danos oxidativos (Hartmann e Speit 1995; T_uo,
1996). Umé das vantagens do teste do Cometa € que pode ser usado para mensurar
quebras de DNA em quaisquer tipos de céiulas eucariotas, nao necessaﬁamente em
_proliferagao, sendo necessaria apenas uma boa suspensdo celular (Kasamatsu et
al., 1996). E crescente a utilizacdo do teste em animais in vivo (Kreja, 1996; Sasaki
et al., 1997). Através da ~identiﬁ.cagéo dos diferentes niveis de dano ao DNA sofridos
pelas células, pode-se obter informagdes sobre eventuais diferencas nas
intensidades de danos, sofridos por subpopulacoes celulares (Sasaki et al., 1997).

Nossos resultados demonstram que o tratamento prévio dos animais com a
FAE, ndo apresentou qualquer efeito sobre os danos no DNA de células isoladas da

cavidade pleural de ratos submetidos a pleurisia. E observa-se ainda uma grande
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qu.antidade de células sem dano (Classe O). Os‘reéultados foram similares nos
animais controle e tratados corh indometacina. |

As células utilizadas neste ensaio eram predominantemente neutrofilos, como
observado nos resultados da pleurisia, estas células geram grande quantidade de
0", que estda implicado com a -apoptose de varios tipos celulares (Buttke é
Sandstrom, 1994), e toda a populagdo de neutrdfilos sofrem apoptose em torno de
72 horas (Savill et al, 1989), o que poderia ser facilmente detectado por um
aumento no numero de células na classe V.

No entanto tem se demonstrado que os danos no DNA promovidos por EROs
ativam mecanismos de reparo, catalizados por uma série de enzimas, que removem
as bases danificadas {Demple e Harrison, 1994). Algumas observagdes demonstram
que estaé. enzimas trabalham em um limite, para remover as bases modificadas por
danos (Ames, 1989; Bashir et al, 1993; Jaruga et al, 1994; Adachi ef al,, 1995),
baseado nisto que um aumento no tempo de exposicdo as EROs, pode aumentar
significativamente os danos no DNA, pela incapacidade das enzimas reparar os
danos em tempo habil.

Podemos sugerir, entao, que o indice reduzido de dano no DNA nas gélulas
utilizadas neste ensaio é devido a exposi¢do a um periodo de tempo muito curto as
EROs geradas no‘processo inflamatério e que talvez os mecanismos de reparo do
DNA sejam efetivos no tempo de quatro horas da pleurisia em reparar estes danos.
Este fato poderia ser confirmado aumentando o tempo antes da coleta do exudato,
por exemplo com 8, 12 ou 24 h, onde a exposicdo as EROs seria mais prolongada
ou utilizando outro tipo celular, como as células do pulmao.

Isto gerou a impossibilidade de analisarmos se a FAE poderia reduzir os

danos promovidos por EROs nos polimorfonucleares da cavidade pleural,
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justamente por nao termos a certéza de que as EROs geradas no periodo de quatrp‘
horas da pleurisia podem dahiﬁcar o DNA das células que migraram para a cavidéde
~ pleural dos ratos.

O auménto da quantidade de danos no DNA encontrados nos }animais que
receberam apenas salina na cavidade pleural, pode ser devido a presenca de
células residentes como os macréfagos, no final de sua vida Gtil e muitas em
processo apoptético, ja que o aumento do escore se deve principalmente a
quantidade de célulés com dano na classe classe 4.

Como descrito anteriormente, o NO é um mediador sintetizado pdr uma
familia de enzimas as NOS exerce varios efeitos fisiolégicos; como relaxamento do
musculo liso vascutar e ndo vascular, inibicdo da aderéncia e agregacgao plaquetaria,
inibicdo da quimiotaxia de neutréﬁlos e a transdugao de sinal no sistema nervoso
central e periférico (lgnarro, 1991; Moncada et al., 1991; Dusting, 1995). No entanto
_ é ativacao da NOSI, que nao é expressa em condicbes fisioldgicas e € estimulada
por citocinas, oxidantes, endotoxinas de bactérias Gram-negativas, resulta na
geragdo de quantidades muito ‘maiores de NO, em comparagdo com aguelas
produzidas pela NOSc (Frode, 2000). Este aumento na producao de NO, resulta em
efeitos citotdxicos, como a inibigdo de enzimas mitocondriais (Nathan, 1992), a
ativagao da ciclooxigenase (Salvemini e Masferrer, 1996) entre outros efeitos. Muitas
condi¢des inflamatorias estao rélacionadas com a produc¢ao de grandes quantidades
de NO.

Deste modo, resolvemos determinar se a FAE, as sub-fracées 35SF e 63SF e
a catequina poderiam reduzir os niveis de nitrito/nitrato, metabélitos do NO (Green et

al., 1982) no exudato pleural de ratos submetidos a pleurisia.
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Nossos resultados demonstram que hem a FAE, a 35SF, a 63SF e a
catequina, reduziram os niveis de nitrito/nitrato no exudato pleural de ratos, assim,
seu efeito antiinflamatério pode n&o ser resultado da inibicdo das enzimas 'qUe
catalizam a formacgao de NO. |

No entanto, se observarmos que a FAE reduz a produgcdo de O, pelaé
células que migram para o sitio inflamatério, podemos supor que esteja ocorrendo a
- formagao reduzida de um dos metabdlitos toxicos do NO o peroxinitrito (ONOQ"),
pela reducao de um dos substratos da reagao o O,", ja que geracao simultanea de -
NO e O, favorece a producdo deste produto téxico (Beckman et al,, 1990). Esta
suposicao nao foi confirmada em nossos experimentos, mas tem sido determinado a
producdo de ONOO™, na pleurisia induzida pela carragenina (Salvemini et al., 2001).

Em resumo, podemos concluir que a Crotbn celtidifolius, possui substancias
antioxidantes, analgésicas e antiinflamatérias, relacionado principalmente com a
presenga de proantocianinas e que ,parté do mecanismo antiinflamatério se deve a
reducéo da peroxidagao lipidica pelos ﬂavon()ides, como a catequina, € a um
"aumento da atividade da enzima antioxidante SOD.

Entretanto, deve-se | ter cuidado em afirmar que a modulagédo destes
parametros inflamatérios é exclusivamente devido as propriedades antioxidantes dos
compostos que constituem a planta, ja que, segundo Winyard and Blacke, (1997),
muitos compostos antioxidantes com atividade anti-inflamatéria, parecem ter seus
efeitos, mais por agirem em sistemas de sinalizagao celular, do que diretamente na
prevencdo do dano celular mediado por EROs em biomoléculas como lipidios e
proteinas. E que muitas drogas anti-inflamatérias, como o nimesulide e

aminosalicilatos, também tem mostrado atividade antioxidante (Facino et al., 1993,

Miles e Grisham, 1994).
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Mas é inegavel, que além da atividade antiinflamatoria demonstrada pelas
proantocianidinas na FAE, também a presenca de flavonéides como a Catequiha,
com sués propriedades antioxidantes e de quelar metais, auxiliam na atividade
antiinflamatéria pela redugdo da peroxidagao lipidica. O mais provavel é que um
efeito sinérgico desta_s substancias seja responsavel pela modulagao do s
parametros inflamatérios analisados.

Estudos em nosso laboratério estdo sendo feitos, para 'se determinar quais
sdo especificamente as proantocianidinas responsaveis pelos efeitos analgésicos e

antiinflamat6rios e seu respectivo mecanismo de agao.
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Esquema 2 - Possivel mecanismo de agéo da Croton celtidifolius. Inibindo a produgéo

de EROs pelos lecécitos (1) e aumentando a atividade da enzima SOD (2).
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Em conjunto os resultados indicam que as substancias encontradas na casca

da Croton celtidifolius possuem atividade antioxidante, uma vez que:

1. O EB, as fracdes, as sub-fragbes e os compostos iéolados foram capazes de
inibir a degradacgao da desoxirribose de maneira dependente da concentragao. A
ordem de poténcia em relacdo aos valores de Clso da degradacgao ’da
desoxirribose foi seguinte, catequina > galocatequina > FAE > 35SF > 26SF >
FBuOH > 51SF > 19SF > EB > FAq > 63SF. |

2. O EB, as fragbes, as sub-fragdes e os compostos isolados sequestraram o Oz*"
gerado pelo sistema NADH-fenazina-metasulfato na cdncentragéo de 100 pg/mL.
Somente a catequina nao démonstrou atividade significativa da neste sistema.

3. Em um sistema lipidico, nossos resultados demonstra.ram que o EB, a FAE, a
FBUOH, a 19SF, a 26SF, a 35SF, a 51SF, a catequina e a galocatequina,
reduziram a oxidagdo do homogenato de figado de rato induzida por peroxido t-
butila na dose de 100 ,g/mL. No entanto, nem a FAq e nem a sub-frégéo 63SF,

apresentaram atividade neste sistema.
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Podemos afirmar ainda que O EB, as fracées, as vsub-fragées da Crotfon

celtidifolius, possuem atividade analgésica uma vez que:

4. O EB reduziu significativamente as contor¢gées abdominais induzidaé pelo acido
acético de maneira dose-dependente.

5. O EB, administrado por via oral reduziu a segunda fase da dorainduzida por
formalina. No entanto, esse efeito foi 3,5 e 1,4 veze;s, menos potente que o

| observado com a FAE e FBUOH, respectivamente.

6. A FAE, esta demonstrou reduzir tanto a primeira quanto a segunda fése de
nocicepgao, sendo que por via oral na primeira fase foi 3 vezes, e na segunda
fase 3,5 vezes menos potente que por via i.p. A 63SF, uma sub-fracdo da FAE,
foi a unica que demonstrou reduzir a nocicepgao em ambas as fases, indicando
que o efeito antinociceptivo da FAE € devido as proantociénidinas, ‘que estao

presentes nesta sub-fragdo. A FBuOH, por v.o e via i.p., € FAq, por via i.p., foram

efetivas apenas na segunda fase do teste de formalina.

Podemos afirmar ainda que O EB, as fracées, as sub-fragdes da Croton

celtidifolius, possuem atividade antiinflamatéria uma vez que:

7. A administragcao oraldo EB, reduz o edema de pata iﬁduzido pela carragenina de
maneira dose-dependente. Com relagdo a FAE, FBuOH e FAq, observa-se que
em todas as doses testadas por via oral ou por via i.p, ocorreu a mesma redu¢ao
percentual do edema. Podemos sugerir que parte do efeito antiedematogénico da
FAE €& devido a presenca de proantocianidinas presentes na 63SF, uma vez que

esta sub-fracdo, também reduziu o edema. Do mesmo modo, a 35SF e a
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catequina reduziram o edema, possivelmente por um mecanismo distinto da
63SF

8. A administracao endovenosa da FAE nao alterou os niveis pressoricos basais de
ratos, demonstrando que o efeito antiedematogénico da FAE no} modelo do
edema de pata nao é resultado de atividade vasoconstritora. |

9. Nossos resultados demonstram que o tratamento prévio dos animais com FAE
por via i.p., reduz de maneira dose-dependente o extravasamento plasmaticoe a
migracao celular, principalmente de polimorfonucleares no sitio inflamatoério. No
entanto, a sub-fragdo 35SF e a catequina, ndo reduziram o extravasamento
plasmatico, e o influxo de polimorfonucleares, ocorrendo ainda um aumento da
migracao celular nos animais tratados com catequina, desta forma descartando
a possibilidade de que um efeito antiinflamatério & responsavel pela ativfdade

antiedematogénica demonstrada por esta sub-fragao e o composto isolado.

Podemos afirmar mais uma vez que parte do mecanismo de agao antiinflamatoério
da Croton celtidifolius, esta relacionado com a modulacao de parametros oxidativos,

uma vez que:

10.As células isoladas da cavidade pleural de ratos tratados com FAE, inibiram a

- producdo de O,", com a- dose de 100 mg/kg por via i.p. No entanto, as
subfragdes 35SF e 63SF e a catequina ndo apresentaram o mesmo efeito

11.Nossos resultados também demonstram que a FAE, reduz a peroxidagao lipidica
“nas células da cavidade pleural. No entantb, as sub-fracées 35SF e 63SF nao
produziram resultados significativos, sendo que somente a catequina reduziu a

peroxidagao.
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12.Nossos resuitados rﬁostram que a FAE (100 mg/kg) e a sub-fragdo 63SF (30
mglkg), aumentam a atividade da SOD nas células do exudato pleural de rat}os.
No enfanto, a 35SF, a catequina e a indometacina, nao reproduziram o mesmo
efeito. |

13.Os resultados demonstram que o tratamento prévio dos animais com a FAE, néé
apresentou qualquer efeito sobre os danos no DNA de células isoladas da
cavidade pleural de ratos submetidos a pleurisia.

14. Nossos resultados demonstram que ném a FAE, a 35SF, a 63SF e a catequina,
reduziram os niveis de nitrito/nitrato no exudato pleural de ratos, assim, seu
‘efeito antiinflamatorio pode ndo ser resultado da inibicdo das enzimas que

catalizam a formagao de NO.

Em resumo, podemos concluir que a Croton celtidifolius, possui substancias
antioxidantes, analgésicas e antiinflamatérias, relacionado principalmente com a
presenga de proantocianinas e que parte do mecanismo antiinflamatorio se deve a
redugdo da peroxidagdo lipidica pelos flavondides, como a catequina, e a um

aumento da atividade da enzima antioxidante SOD.
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