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RESUMO

FERREIRA, Raquel Teixeira. Mecanismos envolvidos com as atividades antinociceptiva,
antiedematogénica e anti-inflamatéria do flavonoide majoritario das inflorescéncias de
Kalanchoe pinnata (Lam.) Pers. (folha da fortuna). 2016. 80p. Tese (Doutorado em
Ciéncias Fisiologicas). Instituto de Ciéncias Bioldgicas e da Saude, Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ. 2016.

Kalanchoe pinnata (KP) é popularmente utilizada para tratamento de doencas inflamatérias.
Este estudo investigou o potencial antinociceptivo e anti-inflamatério do extrato aquoso das
inflorescéncias de KP (EAFL), a fracdo acetato de etila (FAcOEt), a fracdo butandlica
(FBuOH), a fracdo aquosa (FAq) e o flavonoide majoritdrio [quercetina 3-O-a-L-
arabinopiranosil (1—2) o-L-ramnopiranosideo] (KPFV) de KP, assim como possiveis
mecanismos de a¢do. Camundongos albinos, machos (25-35g) foram pré-tratados com EAFL
(30-300 mg/kg, s.c.), produzindo inibicdo dose dependente das contor¢des induzidas por acido
acético (DIsp 164,8 mg/kg), e a administracdo subcutanea de EAFL (300 mg/kg), FAcOEt (12
mg/kg) ou FBuOH (15 mg/kg) reduziu a migracdo leucocitiria na pleurisia induzida por
carragenina em camundongos em 56,1%, 47,3%, 39,6% e 43,1%, respectivamente. Em doses
até 240 vezes menores que o EAFL, KPFV (0,3-3,0 mg/kg, s.c.), também foi capaz de inibir a
migragdo leucocitaria (DlIsp 1,78 mg/kg). No teste do edema de orelha induzido por 6leo de
croton em camundongos, EAFL (3-30 mg/kg, s.c.) e KPFV (0,3-3,0 mg/kg, s.c.) apresentaram
atividade antiedematogénica dose dependente (EAFL - DIsy 4,3 mg/kg, KPFV - DIsy 0,76
mg/kg). O tratamento com EAFL reduziu a concentracio de MPO e de TNF-a no exsudato
pleural obtido do teste da pleurisia induzida por carragenina, enquanto o KPFV inibiu ambas
as isoformas de cicloxigenase (COX), com Clsj 3,8 x 10°M (22,1 pg/mL) para COX-1 e um
maximo de inibicdo da COX-2 de 43,5% (Clsy >8,4 x10°M ou 50 pg/mL). O indice de
seletividade (COX-1 Cls5¢/COX-2 Cls) foi < 0,44. Estes resultados indicam que EAFL e
KPFV produziram atividade anti-inflamatoéria e antinociceptiva envolvendo a inibicdo da
COX e a reducdo de TNF-a. Este estudo revela que o principal flavonoide presente nas
inflorescéncias e folhas de KP possui papel importante no uso etnomedicinal desta espécie
nos processos de natureza inflamatoria.

Palavras-chave: Kalanchoe pinnata, Anti-inflamatério, Flavonoide.



ABSTRACT

FERREIRA, Raquel Teixeira. Mechanisms underlying the antinociceptive,
antiedematogenic, and anti-inflammatory activity of the main flavonoid from Kalanchoe
pinnata flowers (Lam.) Pers. (fortune sheet). 2016. 80p. Tese (Doutorado em Ciéncias
Fisiologicas). Instituto de Ciéncias Bioldgicas e da Sadde, Universidade Federal Rural do Rio
de Janeiro, Seropédica, RJ. 2016.

Kalanchoe pinnata (KP) is popularly used for treating inflammatory diseases. This study
investigated the antinociceptive and anti-inflammatory potential of the KP flower aqueous
extract (KPFE), the ethyl acetate (EtOAcF), butanol (BuOHF) and aqueous (AgF) fractions
and the main flavonoid [quercetin 3-O-a-L-arabinopyranosyl (1—2) a-L-rhamnopyranoside]
(KPFV) of KP, as well as possible mechanisms of action. Swiss albino mice, male (25-35g)
were pretreated with KPFE (30-300 mg/kg, s.c.) producing dose-related inhibition of acetic
acid-induced writhing (IDsp 164.8 mg/kg), and the subcutaneous administration of KPFE (300
mg/kg), EtOAcF (12 mg/kg), BuOHF (15 mg/kg) or AqF (210 mg/kg) reduced leukocyte
migration on carrageenan-induced pleurisy in mice at 56.1%, 47.3%, 39.6% and 43.1%,
respectively. At doses of up to 240 times smaller than KPFE, KPFV (0.3-3.0 mg/kg, s.c.), also
inhibited leukocyte migration (IDsp 1.78 mg/kg). In croton oil-induced ear edema in mice,
KPFE (3-30 mg/kg, s.c.) and KPFV (0.3-3.0 mg/kg, s.c.) presented dose-related anti-
edematogenic activity (KPFE - IDsp 4.3 mg/kg, KPFV - IDsy 0.76 mg/kg). Treatment with
KPFE reduced the MPO and TNF-a concentration in the pleural exudates on carrageenan-
induced pleurisy test, while KPFV inhibited both isoforms of cyclooxygenase (COX), with
IC5¢ 3.8 x 10°M (22.1 pg/mL) for COX-1 and a maximum COX-2 inhibition of 43.5% (ICs
>8.4 x10°M or 50 pg/mL). The selectivity index (COX-1 IC5¢/COX-2 ICs) was <0.44. These
results indicate that KPFE and KPFV produced anti-inflammatory and antinociceptive activity
through the COX inhibition and TNF-a reduction. This study reveals that the main flavonoid
in KP flowers and leaves plays an important role in the ethnomedicinal use of this species for
healing inflammatory processes.

Key word: Kalanchoe pinnata, Anti-inflammatory, Flavonoid.
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TNF-a — fator de necrose tumoral alfa

TX — tromboxano

UI/mL — unidade internacional por mililitro



UV-B — luz ultravioleta B

v/v — volume/volume

WDR — wide dinamic range / alcance amplo e dindmico
A — delta (diferenca de peso entre as orelhas)
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1 INTRODUCAO

Atualmente, o mercado farmacéutico conta em sua grande maioria com substancias
sintéticas em seu arsenal terapéutico. Contudo, devido a diversos fatores, o resgate a
valorizagdo de préticas terapéuticas consideradas como populares ou ndo cientificas tem
obtido cada vez mais espago neste mercado. Dentre as causas que podem explicar o
crescimento na utilizagdo de produtos originados de plantas medicinais estdo: 0 uso
indiscriminado e incorreto dos medicamentos sintéticos — que muitas vezes leva a (falsa)
crenca de que os mesmos sdo ineficientes — a valorizacdo de habitos saudiveis pela
populacdo, a descoberta de novos principios bioativos naturais, bem como os promissores
achados cientificos sobre a presenca de atividades farmacoldgicas de espécies vegetais.

A ansia da populacdo em procurar sanar enfermidades utilizando plantas medicinais
pode, contudo, acarretar inimeros efeitos adversos uma vez que este uso geralmente baseia-se
no empirismo. Em contrapartida, grandes centros de pesquisa ja utilizam métodos de
isolamento e sintese cada vez mais modernos a fim de produzir novos firmacos. Para isto,
utilizam-se de inumeras substancias classificadas como responsaveis pelos principios ativos
de plantas medicinais de uso popular. Vale ressaltar, contudo, que cada planta pode ser
constituida de multiplos principios ativos que podem atuar em sinergia, sendo o resultado do
conjunto muitas vezes mais potente e, por este motivo, com possibilidade de mais efeitos
adversos indesejaveis (ARCOLINE, 2003; PANOSSIAN et al., 2013).

Desta forma, embora tratamentos a base de fitoterapicos venham demonstrando cada
vez mais a sua eficacia, faz-se necessario a busca de novas informagdes através de trabalhos
cientificos para comprovar e garantir que a espécie vegetal utilizada tenha o resultado
esperado aliado a seguranca terapéutica necessaria a um medicamento.

1.1 Plantas Medicinais

Por defini¢do, plantas medicinais sd@o aquelas que t€ém atividade bioldgica de interesse
terapéutico, possuindo um ou mais principios ativos, tuteis a saide humana, podendo também
serem utilizadas como cosméticos, com denominagdo de cosmecéuticos. Os fitoterdpicos ou
fitomedicamentos sdo produtos originados exclusivamente de material botanico integral ou de
seus extratos, usados com o proposito de tratamento médico (FERREIRA et al., 1998). O
fitoterapico € caracterizado pelo conhecimento da eficdcia e dos riscos de seu uso, assim
como pela reprodutibilidade e constincia de sua qualidade. Sua eficicia e seguranca sdo
validadas através de levantamentos etnofarmacoldgicos de utilizacdo, documentacdes técnico-
cientificas em publicacdes ou ensaios clinicos de fase 3 (BRASIL, 2010). Os fitoterapicos
podem ser divididos em plantas medicinais e extratos de plantas. Os fitofarmacos sdo
substancias medicamentosas isoladas de extratos de plantas, como a rutina e a pilocarpina,
que sdo alguns dos raros fitofarmacos produzidos no Brasil (FERREIRA et al., 1998).
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Figura 1. Esquema ilustrativo da definicio de plantas medicinais e suas subdivisdes em grupos
especificos.

A fitoterapia € a ciéncia que estuda a utilizacdo de produtos de origem vegetal com
finalidades terapéuticas, objetivando prevenir, atenuar ou curar estados patolégicos. A palavra
fitoterapia ¢ formada por dois radicais gregos: fito vem de “phyton” que significa planta, e
terapia vem de “therapia”, que significa tratamento, ou seja, tratamento em que se utilizam
plantas medicinais (FERREIRA et al., 1998). O principio da fitoterapia estd baseado na
alopatia, caracterizado pelo uso de preparados tradicionais padronizados, eficazes, com
qualidade controlada, elaborados a partir de plantas medicinais, diferenciando-se de
substancias quimicamente definidas, isoladas, purificadas e de estrutura molecular definida
(DI STASI, 1995).

Apesar do avanco da tecnologia, que constantemente sintetiza novos compostos para
uso terapéutico, as plantas continuam sendo fonte importante de matéria-prima para o
desenvolvimento de novos farmacos (SEWELL; RAFIEIAN-KOPAEI, 2014). Visando
garantir a qualidade dos produtos fitoterapicos desde a matéria-prima até o produto acabado e
assegurando ao consumidor produtos padronizados em condi¢des apropriadas para o uso, o
Ministério da Saude do Brasil, por intermédio da Secretaria de Vigilancia Sanitaria, publicou
em 31 de janeiro de 1995 a Portaria n° 06. Ela instituiu e normatizou no pais tanto o registro
de fitoterapicos, quanto a regulamentacdo dos procedimentos de sua producio (MIRANDA,
2001).

Em termos mundiais, existe um interesse cada vez mais pronunciado pela fitoterapia,
especialmente no que diz respeito a espécies ja utilizadas na medicina popular. Isto se justifica
pelos mais de 25.000 compostos fitoquimicos que possuem efeitos bioldgicos conhecidos
(GORDALIZA, 2007). A ampla possibilidade de se atingir sitios terapéuticos utilizando-se
derivados de produtos naturais (NASRI; SHIRZAD, 2013) aumenta ainda mais a necessidade
de estudos aprofundados sobre a atividade bioldgica destas plantas, a fim de correlacionar o
uso popular destas espécies com seus fitoconstituintes (MILAD et al., 2014).



1.1.1 Historico

A utilizacdo de plantas na prevengdo e cura de doengas € muito antiga e data dos
primérdios da civilizagdo, sendo que muitas delas foram ou ainda sdo utilizadas com diversos
fins terapéuticos (MESQUITA, 2002), fazendo parte de sistemas da medicina tradicional
amplamente utilizada por vérios grupos étnicos (GURIB-FAKIM, 2006). Na verdade, a
utilizagdo de recursos naturais provavelmente antecede o Homo sapiens moderno, tendo sido
encontradas evidéncias em escavagdes do Paleolitico mostrando que o conhecimento de
plantas medicinais existe pelo menos hi 60.000 anos (SUMNER, 2000). Pélen e fragmentos
de flores de diversas plantas foram encontrados no sitio arqueolégico do homem de
Neanderthal no Iraque. Dentre as espécies identificadas, estavam: Ephedra, Centaurea,
Senecio, Althea e Achillea (TYLER, 2000).

No papiro de Edwin Smith (1700 a.C.) estdo descritos tratamentos dos feridos de guerra
com a aplicacdo de uma combinacdo de mel e unguentos sobre as feridas (LIMA, 1994). No
papiro de Ebers (1555 a.C.), do Egito Antigo, estdo relacionadas 160 plantas, muitas das quais
ainda estdo em uso atualmente (SANTOS, 1998). Crateus (século I a.C.) publicou a primeira
obra que se tem conhecimento na histéria — o Rhizotomikon — sobre plantas medicinais
(MACIEL, 1997).

Somente com os estudos de Pedanios Dioscérides (40-90 d.C.), durante o reinado de
Nero, foi observado um avanco nos estudos das plantas medicinais (YAMADA, 1998). As
propriedades, usos e cultivos de 600 plantas medicinais foram reunidos no “De Materia
Medica” no primeiro século depois de Cristo. Viajando como cirurgido junto com o exército
de Nero, Dioscorides pode espalhar suas experi€éncias com as plantas medicinais europeias.
Ele defendeu o uso do salgueiro (Salix alba) no tratamento da gota, pratica que seria utilizada
para o tratamento da dor nos proximos séculos, antecedendo o uso da aspirina em 1899 pela
companhia alema Bayer (SUMNER, 2000).

Desde o inicio do século XVI a nocdo basica do entendimento de substancias
responsaveis pela atividade farmacolégica e a resposta terapéutica como potencial
caracteristico de uma espécie vegetal era acreditada por Paracelso. Este fisico suico pode ser
considerado o introdutor de substancias quimicas no preparo de medicamentos, sob a forma
de extratos alcodlicos e de tinturas, com utilizacdo do 6pio, do enxofre, do mercurio, do ferro,
do arsénico, do sulfato de cobre e do sal, procedendo portanto como um verdadeiro
farmacologista. Neste periodo, comecou a praticar a extracdo de substancias bioativas que
foram denominadas “Quinta Essentia”, representando provavelmente a primeira nogao de
principio bioativo (ALMEIDA, 2003).

As primeiras substancias quimicas foram isoladas de extratos vegetais a partir do século
XIX, quando vérias substincias bioativas foram isoladas (MACIEL et al., 2002a; 2002b).
Friedrich Serturner isolou a morfina da Papaver somniferum em 1806. Devido ao aumento do
conhecimento das substincias quimicas ativas, o primeiro firmaco sintético baseado em um
produto natural foi formulado em meados do século XIX. Em 1839, o acido salicilico foi
identificado como substancia ativa em vérias plantas conhecidas por suas acdes analgésicas, e
foi, pela primeira vez, sintetizado em 1853 levando ao desenvolvimento da aspirina, que se
encontra entre os medicamentos sintéticos mais utilizados até os dias atuais (KONG et al.,
2003).

Atualmente, sabe-se que o poder das plantas em curar € na verdade proveniente da sua
composi¢do e das caracteristicas das substancias que sintetizam, entretanto, muito tempo se
passou até que se reconhecesse a verdadeira origem desse poder (YAMADA, 1998). A pratica
milenar da utilizacdo de plantas medicinais ultrapassou todas as barreiras durante o processo
evolutivo e chegou até os dias atuais, sendo amplamente utilizada por grande parte da
populacdo mundial como fonte de recurso terapéutico eficaz (DI STASI, 1995).



1.1.2 Plantas como fontes de medicamentos

As plantas medicinais representam uma reserva praticamente inexplorada de substancias
uteis a humanidade. Dentro do bioma brasileiro e sua infinidade de espécies vegetais, sabe-se
que muito poucas foram avaliadas quanto as suas atividades biolégicas (BRAMWELL, 2000;
VERPOORTE et al., 2000), significando que tais plantas medicinais ainda sdo consumidas
com pouca ou nenhuma comprovagdo de suas propriedades farmacoléogicas (VEIGA-J UNIOR
et al., 2005).

A descoberta de novos farmacos a partir de plantas conduziu ao isolamento de muitas
substancias que ainda hoje sdo utilizadas clinicamente (BALUNAS; KINGHORN, 2005) ou
entdo serviram como protdtipos para a sintese de novos farmacos (FABRICANT;
FARNSWORTH, 2001; VIEGAS et al, 2006). Estima-se que 40% dos medicamentos
disponiveis na terapéutica atual foram desenvolvidos a partir de fontes naturais: 25% de
plantas, 13% de micro-organismos e 3% de animais. Dos farmacos aprovados no periodo
entre 1981 e 2002, cerca de 60% eram produtos naturais ou foram desenvolvidos a partir
destes (CALIXTO, 2003; NEWMAN; CRAGG, 2007).

Apesar da transferéncia de conhecimento de uma geracdo a outra, a maior parte do uso
de plantas medicinais é fundamentada no empirismo (OLIVEIRA, 2001). Muitas vezes,
devido a crescente consciéncia ecologica e tentando-se minimizar os desconfortiveis e até
nocivos efeitos adversos de farmacos sintéticos, nota-se um aumento na procura pelos
produtos naturais (SANTOS, 1998; RATES, 2001). Contudo, € importante ressaltar que o uso
indiscriminado de fitoterdpicos torna-se um risco a populacdo, visto que estes apresentam
inimeras propriedades terapéuticas, mas podem também ser dotados de grande toxicidade
(OLIVEIRA, 2001). A andlise fitoquimica de uma planta pode revelar apenas uma pequena
porcentagem de seus constituintes, uma vez que as plantas contém centenas ou milhares de
metabolitos (HAMBURGER; HOSTETTMANN, 1991). Desta maneira, o numero de
trabalhos cientificos em busca de novas descobertas e comprovacdo sobre as atividades de
plantas medicinais, torna-se cada vez maior e mais promissor, sendo atualmente o grande alvo
de companhias farmacéuticas e institui¢des de pesquisa (KONG et al., 2003).

Muitos farmacos analgésicos utilizados na medicina moderna foram descobertos a partir
de espécies vegetais, os quais foram gerados durante a investigacdo de intmeras plantas
medicinais. Um grande exemplo destes compostos € a morfina, que foi isolada em 1806, pelo
farmacéutico alemao Sertiiner, como um composto ativo do 6pio (Papaver somniferum). A
morfina comecou a ser utilizada por volta do ano de 1850 em pequenos procedimentos
cirtirgicos, em situacdes de pds-operatdrio, para o tratamento da dor cronica e como adjuvante
em anestesias gerais. Alguns anos mais tarde, a codeina foi também isolada do 6pio, sendo
um importante agente analgésico e antitussigeno utilizado na clinica médica atual
(BROWNSTEIN, 1993; BENYHE, 1994).

A espécie Cordia verbenacea (erva baleeira) foi alvo de extensa investigacdo de suas
propriedades analgésicas e anti-inflamatodrias, tendo originado o primeiro anti-inflamatorio
sintetizado com base no extrato de uma planta nativa brasileira, conhecido como Acheflan®.
Na forma de creme, o produto é indicado para dores musculares cronicas e para tendinites, e
pode ser comparado com o Cataflan® (diclofenaco), outro anti-inflamatério considerado de
referéncia para o mercado farmacéutico neste segmento (CALIXTO, 2005).

Porém, o marco histérico no processo de desenvolvimento da industria farmacéutica
mundial foi a descoberta dos salicilatos obtidos a partir das cascas do tronco do salgueiro
(Salix alba, Salicaceae). Ja em 400 a.C. Hipdcrates costumava preparar um cha a base de
folhas e cascas do salgueiro com o intuito de aliviar febres e dores de cabeca, sem saber
contudo a composi¢dao da planta responsavel por estes efeitos terapéuticos (KIEFER, 1997).
Em outra época historica, em carater de curiosidade, estas cascas foram provadas pelo
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reverendo Edward Stone em 1757, o qual evidenciou um sabor amargo. Apds seis anos de
estudo, as observacOes clinicas de Stone levaram a resultados evidenciando propriedades
analgésicas e antipiréticas desta planta (YUNES; CECHINEL FILHO, 2001), e em 25 de
Abril de 1763 ele enviou uma carta do Lord Macclesfield, presidente da Royal Society,
relatando sua descoberta. Em 1828, em meio a disputa entre a Franca e a Alemanha pela
busca do principio ativo da S. alba, Johann Buchner, trabalhando no Instituto de
Farmacologia de Munique, foi capaz de isolar uma pequena quantidade de uma substancia
amarelada, amarga e em forma de cristais, a qual nomeou salicina (VIEGAS et al., 2006;
CALIXTO; SIQUEIRA JR, 2008). A partir da salicina foi realizada a primeira modificacao
estrutural, originando o 4cido salicilico em 1839, utilizado no tratamento da artrite
reumatoide. A partir do 4cido salicilico, Felix Hoffman sintetizou a Aspirina® (4acido
acetilsalicilico) em 1897, sendo um dos farmacos anti-inflamatorios mais antigos e ainda
utilizado na terapéutica médica atual (VIEGAS et al., 2006). A espécie Salix alba esta entre
outras 71 espécies, como por exemplo a Kalanchoe pinnata, relacionadas na RENISUS -
Relacdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse do Sistema Unico de Satde (SUS)
(RENISUS, 2009).

1.2 A familia Crassulaceae e 0 Género Kalanchoe

A familia Crassulaceae, também conhecida como Sedaceae (MILAD et al., 2014),
engloba cerca de 1300 espécies espalhadas pelas regidoes do mundo (CARMO, 1947). Esta
familia, do ponto de vista botanico, abrange importantes géneros de plantas suculentas, com
vérias espécies conhecidas no paisagismo. A maior parte dos membros desta familia destaca-
se por sua estrutura xeromorfica, isto €, por possuirem em seu tecido um compartimento que é
capaz de estocar e, por conseguinte, inibir a perda de dgua tanto nas folhas quanto no caule
(BAILEY, 1953; HILL, 1998). O caule destas espécies é constituido de células de paredes
finas que se aprofundam pela epiderme, no tecido sub-dermal ou até mesmo em camadas mais
profundas. Pela disposicdo destes tecidos, toda a estrutura torna-se impregnada por resina,
formando uma fina camada no caule que é capaz de reduzir a evaporacdo de liquidos em
algumas espécies de Kalanchoe, (METCALEF; CHALK, 1950; BAILEY, 1953), como a
Kalanchoe pinnata, que assim como outras espécies do mesmo género é nativa de
Madagascar. Outro exemplo de adaptacdo fotossintética de espécies deste género em resposta
a estresses causados pela limitacao hidrica € um tipo de metabolismo fotossintético conhecido
como metabolismo A4cido das crassulaceas (metabolismo CAM). Este fen6meno esti
relacionado a incorporagdo de CO, atmosférico durante a noite, culminando na acumulacdo de
4cidos organicos durante o mesmo periodo (LUTTGE, 2004).

As plantas representantes desta familia sdo herbaceas, carnosas ou subarbustos, com
folhas planas ou cilindricas, suculentas, opostas ou verticiladas, raramente alternas, simples,
ocasionalmente compostas, pinadas, sem estipulas. Possui frutos do tipo foliculo,
ocasionalmente capsula. Suas raizes possuem as pontas avermelhadas, como caracteristica
geral da familia Crassulaceae (BAILEY, 1953). Esta coloracdo é determinada pelo pigmento
antocianina, o qual € intensificado pela incidéncia da luz (METCALEF; CHALK, 1950). De
maneira geral, as crassuldceas ndo sdo plantas de aparéncia atrativa, pelo contrario, suas
folhas tem aparéncia rdstica e normalmente necessitam de minimos cuidados de cultivo
(BAILEY, 1953). Suas flores, contudo, possuem aparéncia bastante interessante, em formato
pendular ou de sino, e podem apresentar cor roxo, amarelo ou vermelho (Figura 2A, 2B e 2C).



Figura 2A e 2B. Flores de Kalanchoe daigremontiana. Formato de sino, flores pendulares e cores que
variam de vermelho a roxo (http://www.ecoterrazas.com/blog/kalanchoe-daigremontiana-el-aranto-
prodigioso); Figura 2C. Flor de Kalanchoe pinnata. Formato de sino caracteristico do género,
demonstrando flor com cores amarela e vermelha mescladas (http://pixabay.com/pt/planta-de-goethe-
flor-269758).

O nome Kalanchoe foi empregado pela primeira vez por Michel Adanson em 1753,
durante uma longa viagem de explora¢do ao Senegal que resultou na publicacao de "Histoire
Naturelle du Sénégal" em 1757 e, em 1763, "Les Familles Naturelles des Plantes". Na China,
pais indicado por Adanson como de origem do género, usa-se um nome o qual tem transcri¢ao
fonética de "Kalan Chauhuy", que significa: "que cai e que cresce", em referéncia a forma de
propagacdo dos embrides foliares da planta a partir da margem (ALLORGE-BOITEAU,
1996) (Figura 3).

Figura 3. Propagacdo da planta a partir da margem foliar (foco nos circulos vermelhos), ponto de
crescimento de novas folhas (Cortesia da Dr* Marcela Aratijo Soares Coutinho; NPPN / UFRJ).

No Brasil, espécies da familia Crassulaceae ocupam lugar de destaque, uma vez que sao
empregadas na medicina popular devido as comprovadas propriedades balsamicas. As mais
conhecidas s@o as dos géneros Kalanchoe, Sedum e Bryophyllum. As espécies pertencentes a
estes géneros sdo conhecidas no Brasil por: balsamo, saido, folha-de-fortuna, folha-da-costa,
folha-da-bahia, coirama-branca, coerama, coerama-de pernambuco, paratudo-de-alagoas. Em
se tratando da Kalanchoe, no total este género compreende cerca de 125 espécies
(ALLORGE-BOITEAU, 1996; MILAD et al., 2014).
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A espécie Kalanchoe pinnata (Lamarck) Persoon (Figura 4) foi primeiramente descrita
pelo naturalista francés Jean-Baptiste Pierre Antoine de Monet de Lamarck. E uma erva
perene, suculenta que possui folhas opostas, longo-pecioladas, simples, crenadas, carnudas,
com adorno avermelhado e com cerca de 18 cm de comprimento, sendo o caule comprido e
oco. Suas flores sdo roxas ou amarelas, pendentes, em formato de sino e em cachos. Possui
reproducdo vegetativa mediada por embrides foliares nas margens das folhas (ALLORGE-
BOITEAU, 1996). E nativa dos tropicos do Velho Mundo e cultivada no sul da Flérida,
Bermudas, Bahamas, China, Australia, oeste da India e América tropical (BALZER, 1949;
KAMBOJ; SALUJA, 2009). Esta € a unica espécie de Kalanchoe encontrada na América do
Sul, sendo popularmente conhecida como saido roxo, coirama vermelha ou folha da fortuna.

A espécie apresenta as seguintes sinonimias botanicas: Bryophyllum pinnatum Kentz.
(segundo reclassificacao feita pelo naturalista alemao Lorenz Oken), Bryophyllum calycinum
Salisb., Bryophyllum germinans, Cotyledon rhizophylla, Cotyledon calyculata, Cotyledon
calycina, Cotyledon pinnata, Crassula pinnata, Kalanchoe brevicalyx, Kalanchoe calcicola,
dentre outros. A Kalanchoe pinnata é a espécie mais pesquisada do género Kalanchoe, tendo
sido relatados estudos quimicos, toxicoldgicos e farmacologicos para a mesma.

x|
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Figura 4. Kalanhoé pinnat Lam.) Pers. Demstragﬁo da planta com todos os componentes:
algumas folhas, flores e caule (Cortesia da Dr* Marcela Aratijo Soares Coutinho; NPPN /UFRJ).

1.2.1 Constituintes quimicos do género Kalanchoe

Sabe-se que diversos fatores influenciam na constituicdo quimica de uma espécie
vegetal, dentre eles a composi¢do do solo, a acdo de raios ultravioleta, a quantidade de CO,
ofertada e até mesmo a estacdo do ano no qual a planta é coletada (MUZITANO et al., 2011;
CEUSTERS et al., 2013; NASCIMENTO et al., 2015a; NASCIMENTO et al., 2015b).



Consequentemente, variam também os potenciais bioldgicos de acordo com a presenca e a
quantidade de um ou outro composto. As plantas do género Kalanchoe sio normalmente
encontradas em solos ricos em matéria organica e umidade (ARANSIOLA et al., 2014),
justificando a ampla gama de constituintes quimicos nas mesmas. Recentes estudos com uso
de suplementacgao de luz azul mostram que o perfil fitoquimico da espécie Kalanchoe pinnata
pode ser modificado, aumentando assim algumas capacidades bioldgicas de maneira
significativa (NASCIMENTO et al., 2013).

Diversos autores isolaram e identificaram véarios componentes de diferentes espécies de
Kalanchoe. Estes compostos podem ser classificados nos seguintes grupos: flavonoides
glicosilados, alcaloides, antocianinas, cumarinas, triterpenoides, fenantrenos, lipideos,
esteroides e acidos graxos (MARRIAGE; WILSON, 1971; GAIND; GUPTA, 1972; 1974;
SHARMA; PRIYANKA, 2011; MILAD et al., 2014). Suas folhas conttm um grupo de
substancias quimicas denominadas bufadienolideos, que sdo extremamente ativas e tem
despertado o interesse da comunidade cientifica. Estas substancias sao bastante similares, do
ponto de vista estrutural e de atividade, a dois glicosideos cardiacos: digoxina e digitoxina,
que sdo drogas utilizadas na clinica para o tratamento de insuficiéncia cardiaca congestiva e
condi¢des afins. Em pesquisas clinicas, os bufadienolideos de KP t€ém demonstrado atividades
antibacteriana, antitumoral, preventiva do cancer e inseticida (SHARMA; PRIYANKA,
2011).

Outras substancias ja encontradas no género Kalanchoe incluem: acido aracddnico,
astragalina, acido beénico, amirina beta, benzenoides, beta-sitosterol, briofolenona,
briofolona, briofilina, briofilina A-C, briofilol, briofinol, briotoxina C, bufanolideos, acido
cafeico, campesterol, cardenolideos, acido cinamico, clerosterol, clionasterol, codisterol,
acido cumarico, epigalocatequina, acido ferdlico, friedelina, glutinol, hentriacontano,
1sofucosterol, kaempferol, acido oxalico, oxaloacetato, acido palmitico, patuletina, peposterol,
fosfoenolpiruvato, acido protocatecdico, pseudotaraxasterol, piruvato, quercetina, esteroides,
estigmasterol, acido succinico, acido siringico, taraxerol e triacontano (JOSEPH et al., 2011).
Estudos anteriores sobre a composi¢do quimica de K. pinnata mostraram que bufadienolideos
(YAMAGISHI et al., 1989), terpenoides e flavonoides (COSTA et al., 1995) sdo os principais
constituintes desta espécie. Outras classes de compostos incluem flavonoides glicosilados
como a quercetina-3-L ramnosideo-L. arabinofuranosideo, quercetina-3 diarabinosideo e
kaempferol-3-glicosideo, muitos alcanos C25-C35 (hentriacontano-n,-n  triacontano
predominando) e alcan6is C 26-C 34. Triterpenoides pentaciclicos, como o-amirina, b-
amirina e esterois como sitosterol também ja foram isoladas a partir da fracdo insaponificavel.
Além disso, a presenca de outros compostos fendlicos como o 4cido p-hidroxibenzobico e
acidos organicos como isocitrico e acido citrico tem sido relatada.

Mais recentemente, além da quercetina, foram isolados a partir das inflorescéncias de
KP quatro flavonoides glicosilados, e em estudos de Coutinho e colaboradores (2012) dois
destes flavonoides foram descritos pela primeira vez na espécie K. pinnata: miquelianina
(quercetina  3-O-p-D-glicuronopiranosideo) e isoquercitrina  (quercetina  3-O-f8-D-
glicopiranosideo). Todos os flavonoides citados neste estudo apresentaram potencial
atividade contra a proliferacdo de células T in vitro (COUTINHO et al., 2012), sendo esta
uma caracteristica importante de drogas imunossupressoras.

Outros autores também investigaram classes de compostos presentes na K. pinnata,
reconhecendo alguns componentes ativos, como: fendis, fenilpropanoides, flavonoides,
triterpenoides, esteroides, saponinas e alcaloides (OKWU; JOSIAH, 2006; KAMBOJ;
SALUJA, 2009; PRASAD et al., 2012; AFZAL et al., 2012b). Devido a esta enorme
diversidade quimica, a atividade anti-inflamatéria de KP tem sido atribuida ao sinergismo
entre flavonoides (quercetina, kaempferol, rutina e luteolina), triterpenoides e esteroides (a- e



[-amyrinandstigmast-4,20(21),23-trie-3-one) (QUAZI MAJAZ et al., 2011b; SIMAO DA
SILVA et al., 2011; AFZAL et al., 2012a, 2012b).

1.2.2 Propriedades terapéuticas da Kalanchoe pinnata

Kalanchoe pinnata (Lamarck) Persoon é uma planta medicinal utilizada popularmente
no Brasil e em outras partes do mundo para o tratamento de diversas doencas inflamatorias
(ROSSI-BERGMANN et al., 1994). E uma das espécies mais antigas introduzida nos jardins
botanicos europeus, sendo considerada nativa de Madagascar e naturalizada nos trépicos. Esta
espécie € a mais generalizada do género Kalanchoe, principalmente nas regides tropicais e
especialmente devido as suas propriedades medicinais (BOITEAU; ALLORGE-BOITEAU,
1995).

O uso extensivo desta planta medicinal na terapia complementar e alternativa tem sido
amplamente divulgado, principalmente em relacdo as folhas, para o tratamento de
inflamacdes, cicatrizacao e dlceras (MORS et al., 2000). Diversas outras indica¢des populares
envolvem a K. pinnata, e até o presente momento podemos encontrar varios artigos de revisao
que listam estas propriedades. Dentre elas estdo: acdo contra dor, gastrite, diarreia,
dismenorreia, desordens hepdticas, febre, infertilidade feminina, infeccdes urindrias, picadas
de cobra e escorpido, lepra, tosse, asma, calculos renais, artrite e doengas cardiovasculares
(HUTCHINGS et al., 1996; VAN WYK et al., 1997; BISWAS et al., 2011; QUAZI MAJAZ
etal.,2011a; MILAD et al., 2014).

Ao redor do mundo, o uso da KP geralmente esta relacionado com a prevaléncia das
enfermidades do local. Por exemplo, em algumas partes do sul, oeste e centro de provincias
de Camardes, a medicina popular considera as folhas de Kalanchoe pinnata como um
remédio util contra a hipertensdo, atividade que foi inclusive comprovada por Bopda e
colaboradores recentemente, em estudos envolvendo dieta rica em sédio em ratos (BOPDA et
al., 2014). No sudeste da Nigéria, esta erva ¢ utilizada para facilitar o desprendimento
placentario apos a parturi¢do. Suas folhas sdo usadas externamente para combater fungos de
pele (MISRA; DIXIT, 1979), bem como em forma de infusdes para tratamento da febre. E
também utilizada para bronquite aguda e cronica, pneumonia e outras formas de infeccdes do
trato respiratdrio, como a asma. Esta planta é ainda considerada diurética e supressora da
tosse. No Brasil, existem relatos de seu uso na doenca periodontal, queilite (inflamagao nos
labios), 1abios rachados em criancas, equimoses e feridas (MOURAO et al., 1999). E utilizada
ainda para picada de insetos na India e Sri Lanka (ROSSI-BERGMANN er al., 1994),
infeccOes de ouvido e desinteria na Nigéria (AKINPELU, 2000), febre, abscessos, tosse,
doencas de pele e como citotéxica (KUO et al., 2008), colera, doengas urinarias, panaricio
(inflamacdo nas unhas) na Africa e Asia (SIDDIQUI et al., 1989), injurias teciduais (LIU et
al., 1989) artrite e dlceras géstricas (ROSSI-BERGMANN et al., 1994) no Taiwan. As folhas
trituradas sdo esfregadas ou colocadas sobre a testa a fim de trazer alivio para dores de cabeca
na Africa (AKINPELU, 2000), reumatismo na Indonésia (SUPRATMAN ez al., 2001a),
tratamento de infec¢des pulmonares, artrite reumatoide, como imunomoduladora e contra
dlceras géstricas. A KP é também amplamente utilizada como adstringente, analgésico e para
controle da ndusea e vomito (QUAZI MAJAZ et al., 2011a). Na medicina tradicional africana
¢ utilizada contra otites, dores de cabeca, inflamacgdes, convulsdes e debilidades de uma
maneira geral (NGUELEFACK et al., 2006). Também ¢é relatado o uso da espécie como um
potente anti-histaminico (PAL et al., 1999), e para o tratamento de cédlculos renais, ulceras
géstricas e edema de membros (OKWU; NNAMDI, 2011).

Cientificamente, diversas atividades farmacoldgicas da K. pinnata ja foram reportadas e
comprovadas (SUPRATMAN et al., 2001b; YADAV; DIXIT, 2003; AFZAL et al., 2012b),
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como a atividade antidiabética, antioxidante, antineopldsica, imunomodulatdria,
antilipidémica, antialérgica, antiviral, antitumoral, hepatoprotetora (YADAV; DIXIT, 2003),
atividade anticolinesterasica contra larvas de Aedes aegipty (TREVISAN et al., 20006),
antifiingica, bactericida, analgésica (ROSSI-BERGMANN et al., 1997), gastroprotetora,
antitrombotica, hipotensora (OJEWOLE, 2005), antiurdlitos (SHUKLA et al.,, 2014
PHATAK; HENDRE, 2015) imunossupressora (ALMEIDA et al., 2000) e relaxante muscular
(PLANGGER et al., 2006).

A atividade anti-inflamatéria de extratos de KP foi descrita em diferentes modelos de
inflamacdo (HEMA et al., 1986; PAL; CHAUDHURI, 1990; 1991), sendo esta atribuida, pelo
menos em parte, ao sitosterol e a alcoois alifaticos. Uma subfragdo do macerado em metanol
das folhas frescas desta planta apresentou atividade antiulcerogénica em nove modelos
experimentais diferentes, tais como lesdo géstrica induzida por aspirina, indometacina,
serotonina, reserpina, estresse, etanol e acido acético em ratos, bem como lesdo géstrica
induzida por 4cido acetilsalicilico em porcos da india (PAL; CHAUDHURI, 1990; 1991). A
utilizacdo de suas folhas com objetivos anti-inflamatorios e antissépticos, a fim de tratar tosse,
ulceras e feridas foi relatada em estudos recentes (EL ABDELLAQUI et al., 2010; CHIBLI et
al., 2014), sendo identificados compostos ja relatados na literatura, mas também novos,
através da identificacdo de moléculas com atividade antimicrobiana de extratos vegetais.

Foi relatada a capacidade desta planta em modular o sistema imunolégico (ALMEIDA
et al., 2000). Este estudo fornece evidéncias de que os acidos graxos presentes na Kalanchoe
pinnata podem ser responsaveis, pelo menos em parte, por seu efeito imunossupressor in vivo.
A atividade antitumoral do extrato das folhas da KP foi investigada no estudo de Supratman e
colaboradores (2001a). Neste estudo, cinco bufadienolideos foram isolados deste extrato,
sendo observado efeitos inibitdrios na ativacdo do antigeno viral Epstein-Barr, encontrado nas
células induzidas pelo promotor do tumor (/2-Otetradecanoylphorbol-13-acetate). Estes
compostos isolados do extrato da KP mostraram-se como potentes agentes quimiopreventivos
para o cancer (SUPRATMAN et al., 2001a).

O estudo de Biswas e colaboradores (2011) investigou os efeitos do extrato aquoso das
flores da KP na pressao sanguinea de gatos anestesiados, bem como a condi¢do geral dos rins
e figados de coelhos. Os resultados revelaram que houve leve alteracdo da pressdo sanguinea
dos gatos, com uma reducao do efeito hipertensor induzido pelo uso da adrenalina.

Efeitos neurofarmacolégicos também foram investigados para o extrato das folhas da
KP em camundongos. Observou-se intensa diminui¢do da atividade exploratoria de forma
dose-dependente, bem como efeito sedativo marcante no comportamento destes animais, com
potencializacdo do tempo de sono induzido por barbitiricos. Além disto, este extrato retardou
o tempo de inducdo de convulsdes induzidas por estricnina e picrotoxina, indicando que o
extrato possui agdo depressora central no sistema nervoso central (SALAHDEEN;
YEMITAN, 2006).

Foram realizados ainda estudos bioldgicos com relacdo a propriedade antiofidica de
duas espécies de Kalanchoe: K. brasiliensis e K. pinnata. Ambas as espécies inibiram (in
vitro) a enzima fosfolipase do veneno de Bothrops jararaca, sendo que a K. pinnata mostrou-
se mais ativa que a K. Brasiliensis. Além disto, as duas espécies foram capazes de reduzir
significativamente a atividade hemorragica induzida pelo veneno de B. jararaca,
apresentando inclusive efeito antiedematogénico significativo e compardvel ao do anti-
inflamatorio esteroidal dexametasona (FERNANDES, 2015).

Uma atividade interessante de KP € a inibicao da contratilidade do musculo detrusor na
vesicula urinaria de porcos. Esta acdo foi observada em estudo de Schuler e colaboradores
(2012), como uma nova opg¢do de tratamento para uma enfermidade conhecida como bexiga
hiper-reativa. Dada a proximidade de composi¢do de tecidos humanos com os suinos, este
tipo de abordagem do uso de KP torna-se ainda mais interessante. Isto pode ser evidenciado
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em um estudo clinico no ano seguinte (BETSCHART et al., 2013), o qual utilizou 20
pacientes humanos, do sexo feminino, sob tratamento por 8 dias com capsulas manipuladas
contendo extratos de KP. Quando comparadas ao grupo placebo, houve uma tendéncia a
redu¢do da micgdo nas pacientes tratadas com esta espécie vegetal.

Estudos realizados por Ojewole e colaboradores (2005) investigaram as propriedades
antinociceptiva e anti-inflamatéria do extrato aquoso das folhas de K. pinnata, em doses que
variaram de 25 a 800 mg/kg (i.p.), O efeito antinociceptivo foi observado através do teste da
placa quente e do teste das contor¢cdes abdominais induzidas por 4cido acético. Ambos o0s
testes demonstraram efetividade do extrato a partir da dose de 50 mg/kg por via
intraperitoneal. A atividade anti-inflamatdria do extrato de KP foi investigada através do
edema de pata induzido por albumina, sendo observados resultados significativos quando
utilizou-se a dose de 400 mg/kg pela via oral (OJEWOLE et al., 2005). Utilizando o mesmo
intervalo de doses, e dando continuidade ao estudo supracitado (OJEWOLE et al., 2005), foi
avaliada a atividade antidiabética do extrato das folhas de KP. Neste ensaio, o efeito
hipoglicémico foi observado quando camundongos foram pré-tratados com as doses de 400 e
800 mg/kg do extrato por via oral, sendo esta dltima a dose responsavel pela redu¢do maxima
da glicemia dos animais. Especula-se que flavonoides como os polifenois, triterpenoides e
outros constituintes quimicos da espécie possam ter contribuido para estes resultados
(OJEWOLE, 2005), sendo necessarios estudos mais especificos para corroborar tais achados.

Nao se pode negar a importancia e correlagdo da presenca de flavonoides e efeitos
terapéuticos na Kalanchoe pinnata. Um bom exemplo é a quercitrina (quercetina 3-O-o-L-
ramnopiranosideo), um dos constituintes biologicamente ativos obtidos a partir do extrato
aquoso da KP, que demonstrou ser um potente composto leishmanicida com um perfil de
baixa toxicidade. Esta foi a primeira demonstracio de atividade leishmanicida proveniente de
um glicosideo flavonoide (MUZITANO et al., 2006). No estudo de Quazi Majaz e
colaboradores (2011b) também foi observada atividade anti-helmintica através de extrato das
raizes da KP, especialmente em concentracdes maiores que 100 mg/mL e em menor tempo
quando comparada a droga de referéncia do estudo, o citrato de piperazina. Neste mesmo
estudo, a andlise fitoquimica do extrato bruto da KP revelou a presenga de taninos, os quais
seriam responsaveis por esta atividade anti-helmintica.

Recentemente, foi relatado o efeito protetor da Kalanchoe pinnata no choque anafilatico
fatal, onde o pré-tratamento com o extrato dessa planta protegeu camundongos contra choque
anafilatico fatal (CRUZ et al., 2008). Considerando que compostos flavonoides inibem a
liberacao de histamina (KAWAI et al., 2007), efeito caracteristico de substincias com
atividades antialérgicas, parece que flavonoides como a quercetina glicosilada presente na K.
pinnata, t€m esta propriedade ativa (SHAIK et al., 2006).

Flavonoides como a quercetina e formas glicosiladas deste, foram descritos e isolados
das flores da KP pela primeira vez em estudo de Coutinho e colaboradores (2012), sendo
demonstrada atividade destes flavonoides em inibir a mitogénese de células T murinas, bem
como inibi¢do da sintese de IL-2 e IL-4, sem causar toxicidade celular. Estes resultados
demonstraram que as flores da KP podem ser uma fonte rica em de flavonoides
imunomodulatérios, comprovando mais uma vez sua utilizacdo terapéutica para doengas
inflamatorias.

A atividade cicatrizante do extrato das folhas de KP foi avaliada através do modelo de
excisdo cirdrgica em ratos. No décimo primeiro dia apds a produgdo da ferida houve um
aumento na cicatrizacdo da area da ferida de cerca 86%, quando comparado ao grupo de
animais controle (68%), sendo também confirmado através de andlise histologica. Esta
atividade cicatrizante pode ser atribuida a presenca de glicosideos esteroidais como, por
exemplo, bufadienolideo, uma aglicona esteroidal presente nesta espécie (NAYAK;
MARSHALL, 2010).
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Em estudo paralelo do grupo foi proposta uma alternativa terap€utica para uso em
feridas da pele, através do delineamento de uma formulacdo farmacéutica de uso tdpico
contendo o extrato de folhas de KP a 6%, e outra contendo seu flavonoide majoritirio
(denominado KPFV nesta tese) a 0,15%. Em ensaios de cicatrizacdo em ratos, ambos 0s
cremes mostraram-se eficazes na contragdo da ferida, ressaltando-se a concentracdo 40 vezes
inferior de KPFV. Em apenas oito dias de tratamento, diferencas significativas foram
observadas nos grupos tratados com os cremes a base de extrato de KP e de KPFV. Apés o
12° dia de tratamento houve cicatrizacdo de praticamente 100% em ambos os grupos,
evidenciando o potencial desenvolvimento de um produto de origem vegetal util na
cicatrizacao de feridas (COUTINHO, 2013).

Sob o prisma de utilizagao de uma planta como fitoterapico para uso humano e animal,
deve-se sempre considerar a toxicidade dos compostos obtidos da espécie para maior
seguranca na terapéutica. O extrato da espécie Kalanchoe brasiliensis foi avaliada
toxicologicamente em camundongos, nas doses de 250, 500 e 1000 mg/kg (p.o.), tendo
demonstrado baixa toxicidade mesmo quando administrado durante 30 dias, ndo havendo
alteracdo de peso corpdéreo dos animais, do consumo de dgua ou racdo, de sinais clinicos
compativeis com toxicidade, e nem mesmo morte (FONSECA, 2014).

Por sua vez, a toxicidade do extrato de K. pinnata foi avaliada pela equipe
coordenada pela Prof® Sonia Soares Costa (colaboradora em nosso projeto; NPPN/UFRIJ) e
pela Prof* Bartira Rossi-Bergmann (IBCCF-UFRIJ). Neste estudo, o tratamento com o extrato
aquoso das folhas de KP foi instituido por via oral em camundongos saudaveis, bem como em
um caso humano de leishmaniose cutanea. Os tratamentos diferiram em relacdo a duracio e
frequéncia, sendo de 30 dias (uma vez ao dia) para o grupo de camundongos, e de 14 dias
(duas vezes ao dia) para o paciente humano. Utilizando-se as doses supra-terapéuticas de 163
e 215 mg/kg, respectivamente, ndo foi observada nenhuma reacdo adversa. Através da
dosagem sérica de amostras coletadas ao fim do experimento, os niveis séricos de
alanina-aminotransferase (ALT), de aspartato-aminotransferase (AST), de wureia e de
fosfatase alcalina de ambas as espécies permaneceram inalterados, indicando auséncia de
toxicidade cronica ao figado, ao coracdo e aos rins (TORRES-SANTOS ez al., 2003).

Posteriormente, outros autores buscaram determinar a toxicidade aguda através da
DLs, para o extrato aquoso das folhas de K. pinnata. Doses entre 0,1 até 8 g/kg foram
administradas por via oral a camundongos, € nem mesmo as doses mais elevadas foram
capazes de levar a morte estes animais. Desta forma, ndo foi possivel determinar o valor
de DLs, para esse extrato (SOUSA et al., 2005). A segurangca do extrato de K. pinnata
foi confirmada, ainda, em ensaio clinico realizado em 67 mulheres grividas (25 a 35
semanas de gestacdo), onde ndo foi verificado qualquer sinal de toxicidade na mae e no
neonato (PLANGGER et al., 2006).

Foi demonstrada também a seguranca de metabolitos bioativos isolados de KP. Nenhum
dos flavonoides testados apresentou citotoxicidade significativa no teste de liberacdo da
enzima lactato-desidrogenase, uma enzima citoplasmatica que é encontrada no sobrenadante
quando ocorre lise celular (MUZITANO et al., 2006; COUTINHO et al., 2012).

Visto que a Kalanchoe pinnata é utilizada para insonia e distirbios emocionais durante
o trabalho de parto (HOSOMI et al., 2014) estudos recentes testaram a tintura mae de KP em
ratos Wistar e seus fetos durante a gestagdo. A administracdo didria deste composto nao
interferiu no desenvolvimento fetal nem da parturiente, demonstrando assim certa seguranga
no uso deste composto nestas condi¢des clinicas (HOSOMI et al., 2014).

Desta forma, os dados disponiveis até o momento na literatura nio indicam toxicidade
desta espécie vegetal nas condi¢cdes em que foram obtidos, o que a torna ainda mais
promissora para o desenvolvimento de novos alvos terapéuticos.
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1.3 INFLAMACAO

A inflamacdo € um processo complexo que se inicia a partir de um trauma fisico,
quimico ou microbioldgico, sendo um fendmeno fisiolégico importante para reparar e
remover tecidos afetados por agentes potencialmente patogénicos (O’BYRNE; DALGLEISH,
2001; LAWRENCE et al., 2002). Contudo, quando exacerbado e prolongado, esse processo
pode levar a efeitos deletérios (GILMAN et al., 2012).

O termo “inflamacdo” provém da palavra latina “inflammatio”, que significa colocar
fogo, remetendo a um dos sinais cardinais da inflamacdo. Estes sinais foram definidos por
Cornelius Celsius (30 a.C. — 38 d.C.) na expressdo: “rubor et tumor cum calore et dolore”,
que significa “rubor e tumefacdo, acompanhados de calor e dor”. Em meados do século XIX a
perda da fun¢do foi inclusa pelo patologista alemdo Rudolf Virchow (1821-1902) como o
quinto sinal cardinal (KALISCH, 1975), embora o médico grego Claudio Galeno (129-216
d.C.) receba com frequéncia o mérito por este feito (RATHER, 1971).

Os fendmenos que garantem os sinais cardinais da inflamacdo sdo compostos por
alteracdes celulares e vasculares que ocorrem no tecido lesionado. Ocorre dilatacdo vascular,
garantindo os sinais de rubor, ou hiperemia, e o calor, uma vez que ha aumento do fluxo
sanguineo no sitio inflamatério. Com o fluxo aumentado, a coloracdo avermelhada das
hemécias que se encontram dentro do vaso sanguineo torna-se evidente no tecido afetado.
Além disto, o aumento do influxo de sangue no local permite a troca de calor entre as partes
internas do organismo e a periferia. O aumento do metabolismo local também determina o
calor presente no sitio da inflamacao. A alteragdo na permeabilidade capilar, com consequente
aumento da exsudacdo de fluidos a partir dos vasos sanguineos e proteinas para os tecidos
adjacentes, resulta no edema, tumefagdo ou inchago. Este aumento da permeabilidade permite
ainda o acumulo de células de defesa e formacdo de tecido de granulagdo em alguns casos.
Por sua vez, a dor ocorre por um aumento de pressdo nas terminacOes nervosas, mas
principalmente pela liberacdo de mediadores sintetizados no processo inflamatdrio e em seu
decorrer. E devido a dor e ao edema local que a movimentagdo do tecido afetado pode ser
inibida e até mesmo abolida, podendo assim ocorrer perda da funcio tecidual (JONES et al.,
2000; MONTENEGRO; FECHIO, 2010).

1.3.1 Fisiopatologia da inflamacao

A inflamacao pode ser dividida em trés fases, que resultam de diferentes mecanismos:
uma fase aguda, caracterizada por vasodilatacio local e aumento da permeabilidade vascular;
uma fase subcrOnica, caracterizada por infiltracdo leucocitaria e de células do sistema
fagocitario mononuclear, sendo os neutréfilos o tipo celular mais envolvido, seguido dos
mondcitos que maturam até macréfagos e influenciam outros macréfagos residentes. Por fim,
pode ocorrer uma fase cronica, onde geralmente desenvolve-se lesdo tecidual permanente com
substitui¢do de células funcionais por células fibrosas e afuncionais (ROTELLI et al., 2003;
RICCIOTTI; FITZGERALD, 2011).

Portanto, o processo inflamatdrio tem origem a partir de eventos vasculares, sendo sua
manuten¢do garantida por diversos mediadores inflamatorios sintetizados e liberados in situ
(Figura 5). Mediadores como o 6xido nitrico (NO), as prostaglandinas (PG), dentre elas as
prostaciclinas (PGI), s@o responsaveis por promoverem a vasodilatagdo, o aumento do fluxo
sanguineo e da permeabilidade dos vasos (VERGNOLLE, 2008). A liberacdo simultanea de
histamina, bradicinina, fator de agregacdo plaquetaria (PAF) e leucotrienos (LT) promove
ainda a dilatagdo de pequenas arteriolas, a qual pode ser seguida de reducao do fluxo com
eventual estase do sangue. Este fendmeno resulta em exsudacdo plasmética, uma vez que
estes mediadores levam ao aumento da pressdo oncdtica vascular e da permeabilidade das
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vénulas, permitindo o extravasamento de fluidos para o espago extravascular (GILROY et al.,
2004; RANG et al., 2007). Estes eventos garantem ainda a passagem de macromoléculas,
como algumas proteinas, bem como a migra¢do de células a partir do endotélio vascular até o
tecido circundante, o que ocorre logo nas primeiras horas apos o estimulo inflamatério e
contribui para a formacao do edema tecidual local (GILROY et al., 2004).

CELULA PLASMA
Ativacao Ativacdo fator
Pré-formado Recém-formado
complemento Hageman
Histamina PGs C3 .
Serotonina 1 ; LTs ’ / - s Sistema
Enzimas ‘ | PAF | . C5a { cininas / BK
lisossomiais / * Citocinas ! 4 ;‘ [ |
TNF NO C'b 5 Coagulacao /
5.

- fibrinolitico

Figura 5. Principais mediadores liberados por fatores celulares e plasméiticos durante o processo
inflamatério (modificado de KUMAR et al., 2010).

Em sequéncia, ocorrem os eventos celulares da inflamacdo, que t€ém a participacdo de
células residentes normalmente nos tecidos, como as células endoteliais, os macréfagos
teciduais e os mastocitos, bem como das plaquetas e dos leucécitos, que t€ém acesso a partir do
sangue. O fendmeno de transmigracdo leucocitaria (Figura 6) ocorre através de estimulos
quimiotaticos, a partir dos quais os polimorfonucleares alcangam a 4rea inflamada, realizando
este processo através do endotélio vascular (RANG et al., 2007, MEDZHITOV, 2008;
ROBBINS; COTRAN, 2010). Este evento inicia-se com a marginalizacdo endotelial dos
leucocitos a partir do fluxo sanguineo, os quais em seguida realizam o rolamento ao longo do
endotélio ativado. A etapa de adesdo € garantida por moléculas conhecidas como selectinas,
permitindo a desaceleragdo dos leuctcitos em relacdo ao fluxo vascular, com posterior
migracdo destes para fora do vaso sanguineo, em direcdo ao espaco extravascular
(MARSHALL et al., 2003). Este processo, denominado diapedese, € regulado pela ativacio
de diferentes familias de moléculas de adesdo, como as selectinas e as integrinas. Estas
encontram-se no endotélio inflamado e sdo passiveis de interacio com contraligantes
correspondentes presentes nos neutréfilos, capturando-os para a margem endotelial e dai ao
espaco extravascular. A atragdo dos neutréfilos em dire¢do ao agente invasor é mediada por
substancias quimicas denominadas quimiotaxinas (ou quimiocinas), as quais podem ser
liberadas por micro-organismos ou produzidas localmente por células como os macrofagos,
como € o caso da IL-8. A partir deste evento, os neutréfilos sdo entdo capazes de englobar,
matar e digerir micro-organismos através de produtos téxicos do oxigénio e de enzimas
proteoliticas (RANG et al., 2007).
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Figura 6. Transmigracdo leucocitdria (Adaptado de ROBBINS; COTRAN, 2010).

O desfecho usual do processo inflamatério agudo € a resolu¢do com reparacdo do
tecido lesado, restabelecendo a homeostase. Quando o estimulo nocivo persiste, mantendo-se
assim a disfuncao fisioldgica, pode ocorrer o aparecimento de cicatrizes ou até mesmo a perda
de funcido do tecido envolvido, constituindo-se uma situacdo de inflamagdo cronica
(NATHAN 2002).

1.3.2 O acido aracdonico e as prostaglandinas

A partir de um trauma tecidual de natureza mecanica/traumatica, quimica, inflamatéria
ou mitogénica, é ativada a enzima fosfolipase A, (PLA;), que hidrolisa os fosfolipidios da
membrana celular liberando o 4cido aracddnico, que normalmente encontra-se estocado na
membrana celular como éster glicerol (GILMAN et al., 2012). Como consequéncia, ocorre o
aumento na producdo de mediadores inflamatdrios como as prostaglandinas, tromboxano A; e
leucotrienos. Deste ponto de vista, a inibi¢do da fosfolipase A, pode ser considerada uma
atividade anti-inflamatéria interessante do ponto de vista terapéutico (CARVALHO et al.,
1997; FITZGERALD, 2003).

O 4cido aracdonico (AA) é um acido graxo, composto de 20 carbonos, que pode ser
convertido pela enzima cicloxigenase nos compostos intermedidrios PGG, e PGH,;
(prostaglandinas G, e H, respectivamente) (KUMMER; COELHO, 2002; RICCIOTTI;
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FITZGERALD, 2011) (Figura 7). Existem quatro principais subtipos de prostaglandinas
bioativas: PGE,, PGL, PGD, E PGF.a. Todas sdo amplamente sintetizadas ¢ agem como

mediadores autdcrinos e paricrinos a fim de manter a homeostase do organismo
(RICCIOTTL; FITZGERALD, 2011).
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Figura 7. Cascata inflamatéria e geracdo de prostanoides a partir do 4cido aracddnico (adaptado de
RICCIOTTI; FITZGERALD, 2011). PLA, = fosfolipase A,; COX = cicloxigenase; PG =
prostaglandina; TXA, = tromboxano A,; PGI, = prostaciclina I,; CMLVs = células de musculo liso
vascular. Quadros em rosa contém os tipos e subtipos de receptores para cada prostanoide.

As prostaglandinas sdo membros de uma grande familia de compostos endogenos
conhecidos como eicosanoides, derivados de 4cidos graxos insaturados que apresentam 20
atomos de carbono (como o AA). Estas moléculas foram descobertas por dois ginecologistas
americanos, Kurzok e Lieb, no inicio da década de 30, no sémen humano. Em 1935, um
pesquisador sueco, von Eliiler, observou que extratos de liquido seminal e de glandulas
acessorias afetavam a pressdo sanguinea e a funcdo contritil da musculatura lisa, Foram entdo
denominadas prostaglandinas (PGs), provavelmente por terem niveis elevados em extratos de
prostata (BERGSTROM et al., 1959; SPINOSA et al., 2011).

Ao contrario de muitos autacoides, as prostaglandinas ndo estdo armazenadas em
vesiculas ou outros compartimentos organicos; sua presenca no organismo depende
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exclusivamente de sua sintese a partir de dcidos graxos disponiveis que, como os complexos
fosfolipidicos, fazem parte de membranas celulares (SPINOSA et al., 2011). A sintese de
prostaglandinas durante a resposta inflamatéria muda consideravelmente, aumentando-se os
niveis e subtipos de prostaglandinas assim que se inicia o processo inflamatério, garantindo
desta forma o recrutamento de leucdcitos e o infiltrado de células imunes no local
(RICCIOTTTL; FITZGERALD, 2011).

Pela existéncia de indmeros receptores especificos e véarios mecanismos reguladores,
explica-se a variedade clinica de atuag¢do das prostaglandinas: papel central na inflamacdo, na
coagulagdo sanguinea, na ovula¢do, no parto, no metabolismo ésseo, no crescimento e
desenvolvimento neuronal, na cicatrizacido de feridas, na funcao renal, no tonus vascular e nas
respostas imunes (KUMMER; COELHO, 2002).

O papel das prostaglandinas E,, D, e F,, como agentes pré-inflamatérios baseia-se
principalmente no fendmeno da vasodilatagdao e aumento da permeabilidade vascular, levando
ao aumento do fluxo sanguineo com consequente formag¢do de edema na area de lesdo
(PECCHI et al., 2009). Embora sua capacidade de aumentar a permeabilidade capilar a
proteinas plasmaticas por acdo direta seja limitada, elas agem sinergicamente com outros
mediadores, tais como a histamina e a bradicinina, que também aumentam a permeabilidade
vascular. A PGI, possui as acdes das demais e ainda potencializa os efeitos quimiotaticos,
facilitando o desempenho de outros mediadores no local da inflamacdo. De maneira
semelhante, a PGE, possui papel potencializador sobre as a¢des de mediadores que induzem a
dor, incluindo a bradicinina e a histamina, os quais sdo liberados nos sitios inflamatdrios
promovendo a estimulacdo dos nociceptores. Cabe comentar ainda o papel da PGE; nos
processos febris, tornando a pele ainda mais sensivel a estimulos dolorosos (LEES et al.,
2004; PECCHI et al., 2009).

1.3.3 Citocinas e quimiocinas

As citocinas sdo moléculas proteicas de baixo peso molecular (6-70 kDa) sintetizadas
por leucdcitos e células estruturais, e estdo envolvidas na diferenciacdo celular, na reparacdo
tecidual, bem como na regulacdo dos mecanismos efetores das respostas imune e inflamatéria
(HANADA; YOSHIMURA, 2002; PECCHI et al., 2009; KUMAR et al., 2010; STENKEN;
POSCHENRIEDER, 2015). Participam do monitoramento de diversas func¢des celulares,
fazendo para isto uma comunicacio célula-célula, tendo portanto amplo valor bioldgico e
clinico (O'SHEA et al., 2011). Uma mesma citocina pode ter varias acdes em contextos
biologicos diferentes, podendo atuar em sinergismo ou antagonismo com diversas outras
citocinas (WHICHER; EVANS, 1990). Isto € possivel pela sua capacidade de amplificar um
determinado processo fisioldgico, levando a respostas celulares mesmo com poucas moléculas
efetoras (XUE et al., 2015).

As citocinas podem ser classificadas de acordo com sua atividade bioldgica, sendo ditas
como pro-inflamatérias (IL-1, IL-6, IL-8, TNF-a.) ou anti-inflamatérias (IL-1RA, IL-4 e IL-
10). Podem ainda ser divididas em subgrupos, como as interleucinas (ILs), fatores de
crescimento, interferons, fatores estimuladores de col6nia e quimiocinas (WONG; FISH,
2003; WOJDASIEWICZ et al., 2014). As quimiocinas sdo consideradas citocinas de um
grupo particular, as quais possuem propriedades quimicas e funcionais especificas, sendo de
extrema importancia nos processos de quimiocinese, estimulando o0 movimento leucocitario e
a quimiotaxia (KUMAR et al., 2010).

Algumas das primeiras citocinas envolvidas e descritas no processo inflamatorio foram:
IL-1B, TNF-a, IL-6 e as quimiocinas IL-8, quimiocina quimioatraente de neutr6filos 1
(CINC-1) e quimiocina derivada dos queratinécitos (KC) (VERRIJR et al., 2006). A IL-1B ¢
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produzida principalmente por macréfagos, linfocitos e células da glia; estd envolvida em
muitas caracteristicas do processo inflamatério, sendo responsavel pela produgdo de outros
mediadores deste processo. Esta citocina estimula o recrutamento de células da série branca
sanguinea, auxilia na producdo de febre (pir6geno enddgeno), na liberacdo de proteinas de
fase aguda e no aumento da permeabilidade dos vasos sanguineos (DINARELLO et al., 1984;
DINARELLO, 1998).

A partir de um trauma tissular sdo liberadas uma série de citocinas, podendo-se destacar
o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), que induz a liberagdo de outras citocinas como a
interleucina 1-Beta (IL-1PB) e a interleucina 8 (IL-8). A IL-1p promove um aumento da
expressdo da enzima cicloxigenase 2 (COX-2), a qual € responsavel pela producdo de
prostaglandinas e tromboxanos (TXs). Por sua vez, a IL-8 promove a produ¢do local de
aminas simpatomiméticas, histamina e serotonina. O actimulo local destes e outros
mediadores quimicos, bem como alteragdes na temperatura, pH tecidual, concentragao de
eletrdlitos como o K', e a superexpressido (upregulation) de enzimas como cicloxigenase,
protease e fosfolipase (BASBAUM; JULIUS, 2006; DRIESSEN, 2007), induzem a
sensibilizacdo de receptores sensitivos primarios (NSP) provocando sensagdo de dor.

1.3.3.1 TNF- a

O fator de necrose tumoral alfa (TNF-a, ou somente TNF) ¢ uma importante citocina
pré-inflamatéria envolvida com a resposta imune inata (CLARK, 2007), tendo sido
identificado em 1975 como uma glicoproteina induzida por toxinas. Esta nomenclatura foi
dada devido a sua caracteristica de causar necrose hemorrigica em tumores, conforme
observado em experimentos com ratos (CARSWELL et al., 1975). O TNF-o humano foi
clonado 10 anos mais tarde, ja tendo sido identificado como regulador chave na resposta
inflamatéria (PENNICA et al., 1985). Conforme relatado por diversos autores (COPE et al.,
1992; FELDMAN et al., 1996; MORELAND et al., 1999; KLINKHOFF, 2004), este papel
no desenvolvimento da inflamacao € alvo continuo de estudos, os quais focaram inicialmente
no controle do desenvolvimento da artrite reumatoide através do uso de anticorpos
monoclonais anti-TNF (KLINKHOFF, 2004).

A sintese de TNF-a € realizada predominantemente por macrofagos e linfocitos T,
gerando inicialmente uma proteina de 26kDa denominada pro-TNF que é expressa na
membrana plasméitica. A partir dai esta molécula fica passivel de clivagem pelas
metaloproteinsases da matriz extracelular, gerando a forma solivel do TNF, com apenas
17kDa. A forma pro-TNF e sua forma solivel sdo biologicamente ativas, podendo contudo
apresentar atividades distintas no organismo (BRADLEY, 2008). Outros tipos celulares
também sintetizam TNF-0, como mastdcitos, graunuldticos, células natural killer (NK),
fibroblastos, neurdnios, queratindticos e células musculares lisas (ESPOSITO;
CUZZOCREA, 2011).

Em condicdes basais, os niveis séricos de TNF-a sdo indetectaveis, porém em condigdes
de infec¢do e/ou apds um estimulo inflamatorio esta citocina é produzida rapidamente e em
grande quantidade, sendo mensurada em altas concentracdes tanto no plasma quanto nos
tecidos envolvidos (WAAGE et al., 1987; ROBAK et al., 1998). O estimulo inflamatério para
a sintese de TNF-a pode ser iniciado por substancias exdgenas como o LPS e as B-glicanas,
bem como por mediadores endogenos como a IL-1 (EIGLER, 1997).

Independente do estimulo, € necessaria a agdo da enzima conversora de TNF, conhecida
como TACE (TNF-a converting enzyme), que medeia a liberacdo de TNF a partir da
superficie celular (BLACK et a., 1997). Por outro lado, esta enzima também possui papel
sobre a expressdo de receptores para TNF na membrana celular, a qual pode ser inibida pela
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TACE e neutralizar assim as a¢des do TNF (WANG et al., 2003). Além disto, a expressao de
TNF-a também ¢ dependente da ativacdo do fator de transcrigdo NFkB (EIGLER et al.,
1997). O NFxB é um fator de transcricdo que possui um papel critico na expressdo de
mediadores inflamatorios. Estd sequestrado no citosol formando um complexo com seu
inibidor Ikp. O NF«B apresenta uma gama de a¢do maior quando comparado a outros fatores
de transcri¢do ja caracterizados, e isto ocorre devido a grande variedade de estimulos que o
ativam, bem como a indmeros genes e fenomenos que ele regula. Entre esses estimulos estido
0s neurotransmissores (como o glutamato), neurotrofinas, proteinas neurotéxicas (como a b-
amildide), citocinas (IL-1 e TNF-a), glicocorticoides, ésteres do forbol, peptideo natriurético
atrial, ceramidas, produtos provenientes de virus e bactérias, radiacdo ultravioleta, produtos de
reacoes de enzimas como a iNOS e a COX-2 (FORMAN; TORRES, 2002).

Essa citocina interage com a célula alvo através de uma ligacdo de alta afinidade com os
receptores TNFR1 (receptor de TNF, tipo 1) e TNFR2 (receptor de TNF, tipo 2), sendo estes
receptores expressos por todos os tipos celulares nucleados (CHOI et al., 2005). O TNFRI1 ¢é
expresso de forma constitutiva na maioria dos tipos celulares, enquanto que o TNFR2 tem sua
expressao induzida por fatores como o proprio TNF-a, IL-1, e interferon-y (IFN-y), como
demonstrado em astrécitos de ratos (CHOI et al., 2005). A ligagdo do mediador ao TNFR1
garante principalmente a migracdo de neutrdfilos, o choque induzido por endotoxinas e a dor
neuropdtica apds lesdo do nervo. Por outro lado, a ligagdo ao TNFR2 influencia a apoptose
celular e necrose (VERRI JR ef al., 2006). Vale ressaltar que a expressdao de TNFR2 € restrita
a células hematopoiéticas, sendo interessante para a diferenciacdo dos tipos humanos e
murinos de TNF-a (TARTAGLIA et al., 1991).

O TNF-a induz hipernocicep¢do em ratos através de duas vias, independentes e
paralelas, uma envolvendo o estimulo a produgdo de IL-1B, com consequente liberacdo de
prostanodides e a outra através ativacdo da quimiocina CINC-1 (quimiocina de ratos, analoga a
IL-8 em humanos), com consequente liberacdo de aminas simpatomiméticas. Desta forma, os
prostandides e as aminas simpatomiméticas sdo os mediadores finais da hipernocicep¢ao
inflamatéria (VERRI JR et al., 2006).

Dentre as alteragdes promovidas pelo TNF-a podemos ainda citar diversas mudancgas
pro-inflamatorias nas células endoteliais, incluindo a producdo de outras citocinas, a
expressao de moléculas de adesdo, a liberacdo de substancias pro-coagulantes e a inducdo de
iINOS. Essas alteragdes podem levar, dentre outros fatores, ao choque séptico. Além disto, o
TNF-a estimula linfocitos T e B, induz a febre, estimula hepatdcitos a produzirem proteinas
de fase aguda e ainda suprime a lipase lipoprotéica, contribuindo assim para a caquexia
(EIGLER et al., 1997; SOARES et al., 2008; MOHAMMADPPOUR et al., 2015).

Sabe-se contudo, que o TNF-o possui um papel fisiologico ambiguo, atuando como
agente pro-inflamatério e imunomodulatério, sendo esta segunda caracteristica observada
através de influéncia sobre as células T regulatérias (WU et al., 2002). E portanto uma
citocina multifuncional (Figura 8), com papel central na inflamag¢do aguda e cronica, na
resposta antitumoral e nas infeccdes (PALLADINO et al., 2003). Exerce ainda papel essencial
na rede de citocinas, especialmente com relacdo a patogénese de muitas doencas infecciosas e
inflamatérias (EIGLER ef al., 1997, BRADLEY et al., 2008; ESPOSITO; CUZZOCREA,
2011).

No que diz respeito ao processo inflamatorio, vérias caracteristicas classicas deste
processo podem ser mediadas pelos efeitos locais do TNF nas células endoteliais, agindo
como uma proteina de fase aguda e aumentando a permeabilidade vascular, além de recrutar
macréfagos e neutrdfilos para o sitio inflamatério (ESPOSITO; CUZZOCREA, 2009). O
TNF-a induz a expressdo de COX-2 e LOX, podendo aumentar a sintese de eicosanoides
como as prostaglandinas, a prostaciclina e de produtos da LOX, como os leucotrienos,
respectivamente, mediadores importantes na geracdo e manutencdo dos sinais cardinais de
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rubor e calor, uma vez que o fluxo vascular local é aumentado (MARK et al., 2001). O edema
também € resultado do aumento da permeabilidade vascular induzida pelo TNF-a, permitindo
a transmigracdo de fluido e macromoléculas para o meio extravascular (BEVILACQUA et
al., 1986).
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Figura 8. Alvos celulares do TNF-a (adaptado de ESPOSITO; CUZZOCREA, 2011).

Devido a sua mudltipla acdo em diversos sistemas do organismo e tipos celulares
distintos, entende-se que o TNF-o possui tanto efeitos benéficos quanto maléficos, sendo
responsavel, por exemplo, pela destruicdo de células tumorais exercida pelos macrofagos e,
em sinergismo com o interferon gama (IFN-y), tem alto poder de destrui¢do de tumores
susceptiveis (ROITT et al., 1999). Pelo mesmo motivo, pode-se compreender a razdo pelo
qual as terapias envolvendo a inibicdo/modulacdo das ag¢des do TNF-o ainda serem tdo
complexas (KODAMA et al., 2005).

Diversos estudos tém descrito o papel da citocina TNF-a no desenvolvimento de
algumas doencas importantes (DINARELLO et al., 1993; TRACEY; CERAMI, 1994;
GIBSON, 2004; METHE et al., 2004; SCHACHNA, 2004, BRADLEY, 2008). Em diversas
doencas inflamatorias e infecciosas foram identificadas altas concentragdes plasmaéticas de
TNF-a, como por exemplo na sepse, meningite bacteriana, malaria cerebral, sindrome da
angustia respiratoria do adulto, sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS), na artrite
reumatéide (FELDMAN et al., 1996; EIGLER et al., 1997), na espondilite anquilosante,
doenca de Crohn e ainda em desordens neurol6gicas como a isquemia, doencga de Parkinson e
esclerose lateral amiotr6fica (MONTGOMERY; BOWERS, 2012).
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1.3.4 Mieloperoxidase (MPO)

Os leucécitos polimorfonucleares (LPMN), principalmente os neutr6filos, sdo as
primeiras células a serem ativadas pelo sistema imunoldgico inato contra infec¢des. Estas
células migram por quimiotaxia até o local da infec¢do, onde os micro-organismos invasores
sdo destruidos através da fagocitose com posterior liberacdo, no fagolisossomo, de enzimas
hidroliticas, proteoliticas e de espécies reativas de oxigénio (ERO). Estas enzimas
hidroliticas, bem como proteinas bactericidas, estdo estocadas nos granulos citoplasmaticos
dos neutrdfilos, sendo liberadas a partir da fusdo destes granulos com os fagossomos. O
conteddo destes granulos pode ser também liberado no meio extracelular, apds a ativagdo dos
neutr6filos (BABIOR, 1984; ARNHOLD, 2004).

Os neutrdfilos apresentam quatro tipos de granulos, que contém diferentes enzimas e
proteinas, destacando-se os granulos azurdfilos, os quais apresentam niveis elevados de
mieloperoxidase (MPO). As peroxidases sdo enzimas que normalmente catalisam reacdes de
oxidagdo envolvendo perdxido de hidrogénio, as quais sdo encontradas tanto em animais
como em vegetais. Juntamente com a NADPH oxidase de membrana dos neutréfilos, as
peroxidases estdo envolvidas na geracdo de ERO (ARNHOLD, 2004).

A MPO ¢é uma hemeproteina presente nos granulos azurdfilos de neutrdfilos,
(representando 5% de seu peso seco) e também em monocitos (SCHULTZ; KAMINKER,
1962; LANZA, 1998), sendo secretada no meio extracelular e fagolisossomal e envolvida no
sistema enzimatico microbicida destas células (ZUURBIER et al., 1992). Portanto, a partir
dos neutrdfilos, esta enzima atua na defesa do hospedeiro contra microorganismos
patogénicos (SCHULTZ; KAMINKER, 1962; NAUSEEF, 2014). A ativacdo dos neutrdfilos
induz o metabolismo oxidativo caracterizado por um intenso consumo de oxigénio e producao
de substancias reativas como o anion hipoclorito ({OCI). Dentre estas fontes geradoras do -
OCl, encontra-se o sistema H,O,-MPO, no qual a enzima mieloperoxidase reage com o H,O,
formado pela acdo da NADPH oxidase, culminando na formacdo da espécie reativa "OCl. O
hipoclorito € considerado um potente agente microbicida que possui papel importante na
defesa do hospedeiro contra invasdo de bactérias, fungos e virus (NEVE et al., 2001; BUT et
al., 2002). Contudo, sob certas circunstincias a liberacdo excessiva dessas espécies oxidantes
pode promover estresse oxidativo e lesdo tecidual (GAUT et al., 2001).

O papel da MPO como uma promotora de danos tissulares por meio da producdo de
acido hipocloroso estd bem documentado (NAUSEEF, 2014). Este poderoso oxidante reage
com duplas ligacdes de lipidios ocasionando uma peroxidacdo lipidica, o que leva ao aumento
da permeabilidade de membranas celulares (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999; SGARBI
et al., 2006). A MPO também catalisa o consumo de 6xido nitrico derivado no endotélio,
reduzindo sua biodisponibilidade e prejudicando suas funcdes vasodilatadoras e anti-
inflamatérias (ABU-SOUD; HAZEN, 2000).

Portanto a liberagdo de MPO a partir de células inflamatdrias, ou seja, neutréfilos
ativados é um parametro que pode ser utilizado para avaliar o grau de inflama¢do (ROSEN;
MICHEL, 1997; NAUSEEF, 2014), servindo como um marcador do conteido neutrofilico do
tecido avaliado (BRADLEY et al., 1982).

1.3.5 Cicloxigenase (COX)

A enzima cicloxigenase (COX), também conhecida como prostaglandina sintase, é
responsavel pela sintese de prostaglandinas a partir do acido aracdonico, sendo a PGH; o
principal precursor de todos os prostandides sintetizados neste ciclo (ROBERTS ez al., 1980;
BOTTING, 2006; KVATERNICK et al., 2007). Além da PGH,, a PGG, é também um
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composto intermediario e quimicamente instavel, sendo ambas convertidas por isomerases
tissulares especificas em mudltiplos prostandides, como PGD,, PGE,, PGF,,, PGl,, TXA; e
TXB,, entretanto, a maioria dos tecidos é capaz de converter PGH, em apenas alguns desses
produtos finais, dependentemente do tipo de isomerase presente em cada tecido (HILARIO et
al., 2006; FILHO; RAHAL, 2008; KING et al., 2009).

O conhecimento do ciclo destas enzimas € de extrema importancia, uma vez que as
prostaglandinas geradas ao final do processo possuem uma diversidade de receptores
especificos e varios mecanismos reguladores, atuando no papel central na inflamacao,
coagulacdo sanguinea, angiogénese, protecdo da mucosa gastrica, ovulacdo, parturicio,
metabolismo 6sseo, crescimento e no desenvolvimento neuronal, na cicatrizacdo de feridas,
na funcdo renal, no tdnus vascular e nas respostas imunes (KUMMER; COELHO, 2002;
KVATERNICK et al., 2007).

Sabe-se que existem duas isoformas homdlogas da COX, sendo referidas como COX-1
e COX-2 (ROBERTS et al., 1980; SMITH et al., 2000; JONES, 2001). Uma terceira isoforma
conhecida como COX-3 também j4 foi descrita (CHANDRASEKHARAN et al., 2002), sendo
esta sintetizada a partir de uma via alternativa a da formagdao da COX-1, com sua atividade
correspondendo a menos de 80% a atividade da COX-1. Alguns estudos indicam que esta
isoforma ndo produziria prostandides pro-inflamatérios, mas sim substincias anti-
inflamatoérias (WILLOUGHBY et al., 2000).

O perfil da sintese de prostanoides € influenciado pelo subtipo de cicloxigenase
envolvido no processo. Além disto, os tipos celulares presentes no sitio inflamatério também
sdo fatores importantes para este perfil, isto €, se existe uma populacdo maior de mastdcitos
no tecido, a sintese predominante serd de PGD,, enquanto que os macréfagos tendem a
produzir mais PGE,. Quando a PGE, encontra-se em excesso, a sintese pelos macréfagos
direciona-se para TXA, (TILLEY et al., 2001).

Tanto a COX-1 como a COX-2 desempenham diversas funcdes fisioldgicas, sendo
bastante semelhantes estruturalmente: ambas possuem 72 kDa, sendo a COX-1 composta de
17 aminoacidos em sua cadeia peptidica amino-terminal, e a COX-2 de 18 aminoacidos na
por¢do carboxi-terminal (GIERSE et al.,, 1996; KVATERNICK et al., 2007). Embora a
codificacdo genética garanta 60% de homologia entre elas, estas enzimas tem origens
distintas, tendo o cromossomo 9 como responsavel pela codificacio de COX-1 e o
cromossomo 1 pela codificacio da COX-2 (GIERSE et al., 1996). Devido a diferenca na
composi¢do de um Unico aminoicido (isoleucina por valina) na estrutura destas enzimas, o
sitio catalitico (ativo) da COX-2 torna-se maior, permitindo uma maior acessibilidade de
drogas ao seu receptor (MURRAY et al., 1986; KVATERNICK et al., 2007; RANG et al.,
2007) (Figura 8b). E no sitio catalitico que ocorre a conversdo do AA em PGH,, através de
duas reagdes sequenciais: primeiro ocorre a cicloxigenacdo do acido aracddnico em PGG,, e
em seguida a PGG, € reduzida a PGH,. A diferenca na estrutura tridimensional (Figura 9a)
destas enzimas levou ao desenvolvimento de firmacos inibidores especificos para a COX-2
(Figura 9b).
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Figura 9. Esquema dos sitios de ligacdo das cicloxigenases 1 e 2. Nota-se a diferenca nos sitios de
ligacdo de anti-inflamatérios ndo-esteroidais (AINEs) nas duas isoformas (A), com a presenga de um
“bolso lateral” na COX-2 (a esquerda na estrutura) que torna seu sitio catalitico maior e permite a
interacdo com estruturas de grupamentos quimicos mais volumosos (B) (adaptado de GROSSER et
al., 2006).

A enzima COX-1 € expressa constitutivamente em quase todos os tecidos e tipos
celulares sadios (DUBOIS et al.,1998), com exce¢ao do eritrcito, promovendo a sintese das
PGs, principalmente as relacionadas com acdes fisioldgicas como protecdo géstrica,
agregacdo plaquetaria, homeostase vascular e manutengdo do fluxo sanguineo renal (FUNK;
FITZGERALD, 2007). No trato gastrointestinal estd associada a produ¢do de muco protetor e
inibicdo da secrecdo 4cida gastrica, e nas plaquetas leva a sintese do tromboxano Aj, um
mediador que favorece a agregacdo e a adesdo plaquetdria. E portanto uma enzima
mantenedora da homeostase, sendo denominada de COX constitutiva. Assim, fAirmacos que
inibem essa isoforma podem levar a diversos distirbios no trato gastrointestinal, estando
associadas ao risco de sangramento desta regido como efeito adverso (KUMMER; COELHO,
2002; LEES et al., 2004; BRICKS; SILVA, 2005; FRANCO et al., 2006; HAZEWINKEL et
al., 2008; STEAGALL et al., 2009).

Por outro lado, a enzima COX-2 encontra-se em niveis baixos e ndo detectaveis
normalmente no organismo, sendo sintetizada por estimulos quimicos e denominada de COX
induzida. Estes estimulos provém de processos como a inflamacgdo, dor, febre e cancer
(KUMMER; COELHO, 2002; FRANCO et al., 2006; HAZEWINKEL et al., 2008), os quais
tém a participacdo de citocinas como a IL-1, IL-2, TNF- a, fatores de crescimento,
endotoxinas e estimulantes tumorais (FITZGERALD; PATRONO, 2001; HARRIS;
BREYER, 2001).

A COX-2 também esta relacionada as acdes fisiologicas que mantém a homeostase em
tecidos como: utero, cartilagens, ossos, rins, ovario e endotélio vascular (KUMMER;
COELHO, 2002; BRICKS; SILVA, 2005; HILARIO er al, 2006; PAPICH, 2008;
STEAGALL et al., 2009). Também foi identificada no sistema nervoso central, sendo
expressa de forma fisioldgica no cortex, no hipocampo, no hipotilamo e no corddo espinhal.
Esta isoforma auxilia no desenvolvimento das funcdes cerebrais normais da atividade
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sindptica (neurotransmissao) e na consolida¢ao da memoéria (VANE et al., 1998; KUMMER;
COELHO, 2002; SPINOSA et al., 2011). J4 no tecido renal ela esta presente na micula densa
e nas células intersticiais da medula renal, responsabilizando-se pela manuten¢do dos niveis
de reabsor¢do de sddio e de agua, devido a liberagdao de renina da macula densa. No sistema
vascular assegura a producdo de prostaciclinas, que produzem efeitos vasodilatadores e que
evitam a agregacdo plaquetiria, mantendo taxa de filtracdo glomerular e o fluxo sanguineo
renal (MATHEWS et al., 1990; KUMMER; COELHO, 2002; CLARK, 2006; SPINOSA et
al., 2011).

Embora a COX-2 parega ser a principal fonte de prostaglandinas durante a inflamacao,
existem algumas hipdteses de que ambas as isoformas na espécie humana podem contribuir
para o desenvolvimento da resposta inflamatéria aguda (RICCIOTTI; FITZGERALD, 2011).
Uma evidéncia disto é a indu¢do da COX-1 — constitutiva em células inflamatorias residentes
— durante a resposta inflamatéria e a diferenciacdo celular induzidas por LPS (McADAM et
al., 2000).

Ambas as isoformas, COX 1 e 2, sdo alvos potenciais de drogas anti-inflamatorias ndo
esteroidais (AINEs). Estas drogas competem pelo sitio ativo das enzimas (YUAN et al.,
2009), onde podem se ligar e inativar apenas um dos mondmeros da estrutura dimérica das
cicloxigenases. Esta unica ligacdo € suficiente para interromper a sintese de prostanoides
(YUAN et al., 2009), uma vez que estes farmacos inibem a oxidag¢do do 4cido aracddnico
pelas COXs (VANE, 1971).

1.4 Flavonoides

Em 1930, foi isolada uma substincia inédita a partir de laranjas, acreditando-se
inicialmente que fazia parte de uma nova classe de vitaminas e sendo denominada de vitamina
P. Posteriormente, ficou claro que se tratava da rutina, o primeiro flavonoide descoberto e
pertencente a entdo nova classe de compostos isolados de espécies vegetais (MIDDLETON,
1998). Os flavonoides consistem num grupo de compostos polifendlicos que se encontram
amplamente distribuidos em plantas, vegetais, sucos de frutas e bebidas como chas, café e
vinhos (SHAGHAGHI et al.,, 2009). Por serem compostos fitoquimicos ndo podem ser
sintetizados por humanos e animais, tornando-se parte da dieta através da ingestdo destes
alimento (KOES et al., 2005). Nos alimentos, os flavonoides geralmente sdo responsaveis
pela coloracdo, sabor, preven¢do da oxidacdo de gorduras e protecdo de vitaminas e enzimas
(YAOQO et al., 2004).

Nas plantas os flavonoides sdo encontrados em diferentes partes, como nas sementes,
cascas de arvores, raizes, talos e flores, bem como em seus produtos de preparacio, tais como
os chéas e vinhos (NJVELDT et al., 2001). Sdo metabdlitos secundarios provenientes de
respostas defensivas contra microorganismos (DIXON et al, 1983) e contra insetos
(HARBORNE; WILLIAMS, 2000). Fatores abidticos, como condi¢cOes climaticas adversas e
luz ultravioleta B (UV-B) por exemplo, também sdo combatidas por estes agentes uma vez
que agem como filtros que protegem os tecidos fotossintetizantes (HARBORNE;
WILLIAMS, 2000; AGATI et al., 2012). Os flavonoides sdo responsaveis por diversas
atividades farmacol6gicas (MAHOMOODALLY et al., 2005; PANDEY et al., 2007), sendo
estas diretamente relacionadas com sua estrutura molecular (KELLY et al., 2002). Como
exemplo, podemos citar a atividade antioxidante e anticancerigena, as quais sdo determinadas
pela presenca de grupamentos hidroxila em diversas posi¢des, bem como de duplas ligagdes
nas posicoes C2 e C3 (BAE et al., 2012). A atividade antioxidante ja foi demonstrada em
sistemas in vitro e in vivo (COOK; SAMMAN, 1996; RICE-EVANS et al., 1995), e continua
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sendo constante alvo de estudo. A atividade anticancerigena provém da habilidade dos
flavonoides em regular a progressio do ciclo celular (RAMESOVA et al., 2012).

Algumas plantas medicinais sdo ricas em compostos flavonoides, sendo compreensivel
portanto os beneficios encontrados com o uso de muitas espécies vegetais pela populacdo ao
longo dos tempos. Mais de 4000 diferentes flavonoides ja foram descritos (HOLLMAN;
BATAN, 1997, MIDDLETON, 1998), sendo classificados como: flavonéis, flavonas,
catequinas, flavanonas, antocianidinas e isoflavonoides (FORMICA; REGELSON, 1995).
Seus efeitos provém da habilidade dos flavonoides em induzir os sistemas enzimaticos de
protecdo do organismo, com isto, uma ampla diversidade de efeitos bioldgicos pode ser
atribuida a estes compostos, como a atividade antioxidante, prote¢do vascular, protecao
hepatica, atividade antialérgica, antiproliferativa, antiosteoporose, anti-inflamatéria
(RAMESOVA et al., 2012), antimicrobiana, além de efeitos protetores em doencas
degenerativas e cardiovasculares (RICE-EVANS et al, 1995; COOK; SAMMAN, 1996;
PANDEY et al., 2007; KUMAR et al., 2013). As isoflavonas, as flavanas e as flavonas sdo
conhecidas por possuirem atividade antifungica (HARBORNE; WILLIAMS, 2000). Além
destas, existem ainda relatos de atividade antiulcerogénica, mutagénica, hipolipidémica e
antiplaquetaria (FORMICA; REGELSON, 1995).

Em estudo de Costa e colaboradores (2012), foi demonstrado o uso dos flavonoides
presentes em diversas formulagdes farmacéuticas patenteadas com objetivos profilaticos e
terapéuticos contra o virus da influenza. A atividade dos flavonoides sobre este agente
patogé€nico ocorre através de suas propriedades anti-inflamatorias e antivirais, sendo
moléculas promissoras no arsenal terapéutico contra a gripe (COSTA et al., 2012).

Estudos demonstram que os flavonoides atuam modulando células envolvidas com a
inflamacdo, inibindo a proliferacdo de linfécitos T, inibindo a produgdo de citocinas pro-
inflamatorias como o fator de necrose tumoral alfa - TNF-a e a interleucina 1 - IL-1,
estimulando a sintese de IFN (HAVSTEEN, 2002), modulando a atividade das enzimas da via
do 4cido aracdodnico, tais como fosfolipase A, (PLA)), cicloxigenase (COX) e lipoxigenase
(LOX) (KOES et al., 2005; MIDDLETON et al., 2000; HAVSTEEN, 2002; KIM et al., 2004;
BIESALSKI, 2007; CAZAROLLI et al., 2008; LOPEZ-POSADAS et al., 2008; PAL et al.,
2009). Modulam ainda a enzima formadora de 6xido nitrico, a 6xido nitrico sintase induzida
(INOS) (MARCHAND, 2002), enzima importante envolvida com a atividade antioxidante
(MILLER, 1996). Estes compostos inibem também a proteina tirosina quinase C (PKC)
(MIDDLETON et al., 2000; KANG et al., 2009), bem como a degranulacdo de neutrofilos
(MIDDLETON et al., 2000). Alguns exemplos de flavonoides com atividade anti-
inflamatoéria sdo a apigenina, a luteolina e a quercetina. A hesperidina, além de atividade anti-
inflamatdria, possui também propriedades analgésicas (TAPAS et al., 2008). Em casos
inflamatérios crdnicos, a rutina ja foi descrita como altamente efetiva em modular estes
processos (GUARDIA et al., 2001). Acdes diretas sobre a inibicdo das enzimas COX e LOX
ja foram atribuidas ao kaempferol, a quercetina, a miricetina e a fisetina (TAPAS et al.,
2008).

Ensaios farmacolégicos in vitro, utilizando culturas de células por exemplo, podem ser
realizados na triagem da acdo anti-inflamatéria de compostos flavonoides, objetivando
verificar se o flavonoide é capaz de reduzir ou até mesmo inibir a formacido de mediadores
pro-inflamatorios, a produciao de enzimas e citocinas, bem como a proliferacdo de linfocitos.
Na regulacdo da sintese de prostaglandinas, a cicloxigenase ¢ uma enzima que representa um
ponto critico de controle (NARABA et al., 1998), sendo o principal alvo de acdo das drogas
anti-inflamatérias ndo esteroidais. Alguns flavonoides, como a quercitina, bloqueiam ambas
as vias da cicloxigenase e lipoxigenase em concentragdes relativamente altas, enquanto que
em baixas concentracdes a via da lipoxigenase torna-se alvo primario (LANDOLFI et al.,
1984). Além disto, varios estudos demonstram a atividade antioxidante exercida pelos
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flavonoides, principalmente a capacidade de sequestrar espécies oxidantes como anion
superdxido, radical hidroxila e radical peroxila (HARBORNE; WILLIAMS, 2000).

Os ensaios in vivo utilizam agentes indutores de inflama¢do em animais de laboratério
como, por exemplo, a carragenina, visando avaliar se o flavonoide é capaz de reduzir ou até
mesmo de inibir a formag¢do do edema, a migracdo das células de defesa, a formacdo de
mediadores e enzimas (COUTINHO et al., 2009). Outros modelos de inflamacao in vivo em
ratos evidenciaram significante atividade anti-inflamatdria nas fases proliferativa e exsudativa
da inflamacao (HANDA et al., 1992), como por exemplo na demonstracdo da inibicdo do
edema de pata e do edema provocado pelo 6leo de créton no estudo de Di Carlo e
colaboradores (1999). Em 2001, Guardia e colaboradores observaram que, apds a inducao
experimental da artrite em ratos, flavonoides como a quercitina, rutina e hesperidina possuem
habilidade em inibir a inflamacdo aguda cronica que ocorre nesta condi¢do patoldgica
(TAPAS et al., 2008).

Uma vez que se utilizam ensaios in vivo como parte da investigacdo das propriedades
farmacoldgicas dos flavonoides, é importante considerar o potencial de toxicidade destes
compostos. Vale lembrar que os flavonoides sdo amplamente distribuidos em plantas
comestiveis, sendo por isto muitas vezes considerados como nao téxicos (COOK; SAMMAN,
1996; CUSHNIE; LAMB, 2005). Esta premissa em parte pode ser considerada valida, uma
vez que a solubilidade das agliconas em 4gua € baixa, permitindo assim um curto tempo dos
flavonoides no intestino. Além disto, o baixo coeficiente de absor¢dao destes compostos os
torna seguros em relacio a toxicidade para humanos (HAVSTEEN, 2002), excetuando-se os
raros casos de alergia (SPENCER et al., 2009). Contudo, devido a ampla variedade de
atividades biologicas em potencial dos flavonoides sobre as células de mamiferos, a
confirmacdo de possiveis efeitos adversos € sempre necessaria antes da liberacdo do uso
destas substancias para uso medicinal (CUSHNIE; LAMB, 2005).

1.5 DOR

A dor € definida pela Associacdo Internacional para o Estudo da Dor (IASP) como
percep¢ao de uma sensagdo nociceptiva desagradavel (IASP, 2011), sendo parte integrante da
vida. Esta presente ao longo de todo o ciclo de desenvolvimento, desde o nascimento até a
morte (TURK; MELZACK, 1992; WILLIAMS et al., 1993), sendo considerada um problema
de saude global que afeta 20% de toda a populacdo mundial de maneira aguda ou cronica,
sendo este ultimo caso representado pelo diagnostico de 10% da populacdo adulta (GUREJE
et al., 1998; BOND, 2011; GOLDBERG; McGEE, 2011; REARDON et al., 2015). As
principais causas de processos dolorosos sdo: céncer, artrite reumatoide, cirurgias, traumas
fisicos e problemas espinhais. Pela complexidade de sua etiologia, a dor pode induzir uma
séria de sequelas, incluindo a inabilidade para trabalhar, as altera¢des no convivio social, a
depressao e até pensamentos suicidas (BOND, 2011; GOLDBERG; McGEE, 2011;
REARDON et al., 2015). Por este motivo, representa um alto custo social devido aos gastos
com a saude publica, uma vez que pode levar a incapacidade permanente de milhdes de
pessoas (VERRI IR et al., 2006).

A dor depende da percepcao consciente da ativacdo do sistema sensorial nociceptivo,
existindo um relativo consenso de que, ao nascer, o sistema nociceptivo ja esta desenvolvido
(LOWERY et al., 2007). Este sistema evoluiu ao longo do tempo a fim de detectar e reagir a
um estimulo externo, de maneira a ampliar e facilitar a conducao nervosa com o objetivo de
evitar situagdes desagradaveis, manter as fungdes fisiologicas e preservar a vida (WALTERS,
1994; WOOLF; MANNION, 1999; BASBAUM et al., 2010). De acordo com a complexidade
genética caracteristica de cada espécie, as proteinas transdutoras possibilitaram diferenciar o
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estimulo agressivo do inécuo (WALTERS et al., 1994), como por exemplo a pressio exercida
sobre determinado tecido. Esta diferenciacdo € possivel através de nociceptores de alta
frequéncia e baixo limiar de disparo, como os mecanorreceptores WDR (wide dinamic range;
ou ampla faixa dindmica), devido a ripida modulagdo e resposta a fatores quimicos liberados
no tecido lesado (WALTERS et al., 1991).

Pode ser aguda ou crénica, e estd relacionada a afec¢des traumadticas, infecciosas ou
inflamatérias, havendo expectativa de desaparecimento apds a cura da lesdo. A dor aguda
apresenta um inicio subito e, geralmente, ndo dura muito. Quando a dor € intensa, pode causar
aceleracdo do ritmo cardiaco, aumentar a frequéncia respiratéria, elevar a pressao arterial,
produzindo ainda sudorese e dilatacdo pupilar (BEERS; BERKOW, 2001). Respostas como
ansiedade e a agitacdo psicomotora também sao frequentes (CARVALHO et al., 1999). A dor
cronica dura semanas ou meses. Geralmente refere-se a dor que persiste por mais de um més
além da evolucao habitual de uma doenca ou les@o, a dor que retorna e desaparece ao longo
de meses ou anos ou a dor associada a uma doenga de longa evolugdo, como por exemplo, em
casos de diabetes, artrite e cancer. Estas condicdes resultam de alteracdes nas propriedades de
nervos periféricos e dos neurotransmissores envolvidos neste processo (BASBAUM et al.,
2010). Normalmente, a dor cronica ndo afeta o ritmo cardiaco, a frequéncia respiratoria ou as
pupilas (respostas neurovegetativas), mas pode alterar o sono (ansiedade), diminuir o apetite e
causar constipacdo, perda de peso, diminuicdo da libido e depressio (BEERS; BERKOW,
2001).

Desde a publicacdo da teoria da comporta por Melzack e Wall em 1965 (MELZACK;
WALL, 1965) tem-se o conceito de plasticidade neural, que diz respeito a capacidade do
sistema nervoso de se adaptar e responder de acordo com diferentes condi¢des ambientais. A
hipersensibilidade ¢ fundamental para a preservacdo da integridade do organismo, visto que é
um sintoma que alerta para a ocorréncia de lesdes. Por outro lado, a dor cronica ndo tem esse
valor bioldgico, sendo uma importante causa de incapacidade (CARVALHO et al., 1999;
BASBAUM et al., 2010).

1.5.1 Fisiopatologia da dor

A sequéncia dos eventos que originam o fendmeno sensitivo-doloroso inicia-se com a
transformacdo dos estimulos ambientais, sejam eles térmicos, mecanicos ou quimicos, em
potenciais de acdo que, das fibras nervosas periféricas, sao transferidos para o sistema nervoso
central (CARVALHO et al., 1999; BASBAUM et al., 2010). Pode ser produzida inclusive por
estimulos normalmente in6cuos (KIDD; URBAN, 2006). Os receptores que respondem a
estes diversos estimulos sdo definidos como nociceptores polimodais, sendo esta primeira
etapa denominada transducdo (KIDD; URBAN, 2001). Uma vez que os estimulos sdo
transduzidos pelo terminal aferente primario, ocorre a ativacdo de uma variedade de canais
16nicos voltagem dependentes, com os canais de sodio e de potassio dependentes de voltagem
participando da geracdo de potenciais de acdo que sdo transmitidos de terminais periféricos ao
corno dorsal da medula (BASBAUM et al., 2010). Esta etapa é conhecida como condugdo. A
etapa final, denominada transmissdao, compreende a transferéncia sinaptica destes estimulos
através de laminas especificas no corno dorsal da medula até o encéfalo (KIDD; URBAN,
2001; BASBAUM et al., 2010).

Anatomicamente, os corpos celulares dos nociceptores estdo localizados no ganglio da
raiz dorsal (DRG) e no ginglio trigeminal, possuindo ramos periféricos e centrais que
inervam seus Orgaos-alvo e a medula espinhal, respectivamente. Os nociceptores sdo ativados
quando a intensidade do estimulo atinge um limiar nocivo, sugerindo que estes receptores
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possuam propriedades moleculares e biofisicas que os permite detectar seletivamente e
responder a injurias de maneira proporcional (BASBAUM et al., 2010).

A sensibiliza¢do dos nociceptores € transmitida para o corno dorsal da medula espinhal
através da despolariza¢do das fibras levemente mielinizadas, denominadas A delta (AJ), ou
nao mielinizadas, chamadas fibras C, que sdo a via neuronal aferente primaria (BESSON,
1999). Ambas as fibras Ad e C s@o capazes de transduzir impulsos provenientes de estimulos
quimicos, térmicos e mecanicos, em impulsos elétricos que sdo transmitidos ao sistema
nervoso central apds a sua sensibiliza¢do. Por serem mielinizadas, as fibras Ad permitem uma
rapida transmissao de estimulos (cerca de 12 a 30 m/s) que perduram por um curto periodo
(RANG et al., 1991; JULIUS; BASBAUM, 2001; BASBAUM et al., 2010), conforme
observado e endossado em estudos preliminares de Perl (1968; 1992). Estes estimulos sao de
natureza térmica ou mecanica de alto limiar, sendo responséveis pela dor pungente, localizada
(DRIESSEN, 2007; FARQUHAR-SMITH, 2007). As fibras C, ndo mielinizadas, transmitem
seus impulsos mais lentamente (cerca de 0,5 a 2 m/s) por um periodo mais longo e sdo
consideradas fibras polimodais, isto €, sdo responsivas tanto a estimulos térmicos e mecanicos
de alto limiar quanto a estimulos quimicos. Estdo associadas com a dor prolongada, difusa,
em queimacao (DRIESSEN, 2007; FARQUHAR-SMITH, 2007; BASBAUM et al., 2010).

Um terceiro tipo celular conhecido como fibras AP, de didmetro largo e rapida
conducdo, responde somente a estimulos mecanicos indcuos, como o tato (BASBAUM et al.,
2010). Além destas fibras, tem sido dada grande aten¢do a um grupo de fibras C denominadas
nociceptores silenciosos, que seriam “acordados” durante o processo inflamatdrio, passando a
participar da condu¢do da dor inflamatéria (SCHAIBLE; SCHMIDT, 1988; McMAHON;
KOLTZENBURG, 1990; KLEGGETVEIT et al., 2012; DJOUHRI et al., 2015).

Esses sinais periféricos provocam a liberagdo de neurotransmissores de acdo rapida,
como ATP e glutamato, bem como neuropeptideos de acdo lenta, como SP, peptideo
relacionado ao gene da calcitonina (CGRP), neurotensina e neurocinina. Eles transmitem a
informacao periférica as fibras aferentes secunddarias, que funcionam como transmissores
(DRIESSEN, 2007).

A comunicacdo com os neurdnios secundarios (ou de segunda origem) ocorre em
regides medulares conhecidas como laminas de Rexed (REXED, 1952; WALL, 1967;
DUBNER; BENNETT, 1983; BESSON; CHAOUCH, 1987; WILLIS; COGGESHALL,
1991). Estas laminas diferem quanto a localizacdo anatdmica e parametros eletrofisiologicos
(BASBAUM; JESSEL, 2000). Dependendo do tipo de neurdnio (Ao, AP ou C) ha uma
localizacdo terminal diferenciada na medula espinhal. As fibras Ad tipicamente projetam-se
para a lamina I, bem como para regides mais profundas do corno dorsal medular, como a
lamina V. As fibras aferentes AP, de disparo lento, também se projetam para regides
profundas, correspondidas pelas laminas III, IV e V. Por outro lado, as fibras C projetam-se
para regides mais superficiais, como as laminas I e Il (BASBAUM et al., 2010).

A maioria dos neurdnios associados a inflamacao termina nas laminas mais superficiais
(camada I e II — substancia gelatinosa). Curiosamente, os neurdnios na lamina V recebem
estimulos nociceptivos e ndo nociceptivos por vias diretas (Ad e AP; monossinapticas) e por
vias indiretas (fibras C; polissinapticas). As vias polissindpticas sdo também denominadas
vias de ampla faixa dinAmica (WDR = wide dinamic range), e respondem a uma ampla gama
de intensidades de estimulos (BASBAUM et al., 2010).

As eferéncias a partir das laminas I e V constituem a maioria das saidas do corno dorsal
da medula para o encéfalo, ascendendo pelos trato espinotaldmico e espino-reticulo-talamico
(BASBAUM; JESSEL, 2000). Esses tratos transportam informag¢des dolorosas ao tdlamo e ao
cortex sensorial, bem como formacao reticular, sistema limbico e hipocampo, as quais estdo
relacionadas com experiéncias de memodria, cogni¢do e emocdo, contribuindo para a
percepcao global da experiéncia dolorosa (FARQUHAR-SMITH, 2007).
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A dor de origem inflamatodria resulta da ativacdo dos nociceptores periféricos por meio
da liberacdo de neuropeptideos como o CGRP e a substincia P. A substincia P age via
receptores de neurocinina (NK-1), localizados nos neurdnios do corno dorsal da medula,
gerando uma resposta pds-sindptica intensa e aumentando a atividade dos receptores NMDA
(THOMPSON et al, 1994), sendo estes receptores ionotrdpicos ativados pelo
neurotransmissor excitatorio glutamato. Esta resposta inclui a liberacdo de mediadores
inflamatérios (HARDY et al., 1950) que irdo induzir a vasodilatagdo e o extravasamento de
proteinas plasméticas (BASBAUM; JESSELL, 2000).

Diversos mediadores inflamatérios sdo liberados de macrdéfagos, mastocitos, células
endoteliais ou nervos traumatizados, ativando assim os nociceptores (fibras nervosas tipos Ad
e C) (HARDY et al., 1950; KRAYCHETE et al., 2006) (Figura 10). Dentre esses, destacam-
se a acetilcolina, a bradicinina, o leucotrieno, a substancia P, o fator de ativagao plaquetario,
os radicais 4cidos (prétons), os ions potéssio, as prostaglandinas, os tromboxanos, o fator de
crescimento nervoso (NGF) e aminas simpatomiméticas (WRIGHT, 1999; VERRI JR et al.,
2006). A bradicinina, a prostaglandina E,, o NGF e as interleucinas pré-inflamatorias parecem
exercer papel fundamental na nocicep¢ao periférica (CHUANG et al., 2001).
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Figura 10. Mediadores periféricos da inflamacdo. Os danos teciduais levam a liberacdo de mediadores
inflamatérios pela ativagdo de nociceptores ou células ndo-neuronais residentes ou infiltradas na area
afetada, como: mastdcitos, basofilos, plaquetas, macréfagos, neutrdfilos, células endoteliais,
queratindcitos e fibroblastos. As moléculas de sinaliza¢do incluem: serotonina, histamina, glutamato,
ATP, adenosina, substancia P, CGRP, bradicinina, eicosanoides, prostaglandinas, tromboxanos,
leucotrienos, endocanabinoides, NGF, TNF-a, IL-1B), proteases extracelulares e protons. Estes fatores
se ligam aos respectivos receptores na superficie celular dos nociceptores (adaptado de BASBAUM et
al., 2010).

Dessa forma, a dor periférica € iniciada pela endotelina, substancia P, histamina e pela
bradicinina, sendo ampliada pela acao das PGs, principalmente a PGE, e a PGI,, através de
sua ligacd@o a receptores nociceptivos. As prostaglandinas sdo mediadores considerados como
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sensibilizadores (ENGLAND et al., 1996), uma vez que sensibilizam os neurdnios aferentes
primérios a acdo da bradicinina e outros mediadores, participando em diversos pontos ao
longo da via nociceptiva (NEUGEBAUER et al., 1989; RUEFF; DRAY, 1993). A PGI; esta
relacionada com a hiperalgesia imediata e de curta duracdo, enquanto a PGE, se relaciona
com a hiperalgesia longa, que pode persistir por até 6 horas (TAIWO; LEVINE, 1989;
SPINOSA et al, 2011). O acimulo local de prostaglandinas, tromboxanos e outros
mediadores quimicos como as aminas simpatomiméticas e a substancia P (SP) atuam nos
nociceptores sensitivos primarios (NSP), induzindo a sua ativacio (BASBAUM; JULIUS,
2006). Visto a importancia das prostaglandinas no processo de hiperalgesia inflamatéria e
nocicep¢do, a inibi¢do das enzimas cicloxigenases resulta em um efeito anti-hiperalgésico
significativo (PAYNE, 2000).

Diversos estudos tem como foco as citocinas pré-inflamatérias, incluindo o TNF-a, IL-
1, IL-6 e a quimiocina IL-8 (WOOLF et al., 1997; XU et al., 1997, BRESNIHAN et al., 1998;
MANI et al, 1998; MURPHY et al, 1999). As citocinas podem agir diretamente nos
nociceptores ou, em sua maioria, indiretamente, estimulando a liberacdo de agentes como as
prostaglandinas (BANKS; KASTIN, 1987; SHEERAN; HALL, 1997). O TNF-a ¢
considerado o protdtipo da citocina pro-inflamatoria, pois possui a capacidade de iniciar uma
cascata de ativacdo de outras citocinas e de fatores tréficos (McDERMOTT, 2001). A IL-1f e
o TNF-a sdo capazes de supraregular a expressdao do NGF, da COX-2, da 6xido nitrico sintase
(NOS) e estimular o brotamento simpético no ganglio da raiz dorsal, alterando a plasticidade
sindptica para o estado de facilitacdo de longo termo (WOOLF et al., 1997). De maneira
geral, a superproducdo dos mediadores inflamatérios mencionados pode levar a efeitos
toxicos aos nociceptores, podendo resultar em morte celular progressiva (CUI et al., 2012),
fendmeno este de grande ocorréncia em processos cronicos como a osteoartrite por exemplo
(SUTHON et al., 2009; RAHMATI et al., 2016).

Podemos considerar, portanto, a hiperalgesia inflamatéria como o resultado de
modificagdes funcionais nos nociceptores através da ativacdo metabotropica destes. Desta
forma, mudancas metabdlicas nestas células neuronais, com a sintese e a liberacdo de
mediadores inflamatoérios, facilitam a sua ativacdo (HARDY et al., 1950; WRIGHT, 1999).
Além da participacdo de receptores metabotropicos, ja foi também descrito uma familia de
canais i0nicos que sao ativados seletivamente por protons (WALDMANN et al., 1997a).
Estes canais pertencem ao grupo de receptores sensiveis a acidos (ASIC), os quais respondem
a substancias com baixo pH, levando a formag¢do de uma corrente de sédio constante
(WALDMANN et al., 1997b).

O estudo dos mecanismos de ag¢do das plantas medicinais contribuem de maneira
significativa para o conhecimento dos mecanismos fisioldgicos relacionados a geracdo,
transmissao, manutencdo e controle da dor. Nao obstante, a maioria das drogas utilizadas
atualmente como analgésicos derivam ou foram sintetizadas a partir de plantas medicinais.
Logo, a avaliacdo do uso dos produtos naturais nos processos dolorosos merece atencao e
permanece sob constante investigacdo do ponto de vista da farmacocinética e
farmacodinamica, favorecendo assim o tratamento e controle da dor de maneira global.
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2 JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

Considerando que as propriedades bioldgicas das folhas de Kalanchoe pinnata tenham
sido amplamente pesquisadas, contrapondo-se aos poucos estudos abordando as propriedades
anti-inflamatérias das inflorescéncias desta espécie e, diante da informac¢do que a forma de
utiliza¢dao na medicina popular envolve, em sua maioria, ndo s6 as folhas, mas também outras
partes da planta como as flores, torna justificivel a investigacdo cientifica quimica e
farmacoldgica também dessa parte da KP, cujos resultados poderdo melhor explicar alguns
dos usos medicinais da espécie voltados para o tratamento de doencas que envolvem a dor e a
inflamacao..

Levando-se em conta ainda a existéncia de poucos estudos fitoquimicos e
farmacoldgicos com o extrato aquoso das inflorescéncias da Kalanchoe pinnata (EAFL), bem
como os promissores resultados previamente obtidos pelo grupo, essa pesquisa investigou o
extrato bruto das inflorescéncias de KP, as fracoes e o composto flavonoide majoritirio
isolado, bem como possiveis mecanismos de a¢do relacionados a estas atividades.

Objetivo geral

O presente estudo buscou, através de estudo farmacoldgico biomonitorado, avaliar o
potencial antinociceptivo, antiedematogénico e anti-inflamatério das inflorescéncias de
Kalanchoe pinnata (folha da fortuna), realizando ensaios in vivo e ex vivo utilizando
camundongos, bem como investigando possiveis mecanismos de acdo envolvidos com estas
atividades através de ensaios ex vivo € in vitro.

Objetivos especificos

I. Proceder o estudo farmacoldgico biomonitorado de compostos presentes nas
inflorescéncias de KP, em parceria com o grupo de fitoquimica da Prof* Dr* Sonia Soares
Costa do Laboratorio de Quimica de Produtos Naturais Bioativos (LPN-Bio) do Niicleo de
Pesquisas de Produtos Naturais (NPPN), da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRIJ);

IL. Investigar as propriedades antinociceptiva e antiedematogénica do EAFL em ensaios
in vivo,
III.  Investigar as propriedades anti-inflamatérias do EAFL e de fracdes ativas provenientes

deste extrato através de testes de atividades farmacoldgicas in vivo;

IV. Investigar as propriedades supracitadas (Il e III) para o flavonoide majoritario KPFV
apos seu isolamento a partir do EAFL, utilizando ensaios in vivo;

V. Determinar os possiveis mecanismos de acdo envolvidos com as atividades
farmacoldgicas, através de ensaios ex vivo e in vitro;

VI.  Obter informagdes farmacoldgicas que possam levar a prospeccao e a obtencdo de

novas moléculas bioativas que apresentem propriedades analgésicas e anti-inflamatdrias,
produzindo efeitos adversos minimos.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Material Botanico

As inflorescéncias de Kalanchoe pinnata (Lamarck) Persoon foram coletadas a partir de
espécimes cultivadas no campus da UFRJ (Universidade Federal do Rio de Janeiro) em
Setembro de 2011, e identificadas pela botanica Maria de Fatima Freitas no Herbério do
Jardim Botanico do Rio de Janeiro. Um voucher do espécime (292.697) foi depositado no
Herbario do Jardim Botanico do Rio de Janeiro.

3.1.1 Extracao e Isolamento

As inflorescéncias frescas de KP (2,52 kg) foram trituradas e extraidas com agua
destilada a 20% p/v durante 30 minutos a 50°C. O rendimento do extrato liofilizado das
inflorescéncias foi de 3,82% (90,2 g) do material fresco inicial. O extrato seco das
inflorescéncias foi ressuspendido em 4gua destilada (2,1 L) e precipitado com etanol (EtOH)
(1:1). A fracdo soldvel (sobrenadante) (76,9 g) foi particionada com acetato de etila (1 x 550
mL; 2 x 225 mL), gerando uma fracdo acetato de etila: FAcOEt (5,58 g; 5,8%, p/p do extrato
seco) e uma fragdao aquosa residual A (71,38g). Em seguida, essa fracdo aquosa residual A
(71,38g) foi entdo particionada com n-butanol (1 x 550 mL; 2 x 225 mL), gerando uma fracao
butandlica: FBuOH (12,35 g; 13,7%, p/p do extrato seco) e uma fracdo aquosa residual B:
FAq (9,03g). As solugdes estoque foram esterilizadas através de filtracdo em membrana
Millipore 0,22 pm, separadas em aliquotas e congeladas a -20°C. Uma aliquota da FAcOEt
(5,0 g) foi ressuspendida em d4gua destilada (5 mL) e purificada em uma série de
cromatografias em coluna, levando ao isolamento dos flavonoides codificados como Kpl-
Kp5. A fragdo butandlica também foi purificada através de cromatografias em coluna e levou
ao isolamento de maior massa do flavonoide inicialmente codificado como KP5 (KPFV). Os
rendimentos das FAcOEt, FBuOH e FAq a partir do EAFL foram de 4,28%, 6,27%, e 71,27%
respectivamente. Conforme descrito previamente (COUTINHO et al., 2012), o flavonoide
[quercetina 3-O-a-L-arabinopiranosil (1—-2) a-L-ramnopiranosideo] (KPFV), alvo de estudo
nesta tese, foi isolado de ambas as fracdes (rendimento: 22,9% e 39,5% da FAcOEt e FBuOH,
respectivamente), com 95% de pureza (tempo de retengdao de 31,2 minutos) e demonstrando
pH tendendo ao 4cido (Figuras 11 e 12).
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(AcOEt e BUuOH)
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Figura 11. Esquema geral de obtencdo dos flavonoides e seu processamento analitico. A partir das
inflorescéncias de KP obteve-se o extrato aquoso, o qual foi precipitado em etanol (1:1) e
posteriormente particionado em acetato ou butanol. As fracdes geradas pela particio foram
processadas por cromatografia em coluna, identificando-se diversos flavonoides (KP1-KP5).
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Figura 12. Esquema ilustrativo mostrando as etapas para isolamento dos flavonoides (em verde estdo
indicados os rendimentos dos compostos) da Kalanchoe pinnata.
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3.2 Drogas, reagentes e solventes

Agua destilada, solucdo salina 0,9%, acido acético, meloxicam, indometacina,
dexametasona, carragenina, 6leo de créton, acetona, solu¢do de tampao fosfato salina (PBS)
de pH = 7,0, heparina, liquido de Tiirk, ELISA Kit Mouse TNF-alpha (RayBio®), Colometric
COX (ovine) Innhibitor Screening Assay Kit (Cayman Chemical®). Extrato aquoso das
inflorescéncias de Kalanchoe pinnata (EAFL), Fracao butandlica (FBuOH), Fracao acetato de
etila (FAcOEt), Fracdo aquosa (FAq) e Flavonoide majoritario - [quercetina 3-O-a-L-
arabinopiranosil (1—2) a-L-ramnopiranosideo] - (KPFV). Os compostos derivados das
inflorescéncias de KP foram administrados em doses proporcionais aos respectivos
rendimentos durante o processo de extracdo. Por sua vez, as doses dos controles positivos
foram baseadas em estudos prévios inerentes a cada substincia. Estes estudos consideram
resultados obtidos na formacdo de curva padrio, determinando assim a dose ideal da droga
para cada condi¢c@o experimental.

3.3 Animais

Para a realizagdo dos experimentos foram utilizados camundongos (Mus musculus) da
linhagem Swiss, albinos, machos, pesando entre 25 e 35 g, adultos, fornecidos pelo Biotério
do Departamento de Ciéncias Fisioldgicas, Instituto de Ciéncias Biologicas e da Satde, da
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro.

Os animais foram acondicionados em gaiolas plésticas (caixa de polipropileno de
dimensdes: 30 x 19 x 13cm), em nimero maximo de 5 animais por gaiola. As gaiolas foram
identificadas individualmente com etiquetas penduradas externamente, € mantidas em salas
climatizadas (24 £ 1°C) sob ciclo de claro/escuro (12/12 h), sendo as luzes ligadas as 06:00 h,
e com regime de agua e racdo ad libitum.

Todos os experimentos foram realizados seguindo normas que envolvem cuidados com
animais de laboratério e normas éticas para seu uso em experimentos com dor
(ZIMMERMANN, 1983; 1986; PORTER, 1992). Para a execucdo dos experimentos
padronizou-se o periodo minimo de uma hora para adaptacido dos animais ao laboratorio.

Apos as avaliacdes experimentais os animais foram submetidos a eutanésia adequada ao
ensaio farmacoldgico instituido, bem como atendendo as diretrizes da CEUA institucional
(UFRRIJ), comissao ao qual este projeto foi submetido e aprovado (protocolo n® 002/2014).

3.4 Métodos Farmacolégicos
3.4.1 Avaliacao da atividade antinociceptiva
3.4.1.1 Teste das contor¢des abdominais induzidas por acido acético

Como primeira avaliagdo e servindo como método de triagem, foram realizados pré-
tratamentos de grupos de 6 a 8 animais pela via oral (p.o.) com o veiculo (4gua), com o EAFL
(500 mg/kg, 1 g/kg e 2 g/kg) ou com o controle positivo meloxicam (0,3 mg/kg).

Em ensaios posteriores, modificando-se a via de administracdo do extrato, grupos de 5 a
6 camundongos foram tratados pela via subcutanea (s.c.) com o veiculo (salina), EAFL (30,
100 ou 300 mg/kg), KPFV (1, 3 ou 10 mg/kg) ou com o controle positivo indometacina (10
mg/kg).
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Apd6s 60 minutos (p.o., primeira etapa de avaliagdo) ou 30 minutos (s.c.) apds 0s
tratamentos, foi injetado 4cido acético (1,2%; 10 mL/kg, i.p.) nos animais, e as contor¢des
abdominais, consideradas como contra¢des da parede abdominal seguida por extensio de pelo
menos uma das patas posteriores, foram contadas durante 30 minutos (VACHER et al., 1964).
Para isto, os animais foram colocados individualmente sob funis de vidro, com um periodo de
adaptacdo prévia de 15 minutos (Figura 13).

Nos tratamentos p.o., os resultados foram expressos nos graficos como porcentagem de
inibicdo em relagdo ao grupo tratado com o veiculo. Na segunda etapa dos ensaios
(tratamentos s.c.), os resultados foram expressos como média + EPM do nimero de
contor¢des, permitindo o célculo do valor de Dlsy.

Numero de Contorcoes
‘IIIIIIIIIIIIIII

1t 1

- 60 0 30 minutos
Tratamentos (p.o. /s.c.): Acido Acético
Veiculo (1,2%, 100 pL/g, i.p.)

Melox 0,3 mg/kg ou Indo 10mg/kg

KPFE (30, 100, 300, 500 mg/kg ou
1e2 g/kg)

KPFV (1, 3, 10 mg/kg)

Figura 13. Cronologia experimental do teste de contor¢des abdominais induzidas por 4cido acético.

3.4.2 Avaliacao da atividade anti-inflamatéria
3.4.2.1 Teste da pleurisia induzida por carragenina

Grupos de 8 camundongos foram tratados pela via subcutanea (s.c.) com (salina), EAFL
(300 mg/kg), com as fragoes FAcOEt (12 mg/kg), FBuOH (15 mg/kg) e FAq (210 mg/kg)
utilizando doses proporcionais aos respectivos rendimentos, KPFV (0,3; 1,0 ou 3,0 mg/kg) ou
com o controle positivo dexametasona (2 mg/kg). Apos 30 minutos, a pleurisia foi induzida
através da injecdo intra-toracica (i.z.) de carragenina (1%). Apds 4 horas os animais foram
eutanasiados e a cavidade pleural foi lavada com 1000uL de solu¢do de PBS heparinizado (20
Ul/mL), sendo o exsudato coletado e corado com liquido de Tiirk, possibilitando assim a
contagem dos leucécitos em camara de Neubauer sob microscopia 6ptica (COSTA et al.,
2006) (Figura 14).
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Figura 14. Cronologia experimental do teste da pleurisia induzida por carragenina.

Os resultados foram expressos como média + EPM do nimero de leucécitos totais x
10°/mL, considerando a férmula a seguir:

Y n° leucocitos dos quadrantes x 50 x 1000

e Sendo:
- 50 = valor referente ao volume total da Camara de Neubauer

- 1000 = valor referente ao lavado pleural (1mL)

3.4.2.1.1 Dosagem ex vivo da Mieloperoxidase

Utilizando aliquotas do lavado pleural obtidas no teste da pleurisia (EAFL, 300 mg/kg),
e diante da viabilidade de execucdo do ensaio, foi realizada a dosagem da enzima
mieloperoxidase, sendo transferidos 20puL do lavado para os pogos de microplacas (SALEH et
al., 1999). A reagdo foi iniciada com a adicdo de 180 pL de tampao fosfato pH = 6,0
contendo: 0,167 mg/mL de o-dianisidina 2HCI e 0,0005% H,O,, e apés 15 minutos esta foi
interrompida com a adi¢do de 10 pL de azida sodica a 1%. As amostras foram centrifugadas
durante 5 minutos a 1000 rpm, e 100 pL dos sobrenadantes transferidos para os pocos de
microplacas. As absorvancias foram determinadas em leitor de ELISA no comprimento de
onda de 450 nm. Foi realizada uma curva-padrao com peroxidase (0,625—-100 mU/mL) para
determinar a concentra¢io de mieloperoxidase presente nas amostras.

3.4.2.2 Teste do edema de orelha induzida por éleo de créton
Grupos de 8 a 11 camundongos foram tratados pela via subcutanea (s.c.) com o veiculo

(salina), EAFL (3, 10 ou 30 mg/kg), KPFV (0,3; 1,0 ou 3,0 mg/kg) ou com o controle positivo
dexametasona (2 mg/kg). Trinta minutos ap0s os tratamentos, foram aplicados topicamente 20
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pL de o6leo de créton (2,5% v/v em acetona) na orelha direita e 20 pL de acetona (veiculo) na
orelha esquerda. Quatro horas apds, os animais foram eutanasiados para a retirada de
fragmentos de 6 mm de didmetro (utilizando-se punch) de cada orelha e posterior pesagem em
balanca analitica (Figura 15). Os resultados foram expressos como médias = EPM da
diferenca de peso, em miligramas, entre as orelhas direita e esquerda (A) (TUBARO et al.,
1986; ZANINI JUNIOR et al., 1992).

1

_ 60 0 4 horas

. :

Eutanasia
OD: ¢6leo de croton 2,5% (10uL)
OE: acetona (10uL) &

Tratamentos (s.c.): Pesagem orelhas

Veiculo
Dexa 2 mg/kg
KPFE (3, 10, 30 mg/kg)
KPFV (0,3 - 1 -3 mg/kg)

Figura 15. Cronologia experimental do teste do edema de orelha induzido por 6leo de créton.

3.4.3 Avaliacao de mecanismos de acao
3.4.3.1 Dosagem de TNF-a

Utilizando aliquotas do lavado pleural obtidas no teste da pleurisia, foi avaliada a
habilidade do EAFL (300 mg/kg) e do KPFV (3 mg/kg) em inibir a formacgdo da citocina
inflamatoria fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), sendo o grupo tratado com dexametasona
(2 mg/kg) utilizado como controle positivo. Para isto, foram utilizados kits de imunoensaio
enzimatico (ELISA Kit Mouse TNF-alpha, RayBi0®), a fim de mensurar a concentracao desta
citocina no lavado pleural. Os resultados foram expressos como média = EPM da
concentracdo de TNF-a (pg/mL) (PASSOS et al., 2007).

3.4.3.2 Avaliacao in vitro da atividade enzimatica de COX-1 e COX-2

Para avaliacdo da efetividade in vitro do composto flavonoide majoritario (KPFV) e do
controle positivo indometacina sobre a atividade das cicloxigenases, foram utilizados kits de
imunoensaio enzimatico (Colometric COX (ovine) Innhibitor Screening Assay Kit, Cayman
Chemical®, Catdlogo n’ 760111). Através do método de ELISA foi determinado o percentual
de inibicdo das enzimas COX-1 e COX-2 pelo KPFV (concentracdes de 3,125 a 50 pg/mL) e
pela indometacina (concentragdes de 2,5 a 80 ug/mL para COX-1, e de 18,75 a 600 pg/mL
para COX-2).
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4 ANALISE ESTATISTICA

Em todos os métodos de avaliacdo farmacoldgica foi utilizado o programa GraphPad
Prism 5 para realizacdo da andlise estatistica. Os resultados foram expressos como a média +
o erro padrdo da média (EPM). As diferencas estatisticas entre os grupos experimentais foram
detectadas pela andlise de variancia (ANOVA), seguido pelo pos-teste Tukey. Foram
admitidas diferencas significativas a partir de p<0,05 (SOKAL; ROHLF, 1981).

5 RESULTADOS
5.1 Avaliacao da atividade antinociceptiva
5.1.1 Teste das contorcoes abdominais induzidas por acido acético

Como resultado do primeiro ensaio de triagem para avaliagdo da atividade
antinociceptiva do extrato das inflorescéncias de KP, observou-se que a administragdo oral do
EAFL (2g/kg) e do controle positivo meloxicam (0,3 mg/kg), inibiu o nimero de contor¢des
abdominais em 43,6% (56,4 = 7,0 contor¢des) e 64,5% (35,5 = 3,3 contorcoes),
respectivamente em relagdo ao grupo veiculo (52,3 = 4,1 contor¢des), indicando a presenga de
principios com atividade antinociceptiva neste extrato. A administracdo das doses de 500
mg/kg ou de 1 g/kg ndo produziram diferencas significativas no nimero de contorcdes
abdominais quando comparadas ao veiculo (Figura 16).
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Figura 16. Efeito dos tratamentos por via oral com o EAFL (500 mg/kg, 1 g/kg e 2 g/kg) ou com o
meloxicam (Melox.) no nimero de contor¢des abdominais induzidas por acido acético. **p<0,01 e
**%p<(,001 significativamente diferente do grupo veiculo. #p<0,05 diferenca entre os grupos
interligados. As barras representam a média = E.P.M. de 6 a 8 camundongos.
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Durante uma etapa posterior, considerando-se a tentativa de utilizacdo de uma via que
permitisse o uso de doses menos elevadas, observou-se que o pré-tratamento subcutaneo (s.c.)
dos animais com EAFL (100 e 300 mg/kg), foi capaz de reduzir o nimero de contor¢des
abdominais induzidas pelo 4cido acético em 30,1% (32,3 = 6,2 contor¢des) e 70,1% (13,8
3,2 contorg¢des) respectivamente (DIsp = 164,8 mg/kg), comparativamente ao grupo veiculo
(46,2 £ 5,8 contor¢des), enquanto o controle positivo indometacina (10 mg/kg) reduziu em
70,8% (13,5 % 3,4 contor¢des) o nimero de contor¢des abdominais (Figura 17). A dose de 30
mg/kg do EAFL foi inefetiva neste ensaio.
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Figura 17. Efeito dos tratamentos por via subcutanea com o EAFL ou com a indometacina (Indo) no
nimero de contor¢cdes abdominais induzidas por acido acético. ***p<0,001 significativamente
diferente do grupo veiculo. ##p<0,01 diferenca entre os grupos interligados As barras representam a
média + E.P.M. de 5 a 6 camundongos.

Os grupos de animais tratados com o KPFV (1, 3 e 10 mg/kg) também demonstraram
redugdo ndmero de contor¢cdes abdominais, com percentuais de inibi¢do de 20,5 (44,2 + 3,1
contorcdes), 35,8% (35,7 + 4,5 contorcdes) e 50,5% (27,5 £ 3,5 contor¢des), respectivamente
(DIsp = 9,4 mg/kg), quando comparados ao grupo veiculo (55,6 + 3,3 contor¢des). Conforme
padrao para este ensaio, o grupo controle positive indometacina (10 mg/kg) reduziu o nimero
de contor¢des, sendo a inibi¢cdo de 56,5% (24,2 + 3,5 contor¢des) (Figura 18).
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Figura 18. Efeito dos tratamentos por via subcutdnea com o KPFV ou com a indometacina (Indo) no
nimero de contor¢des abdominais induzidas por 4cido acético. *p<0,05; **p<0,01 e ***p<0,001
significativamente diferentes do grupo veiculo. #p<0,05 diferenca entre os grupos interligados. As
barras representam a média + E.P.M. de 5 a 6 camundongos.

5.2 Avaliacao da atividade anti-inflamatoéria
5.2.1 Teste da pleurisia induzida por carragenina

Neste ensaio, o pré-tratamento com o EAFL (300 mg/kg), com as fracOes acetato de
etila - FAcOEt (12 mg/kg), butandlica - FBuOH (15 mg/kg) e aquosa - FAq (210 mg/kg) ou
com o controle positivo dexametasona, reduziu a migracdo leucocitiria para a cavidade
pleural em 56,1% (2,5 £ 0,2 leucdcitos x 106/mL), 47,3% (3,0 = 0,3 leucécitos x 10°/mL),
39,6% (3,4 + 0,3 leucéceitos x 10°/mL), 43,1% (3,2 = 0,2 leucécitos x 10/mL) e 43,9% (3,2 +
0,6 leucdcitos x 106/mL), respectivamente, quando comparado ao grupo veiculo (5,7 = 0,7
leucécitos x 106/mL) (Figura 19).
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Figura 19. Efeito dos tratamentos por via subcutinea com o EAFL, suas fracdes (FAcOEt, FBuOH e
FAq) ou com a dexametasona (Dexa) no nimero de leucécitos migrados para a cavidade pleural na
pleurisia induzida por carragenina. *p<0,05; **p<0,01 e ***p<0,001 significativamente diferentes do
grupo veiculo. As barras representam a média = E.P.M. de 8 camundongos.

Ainda utilizando o ensaio da pleurisia, foi observado que o flavonoide majoritirio
KPFV (0,3; 1 e 3 mg/kg) produziu uma reducio dose-efeito da migracdo leucocitiria de
28,7% (7,2 = 0,8 leucocitos X 106/mL), 70,3% (3,0 = 0,4 leucdcitos x 106/mL) e71,3% (2,9 £
0,4 leucécitos x 10%/mL) respectivamente, enquanto o controle positivo dexametasona reduziu
a migracdo em 79,2% (2,1 + 0,3 leucécitos x 10°/mL) quando comparado ao grupo veiculo
(10,1 + 0,9 leucécitos x 10®/mL) (Figura 20).
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Figura 20. Efeito dos tratamentos pela via subcutinea com o flavonoide KPFV ou com a
dexametasona (Dexa) no nimero de leucécitos migrados para a cavidade pleural na pleurisia induzida
por carragenina. *p<0,05 e ***p<0,001 significativamente diferentes do grupo veiculo. ##p<0,01
diferenca entre os grupos interligados. As barras representam a média + E.P.M. de 8 camundongos.

5.2.1.1 Dosagem ex vivo da Mieloperoxidase

O tratamento prévio com o EAFL na dose de 300 mg/kg (s.c.) ou com a indometacina
(10 mg/kg) foi capaz de reduzir a concentracdo de MPO no exsudato pleural em 55,9% (46,6
+ 12,3 mU/mL) e 46,4% (56,0 + 6,2 mU/mL) respectivamente, quando comparados ao grupo
veiculo (104,5 £ 10,6 mU/mL), indicando relagdo com a migracao de neutr6filos durante o
experimento de pleurisia induzida por carragenina, células estas que foram responsaveis pela
liberacdo da enzima dosada (Figura 21).
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Figura 21. Efeito dos tratamentos pela via subcutinea com o EAFL ou com a indometacina na
concentracdo da mieloperoxidase no lavado pleural na pleurisia induzida por carragenina. **p<0,01
significativamente diferente do grupo veiculo. As barras representam a média = E.P.M. de 8
camundongos.

5.2.2 Teste do edema de orelha induzida por éleo de croton

Neste ensaio, o EAFL (3, 10 e 30 mg/kg) produziu uma redugdo dose efeito no edema
de orelha induzido por 6leo de créton de 50,8% (A =2,9 + 0,5 mg), 54,2% (A =2,7 £ 0,7 mg)
e 64,4% (A = 2,1 £ 0,5 mg) respectivamente (DIso = 4,3 mg/kg), quando comparado ao grupo
veiculo (A = 5,9 £ 1,0 mg), enquanto a dexametasona reduziu o edema em 81,4% (A= 1,1
0,3 mg) (Figura 22).
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Figura 22. Efeito dos tratamentos pela via subcutanea com o EAFL ou com a dexametasona (Dexa)
sobre a diferenca de peso (A) entre as orelhas direita (6leo de croton, 2,5%) e esquerda (acetona) no
teste do edema de orelha induzido por O6leo de créton. *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001
significativamente diferente do grupo veiculo. As barras representam a média = E.P.M. de 8-11
camundongos.

Em outro ensaio experimental, o pré-tratamento com o flavonoide majoritirio KPFV
(0,3; 1,0 e 3,0 mg/kg) também produziu uma reducdo dose efeito do edema de orelha induzido
por 6leo de créton, nos valores de 38,2% (A = 4,2 + 0,4 mg), 54,4% (A =3,1 + 0,4 mg) e
70,6% (A = 2,0 = 0,4 mg) respectivamente (DIsp = 0,76 mg/kg), quando comparado ao grupo
veiculo (A = 6,8 £ 0,6 mg), enquanto o grupo dexametasona reduziu o edema em 85,3% (A =
1,0 £ 0,4 mg) (Figura 23).
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Figura 23. Efeito dos tratamentos pela via subcutinea com o flavonoide KPFV ou com a
dexametasona (Dexa) sobre a diferenca de peso (A) entre as orelhas direita (6leo de croton, 2,5%) e
esquerda (acetona) no teste do edema de orelha induzido por 6leo de créton. **p<0,01 e ***¥p<0,001
significativamente diferentes do grupo veiculo. #p<0,05 diferenca entre os grupos interligados. As
barras representam a média + E.P.M. de 8-11 camundongos.

5.3 Avaliacdo de mecanismos de acao

5.3.1 Dosagem ex-vivo de TNF-a

ApOs a injecdo intrapleural de carragenina, foi possivel observar que o pré-tratamento
com o EAFL (300 mg/kg) ou com a dexametasona (2 mg/kg) reduziu a concentracdo de TNF-
a no exsudato pleural em 44,7% (47,6 £ 0,3 pg/mL) e 69,8% (26,0 = 2,0 pg/mL),
respectivamente, quando comparados ao grupo veiculo (86,0 2,0 pg/mL) (Figura 24).
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Figura 24. Efeito dos tratamentos pela via subcutdnea com o EAFL ou com a dexametasona sobre a
concentracdo de TNF-a no exsudato pleural, determinada por ELISA. ***p<0,001 significativamente
diferente do grupo veiculo. As barras representam a média = E.P.M. de 8 camundongos.
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Em outra etapa experimental, observou-se que o flavonoide KPFV (3 mg/kg, s.c.)
também foi capaz de reduzir a concentracdo de TNF-a no exsudato pleural, com inibigdo de
66,6% (22,6 = 3,1 pg/mL) quando comparado ao seu veiculo (67,5 = 4,9 pg/mL). Conforme
esperado, o grupo tratado com dexametasona (2 mg/kg, s.c.) também reduziu a concentracao
de TNF-a em 74,5% (17,2 + 3,2 pg/mL) (Figura 25).
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Figura 25. Efeito dos tratamentos pela via subcutanea com o KPFV ou com a dexametasona sobre a
concentracdo de TNF-a no exsudato pleural, determinada por ELISA. ***p<0,001 significativamente
diferente do grupo veiculo. As barras representam a média + E.P.M. de 8 camundongos.

5.3.2 Avaliaciao in vitro da atividade enzimatica de COX-1 e COX-2

A atividade enzimatica de COX-1 e COX-2 foi inibida pelo flavonoide KPFV de
maneira concentragdo dependente, conforme indicado na Tabela 1. O valor da concentracio
inibitoria 50% (Clsp) calculado para COX-1 foi de 3,8 x 10°M (22,1 pg/mL). O maximo de
inibicdo da COX-2 alcangado pelo KPFV foi de 43,5% (50 ug/mL), logo se pode indicar que
o valor de sua Clsy para COX-2 foi maior que 8,4 x 10°M (Tabela 1). O controle positivo
indometacina também inibiu a atividade de ambas as enzimas COX-1 e COX-2, sendo o valor
da Clso para COX-1 foi de 5,9 ng/mL e de 31,2 pg/mL para COX-2, com IS de 0,19.
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Tabela 1. Efeito do flavonoide KPFV e do controle positivo Indometacina (Indo) sobre a atividade das
enzimas cicloxigenases 1 e 2.

Inibicao (%)

Concentracao de

KPFV (ug/mL) COX-1 COX-2
3,125 44,2 18,5
6,25 46,1 20,4
12,5 49,0 26,9
25,0 50,0 38,9
50,0 N/D 43,5

Concentracao de

Indo (ug/mL)
5,9 50,0 -

31,2 - 50,0

(N/D — néo detectado)

O indice de seletividade (IS; IC59 COX-1/ IC59 COX-2), foi inferior a 0,44, indicando
uma inibi¢do moderadamente preferencial para COX-1 (Figura 26).
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Figura 26. Efeito do flavonoide KPFV sobre a atividade das enzimas cicloxigenases 1 e 2,
demonstrando o indice de seletividade (IS) preferencial para COX-1.
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6 DISCUSSAO

Através de ampla revisdo bibliografica dos estudos sobre Kalanchoe pinnata, torna-se
perceptivel que esta espécie vem sendo relacionada a indmeras atividades bioldgicas,
destacando dentre estas atividades, a atividade anti-inflamatdria, que foi o direcionamento do
presente trabalho. Nesses estudos, a maioria utilizou as folhas de KP para investigacdo da
atividade anti-inflamatéria (HEMA et al., 1986; OJEWOLE, 2005; SOUSA et al., 2005).
Hema e colaboradores (1986) atribuiram esta atividade a presenca de substancias como o
sitosterol e alcoois alifaticos sem testar a eficicia de compostos isolados, ocorrendo o mesmo
com alguns estudos envolvendo flavonoides (OJEWOLE, 2005; SOUSA et al., 2005). Por
outro lado, em estudos prévios, nosso grupo de pesquisa interdisciplinar demonstrou que
flavonoides isolados das folhas de KP possuem atividade significativa contra a leishmaniose,
asma e em modelos de alergia através de mecanismos imunomodulatérios (COSTA et al.,
2008; CRUZ et al., 2012), como por exemplo a inibi¢do da producdo de citocinas 1L-2 e IL-4,
bem como na reducdo da proliferacdo de células T (Clsyp 38,8ug/mL) (COUTINHO et al.,
2012).

Dando continuidade as pesquisas e de maneira inédita, passamos o foco as
inflorescéncias de KP, uma vez que esta parte da planta é potencialmente detentora de uma
ampla variedade e quantidade de flavonoides. Estudos prévios de nosso grupo sobre a
composi¢do quimica das inflorescéncias de KP levaram ao isolamento de quatro flavonoides
minoritarios:  miquelianina  (quercetina  3-O-f-glicuronopiranosideo), isoquercitrina
(quercetina 3-0-f-glicopiranosideo), quercitrina (quercetina 3-O-a-L-ramnopiranosideo) e
quercetina (COUTINHO et al., 2012). O flavonoide diglicosilado, citado nesta tese como
KPFV (quercetina 3-O-a-L-arabinopiranosil (I — 2) -L-ramnopiranosideo) (Figura 27)
demonstrou ser o mais abundante segundo Coutinho e colaboradores (2012), tanto nas folhas
quanto nas inflorescéncias (1,87% de rendimento) de KP, sendo portanto nosso alvo de
estudo. Vale ressaltar que o uso deste flavonoide com vista as suas propriedades
antialergénicas foi patenteado pelos japoneses ja em 1986 (ICHIKAWA, 1986).
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Figura 27. Estrutura do flavonoide majoritario das inflorescéncias de KP: quercetina 3-O-a-L-
arabinopiranosil (1—2) a-L-ramnopiranosideo (KPFV).

48



Detalhando sobre a utilizagdo farmacoldgica do flavonoide KPFV (mais
especificamente um flavonol), podemos descrevé-lo como um agente anti-inflamatério e
imunossupressor (CHERNG et al., 2008; MORIKAWA et al., 2003), em parte por inibir a
expressao de citocinas e da enzima 6xido nitrico sintase induzida por inibi¢do da via do NF-
kB (MORIKAWA et al., 2003; BISCHOFF, 2008). Estas propriedades foram atribuidas por
alguns autores (CHERNG et al., 2008; MORIKAWA et al., 2003) pela presenca de uma
quercetina aglicona em sua estrutura quimica. Além disto, outros estudos com esta quercetina
demonstraram propriedades anti-inflamatorias na asma alérgica experimental em roedores
(ROGERIO et al., 2007). Este flavonoide é capaz ainda de inibir a producdo de
prostaglandina E, (PGE;) e 6xido nitrico em células estimuladas por IFN-y e LPS (KWON ez
al., 2010).

Portanto, tratando-se de flavonoides e de acordo com as propriedades acima descritas,
podemos inferir uma ampla gama de possibilidade de atividades farmacoldgicas a serem
desvendadas para estes compostos. No presente estudo, tivemos como foco a atividade anti-
inflamatoria, uma vez que muitas doencgas cursam com a inflamacdo e, ainda, o combate a
este quadro é um dos propésitos da populacido que utiliza a Kalanchoe pinnata como planta
medicinal.

Sendo a dor um dos sinais cardinais da inflamacao e, além disto, um alvo importante de
drogas anti-inflamatoérias, o primeiro ensaio realizado neste estudo foi o teste de contor¢des
abdominais induzidas por 4cido acético. Estas contor¢des sdo resultantes de uma reacdo
inflamatoria aguda local (peritdonio) induzida quimicamente pelo 4cido acético (ZAKARIA et
al., 2006), o que leva a sensibilizagdo de nociceptores responsivos a prostaglandinas (CHEN,
1993). Este teste € comumente utilizado como uma triagem para compostos potencialmente
antinociceptivos (centrais e/ou periféricos), uma vez que € sensivel a anti-inflamat6rios nao-
esteroidais (AINEs) e também a opioides (FISCHER er al., 2008). Nesta etapa inicial de
nossos experimentos, escolhemos a via oral para administragdo do extrato das inflorescéncias
de KP (EAFL). Contudo, observamos que a dose necessdria para promover efeito
antinociceptivo significativo foi extremamente elevada (Figura 12). Pode-se atribuir este tipo
de resultado ao metabolismo de primeira passagem hepético que ocorre apds a administragao
oral dos flavonoides. Evidéncias indicam que flavonoides glicosilados, como € o caso do
KPFV, precisam ser desglicosilados antes de serem absorvidos. Porém, uma vez que sao
absorvidos estes flavonoides sofrem metabolismo de primeira passagem via conjugacao,
excretando seus conjugados logo em sequéncia, o que promove redugdo da biodisponibilidade
destes compostos (MA et al., 2014). Logo, este tipo de resultado levou-nos a considerar a
possibilidade de mudancga de via de administracio para os ensaios seguintes, optando-se assim
pela via subcutinea (s.c.). A partir deste ponto, observamos que o EAFL (s.c.) produziu
inibicdo dose-efeito das contor¢des abdominais, indicando atividade antinociceptiva para o
extrato. De maneira semelhante, porém utilizando uma dose 30 vezes menor, o KPFV
também reduziu de maneira significativa o nimero de contor¢des, indicando fortemente o
envolvimento deste flavonoide no efeito antinociceptivo do extrato das inflorescéncias de KP.
Neste momento, a especificidade de efeito demonstrada por ambos os compostos (EAFL e
KPFV), permitiu-nos sugerir a inibicdo de alguns produtos gerados a partir das enzimas
cicloxigenase e lipoxigenase, como por exemplo a PGE,, PGF,,, PGI, e LTB4 (PARVEEN et
al., 2007), o que justifica ainda a sensibilidade do teste a AINEs como a indometacina
(ZAKARIA et al., 2006).

Conduzindo os estudos na perspectiva de propriedades anti-inflamatérias como
mandatérias para o efeito antinociceptivo observado no teste das contor¢cdes abdominais,
realizamos o teste de pleurisia. Neste ensaio, a injecdo intrapleural de carragenina (1%) induz
o quadro inflamatério local pela liberacdo de diversos mediadores inflamatérios na cavidade
pleural, como eicosanoides (prostaglandinas e leucotrienos) (AFONSO et al., 2012), citocinas
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(IL-1 e TNF-a) (MAZZON; CUZZOCREA, 2007) e quimiocinas (SANZ; KUBES, 2012).
Sob condi¢des normais, o fluido pleural possui poucas células imunes (KROGEL; ANTONY,
1997), contudo, diante destes mediadores inflamatdrios ocorre intensa migragao leucocitéria,
alcancando um méaximo entre 4 e 8 horas apds a inje¢do de carragenina (ALMEIDA et al.,
1980), bem como formacdo de exsudato pleural (SANZ; KUBES, 2012). Este modelo de
pleurisia simula diversas doencas pleurais, permitindo assim avaliar o efeito de substancias
que agem nos eventos celulares e vasculares da inflamagdo (BENINCA et al., 2007). Estes
eventos sdo representados principalmente pelo aumento da permeabilidade vascular, levando
a um pequeno edema subpleural e, principalmente, diapedese de neutréfilos para o foco
inflamatério (VINEGAR et al., 1982). Um das caracteristicas de drogas anti-inflamatérias ndo
esteroidais (AINES) € a capacidade de reduzir o nimero de células inflamatérias no exsudato
pleural de maneira dose dependente (VINEGAR et al., 1976), sendo este ensaio um bom
indicativo deste tipo de acdo anti-inflamatéria. O presente estudo demonstrou a significativa
atividade de EAFL, bem como das fragdes ricas em flavonoides — fracdo butandlica (FBuOH)
e fracdo acetato de etila (FAcCOEt) — na reducdo da migragdo leucocitiria para a cavidade
pleural induzida pela carragenina. Observou-se ainda atividade anti-inflamatoéria significativa
quando os camundongos foram pré-tratados com a fracdo aquosa B (FAq), indicando que
provavelmente esta fracdo reteve compostos biolégicos importantes, que levaram a redugdo
da contagem leucocitaria. Considerando-se que a fracdo butandlica possui mesma origem
(fracdo aquosa A) da fracdo aquosa B (apds particio com o solvente organico butanol)
(Figuras 10 e 11), os resultados encontrados sdo condizentes com a composi¢do quimica das
fracdes mencionadas. Por hora, a fracdo aquosa B ainda ndo teve sua composi¢ao elucidada,
sendo necessarios mais estudos fitoquimicos e de identificacdo das possiveis substincias
envolvidas com o efeito observado.

Dando continuidade ao ensaio da pleurisia com o EAFL, e considerando a viabilidade
da execugdo do ensaio na época, o pré-tratamento dos animais com este extrato levou a
redu¢do na concentragdo de MPO no fluido pleural. Sendo a mieloperoxidase liberada de
neutr6filos, e considerada uma enzima importante como marcador inflamatério (ROSEN;
MICHEL, 1997), obtivemos mais um indicio de atividade anti-inflamatéria, agora suportado
pela avaliacdo in vitro desta proteina.

Uma vez que o flavonoide KPFV demonstrou atividade anti-inflamatéria semelhante ao
extrato no teste da pleurisia, podemos atribuir sua presenca nas fragdes (FBuOH — 39,5% e
FACOEt — 22,9%) a atividade anti-inflamatéria destas. Além disto, o fato do extrato das
inflorescéncias ter demonstrado atividade semelhante em doses 100 vezes maior que o
flavonoide, indica o envolvimento desta quercetina neste efeito. Nossos resultados sugerem
que, pelo menos em parte pela acdo do KPFV, as fracdes e o extrato de KP podem ter sido
capazes de reduzir a sintese/liberacdo de mediadores quimioatraentes (responsdveis pela
migracdo celular) como citocinas IL-1 e TNF-a (FRODE et al., 2001), 6xido nitrico, e
leucotrienos (LTB4) (AFONSO et al., 2012), bem como quimiocinas (SANZ; KUBES, 2012).
Devemos considerar ainda a estrutura quimica do KPFV, uma vez que estudos anteriores
(COUTINHO, 2013) relatam sua relagdo com a atividade anti-inflamatéria deste composto.
Dentre alguns fatores estruturais importantes, estdo: a insaturacdo no anel C (posi¢cOes 2-3), a
presenca de grupos hidroxilas, bem como a lipofilicidade do composto (COUTINHO, 2013).

Adicionalmente, ambos os pré-tratamentos com EAFL (300 mg/kg) e KPFV (3 mg/kg)
no ensaio da pleurisia foram capazes de reduzir a concentracdo da citocina TNF-a no
exsudato pleural. Estudos in vitro com células mononucleares de sangue periférico humano
mostraram o papel da quercetina na modulacdo da producdo e expressdao génica de TNF-q,
sendo este efeito ligado a modulagdo das vias do NF-kB; e [-kB (NAIR et al., 2006).
Portanto, podemos sugerir, pelo menos em parte, que os efeitos anti-inflamatérios até entdao
observados podem envolver a inibi¢do desta citocina.
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A atividade anti-inflamatéria do EAFL e seu flavonoide majoritirio também foi
avaliada através do teste do edema de orelha induzido por 6leo de créton. A aplicacdo topica
deste agente na orelha dos animais induziu uma resposta inflamatéria aguda e consequente
formacdo de edema. Este sinal caracteristico € inicialmente mediado por histamina e
serotonina, e mais tardiamente pela liberacdo de prostaglandinas (PARVEEN et al., 2007).
Um dos compostos presentes no 6leo de créton é conhecido como 12-O-tetradecanoilforbol-
13-acetato, um éster que tem sido reportado pela estimulag¢do dos fosfolipideos de membrana
dependente de proteina quinase C, além da superexpressdo de 6xido nitrico sintase induzida e
cicloxigenase-2 (LEE et al, 2013). Observando nossos resultados neste modelo de
inflamacdo, houve inibi¢do dose-resposta do EAFL em doses 100 vezes menores (3 a 30
mg/kg) do que aquelas utilizadas no teste da pleurisia induzida por carragenina. De maneira
semelhante, KPVF produziu reducdo na formacdo do edema e sua efetividade foi obtida com
doses menores quando comparadas as do EAFL, sendo ativo a partir de 0,3 mg/kg. Estes
resultados sdo extremamente promissores, visto que recentemente, Afzal e colaboradores
(2012a) atribuiram a acdo anti-inflamatéria de K. pinnata a um novo derivado esteroidal,
isolado das folhas desta espécie. Através do método do edema de pata induzido por
carragenina, os autores demonstraram que o extrato das folhas de KP (400 mg/kg), bem como
o esteroide (300 mg/kg) reduziram a inflamagdo em 87% e 84%, respectivamente (AFZAL et
al., 2012a). Contudo, observando as doses empregadas, foi necessario administrar uma dose
do composto esteroide extremamente elevada em relacdo ao nosso estudo, obtendo-se os
mesmos efeitos que o flavonoide KPFV. Outra questdo interessante estd no fato de que EAFL
e KPFV produziram efeitos antiedematogénicos sob doses muito menores do que as utilizadas
para obtencdo do efeito antinociceptivo, 0 que nos sugere que a eficacia para os efeitos
antiedematogénicos € mais elevada que a eficicia dos efeitos antinociceptivos, assim como
observado para outros extratos e compostos isolados em estudos na literatura (LIMA et al.,
2013; KODITHUWAKKU et al., 2013; WANG et al., 2014).

Finalizando, por hora, a investigacdo de possiveis mecanismos de a¢do envolvidos com
as atividades bioldgicas observadas, foi realizada a mensuracdo da atividade das enzimas
cicloxigenases 1 e 2 sob influéncia do KPFV. J4 € sabido que os flavonoides sdo capazes de
diminuir a biossintese de prostaglandinas através da inibicdo da via de formacgdo das
prostaglandinas (COX-1 e 2) (HAMALAINEN et al., 2011). Sabe-se que as prostaglandinas
possuem papel importante na determinacdo dos sinais cardinais da inflamacdo: dor, calor,
rubor, edema e perda da funcdo. A biossintese de PGE,, a principal prostaglandina
inflamatoria, envolve trés enzimas chave: fosfolipase A, (PLA;), cicloxigenase (COX) e
prostaglandina sintase (PGES) (MANCINI; BATISTA, 2011). Alguns flavonoides sdo
capazes de reduzir a sintese de PGE, através da inibi¢do da atividade destas enzimas, ou ainda
através da inibi¢do da expressdo de enzimas induzidas pela inflamacdo, como a COX-2 e a
PGES-1 microssomal (TAKANO-ISHIKAWA e al., 2006; KOEBERLE et al., 2009;
HAMALAINEN et al., 2011). No presente estudo, observou-se que o KPFV, tanto quanto o
controle positivo indometacina, inibiram a atividade de ambas as isoformas de cicloxigenase:
COX-1 e COX-2. Desta forma, foi elucidado, pelo menos em parte, a influéncia deste
composto sobre a cascata de mediadores inflamatorios provenientes do acido aracdonico.

Estes resultados indicam que tanto o EAFL quanto o KPFV produziram os efeitos anti-
inflamatorios aqui observados através da inibicdo de COX. Contudo, o envolvimento de
outros possiveis mecanismos que levem a inibi¢do nas vias de sintese de prostaglandinas
precisam ser investigados.

Vale ressaltar que a quercetina 3-O-a-L-arabinopiranosil (1—2) a-L-
ramnopiranosideo (KPFV) é um composto inédito neste tipo de atividade, além de ser uma
molécula pouco comum no reino vegetal (COUTINHO, 2013). Em estudos anteriores
(COUTINHO et al., 2012) este foi descrito como o flavonoide mais abundante tanto nas
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inflorescéncias (1,87% p/p) quanto nas folhas de KP (2,26% p/p). Considerando este fato,
podemos admitir que os resultados obtidos no presente estudo possam ser extrapolados para
as folhas.

7 CONCLUSOES

Podemos concluir que o presente estudo ¢ inédito por investigar as propriedades
farmacoldgicas das inflorescéncias de Kalanchoe pinnata, parte da planta pouco estudada
mundialmente até o momento.

A investigacdo inicial do extrato da KP (EAFL) evidenciou o potencial antinociceptivo
das flores através do teste das contor¢des abdominais induzidas por acido acético. Esta
atividade foi observada também para o flavonoide majoritério isolado da espécie, propiciando
boa perspectiva para novas investigagcoes neste mesmo estudo.

Foi demonstrado o potencial anti-inflamatério do EAFL, bem como das fragdes
butandlica (FBuOH), acetato de etila (FAcOEt) e aquosa (FAq) e do KPFV através do teste da
pleurisia induzida por carragenina. A acdo antiedematogénica também mostrou-se presente
tanto para o extrato quanto para o flavonoide, sendo esta mais uma evidéncia de atividade
anti-inflamatéria dos compostos derivados das flores de KP.

Através da reducao dos niveis de TNF-o, bem como da inibicao da atividade enzimética
das cicloxigenases, parte dos possiveis mecanismos de acdo envolvidos nas atividades
farmacoldgicas demonstradas foram elucidados.

Assim, os achados cientificos aqui apresentados em relacdo as inflorescéncias da K.
pinnata podem embasar algumas das indicagdes populares da espécie K. pinnata no ambito de
enfermidades que cursem com dor e inflamacdo. Estes dados podem ainda servir de base para
estudos futuros, conduzindo a prospec¢do de novas moléculas bioativas com vistas a
atividades analgésicas e anti-inflamatdrias promissoras.
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Kalanchoe pinnata (KP) is popularly used for treating inflammatory diseases. This study investigated the antinociceptive,
antiedematogenic, and anti-inflammatory potential of the subcutaneous administration of KP flower aqueous extract (KPFE), its
ethyl acetate (EtOACF) and butanol (BuOHF) fractions, and the main KP flavonoid [quercetin 3-O-«-L-arabinopyranosyl (1 — 2)
a-L-rhamnopyranoside] (KPFV) in mice, as well as its possible mechanisms of action. KPFE (30-300 mg/kg) and KPFV (I-
10 mg/kg) inhibited the acetic acid-induced writhing (ID5, = 164.8 and 9.4 mg/kg, resp.). KPFE (300 mg/kg), EtOAcF (12 mg/kg),
BuOHF (15 mg/kg), or KPFV (0.3-3.0 mg/kg) reduced leukocyte migration on carrageenan-induced pleurisy (ID;, = 2.0 mg/kg
for KPFV). KPFE (3-30 mg/kg) and KPFV (0.3-3.0 mg/kg) reduced the croton oil-induced ear edema (ID5, = 4.3 and 0.76 mg/kg,
resp.). KPFE and KPFV reduced the TNF-a concentration in the pleural exudates on carrageenan-induced pleurisy test. Moreover,
KPFV inhibited COX-1(ICs, = 22.1 yg/mL) and COX-2 (IC;, > 50 pg/mL). The selectivity index (COX-1;c /COX-2;c, ) was <0.44.
These results indicate that KPFE and KPFV produced antinociceptive, antiedematogenic, and anti-inflammatory activities through
COX inhibition and TNF-« reduction, revealing that the main flavonoid in KP flowers and leaves plays an important role in the
ethnomedicinal use of the plant.

1. Introduction

Kalanchoe pinnata (Lamarck) Persoon (= Bryophyllum pin-
natum), one of the most important medicinal species of the
family Crassulaceae, is used in folk medicine to treatment of
many diseases such as cardiovascular dysfunctions [1] and
diabetes [2] and for healing wounds and treating inflamma-
tions [3, 4]. The leaves from this plant are the part most
commonly used and therefore have been the focus of a variety
of chemical and pharmacological studies. Several studies have
reported antiviral, antimicrobial, antiulcer, antileishmanial,

hepatoprotective, antioxidant, and antihyperglycemic activi-
ties from leaves of K. pinnata [1, 2, 5]; to review see [4]. Recent
studies have shown the potential activity of KP leaves in
inhibiting inflammatory events related to allergic airway dis-
eases [6]. Anti-inflammatory activity has also been reported
for KP leaves [7-9]. Polyphenolic compounds present in
the extract are speculated to be responsible for this activity.
Although many studies have been carried out with KP leaves,
there are few works devoted to the flowers of this species [3].

Recently we demonstrated the immunosuppressive
potential of the aqueous extract from KP flowers. The KPFE
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proved to be more active than the aqueous leaf extract in
inhibiting murine T-cell mitogenesis in vitro. In addition,
five quercetin-derivative flavonoids isolated from the flower
extract showed potent inhibitory activity against murine
T-cell mitogenesis as well as on IL-2 and IL-4 production,
without cell toxicity [10]. Flavonoids are the main pheno-
lic compounds in the Kalanchoe species [3] and are of great
pharmacological importance [11]. Some studies have demon-
strated a direct relation between the anti-inflammatory ef-
fects of various flavonoids and cyclooxygenases 1 and 2 [12],
leading to a reduction of important anti-inflammatory medi-
ators such as prostaglandin E, [13]. Additionally, other studies
have revealed the efficacy of flavonoids in the reduction of
TNF-« levels [14-16] through the ability to reduce the expres-
sion of some genes linked with proinflammatory events [14]
and the circulating levels of TNF-e in humans [16].

Considering the promising preliminary results with KP
flowers and the relevant therapeutic potential of this species,
the aim of this study was to investigate the antinociceptive,
antiedematogenic, and anti-inflammatory activities of the
KP flowers aqueous extract, the two enriched-flavonoid
fractions, and the main KPF flavonoid [quercetin 3-O-«-L-
arabinopyranosyl (1 — 2) a-L-rhamnopyranoside] (here
denominated as KPFV) on pharmacological inflammation
models.

2. Material and Methods

2.1. Plant Material. Flowers of Kalanchoe pinnata (Lamarck)
Persoon were collected from specimens cultivated in the
UFR] campus, Brazil, in September 2011, and identified by the
botanist M. E. Freitas at the herbarium of the Rio de Janeiro
Botanical Garden. A voucher specimen (292.697) is deposited
at the Herbarium of the Rio de Janeiro Botanical Garden
(Brazil).

2.2. Extraction and Isolation. Fresh flowers (2.52kg) were
ground and extracted with distilled water at 20% w/v for
30 min at 50°C. The yield of lyophilized flower extract (KPFE)
was 3.82% (90.2g) from the initial fresh material. Dried
flower extract was resuspended in distilled water (2.1L) and
precipitated with EtOH (1:1). The soluble fraction (76.9 g)
was partitioned with ethyl acetate (1 x 550 mL; 2 x 225 mL),
affording EtOACF (5.58 g; 6.2%, wt/wt of dried KPFE extract).
The residual soluble fraction (71.38g) was then parti-
tioned with »n-butanol (1 x 550mL; 2 x 225mL), affording
BuOHF (12.35g; 13.7%, wt/wt of dried KPFE extract). The
flavonoid quercetin 3-O-a-L-arabinopyranosyl (1 — 2) a-L-
rhamnopyranoside (KPFV) was isolated (95% purity; reten-
tion time 31.2 minutes) according to procedures previously
reported [10].

HPLC chromatograms of Kalanchoe pinnata flowers
extract, organic fractions, and isolated flavonoid [quercetin 3-
O-«-L-arabinopyranosyl (1 — 2) a-L-rhamnopyranoside]
(KPFV), along with '"H and "C-NMR spectra of the
flavonoid, are available online in Supplementary Material (at
http://dx.doi.org/10.1155/2014/429256).
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2.3. Drugs. The drugs used were dexamethasone (Decadron,
Aché Lab. Farm, Sao Paulo, Brazil), carrageenan, indometha-
cin, croton oil (Sigma Chemical Co., St. Louis, USA), and
acetone (Merck AG, Darmstadt, Germany), acetic acid, and
PBS solution. The lyophilized KP flower extract (KPFE), the
butanol (BuOHF) and ethyl acetate (EtOAcF) KP fractions,
the flavonoid [quercetin 3-O-«a-L-arabinopyranosyl (1 — 2)
a-L-rhamnopyranoside] (KPFV), and the drugs were diluted
in saline 0.9% in such a concentration so as to allow the
administration of 10 mL/kg, by subcutaneous (s.c.) route, for
each dose employed. EtOAcFE, BuOHF, and KPFV doses were
determined according to their yields from KPFE.

2.4. Animals. The experimental protocols in the pharmaco-
logical assays using adult male Swiss mice (25-35g) were
approved by the local Animal Care and Use Committee
(3403/2011/COMEP/UFRR]).

2.5. Acetic Acid-Induced Abdominal Writhing. Groups of
mice (n = 5-6) were treated subcutaneously with saline,
KPEFE (30, 100, and 300 mg/kg), KPFV (1, 3, and 10 mg/kg), or
the positive control indomethacin (10 mg/kg) 30 min before
acetic acid injection (1.2%, 0.1mL/10g) and the number
of writhings was counted for the following 30 min [17].
The results were expressed as means + SEM of number of
writhings allowing the ID;, value calculation.

2.6. Carrageenan-Induced Pleurisy. Groups of mice (n = 8)
were treated subcutaneously with saline, KPFE (300 mg/kg),
KP fractions (BuOHF = 15mg/kg; EtOAcF = 12 mg/kg),
KPFV (0.3, 1.0, and 3.0 mg/kg), or dexamethasone (2 mg/kg)
30 min prior to an injection of carrageenan (1% in saline) into
the pleural cavity. After four hours the pleural exudate was
collected with 1 mL of heparinized PBS and the total number
of leukocytes was counted in a Neubauer chamber [18].

2.7. Croton Oil-Induced Mice Ear Edema. Groups of mice
(n = 8-11) were treated subcutaneously with saline, KPFE
(3,10, and 30 mg/kg), KPFV (0.3, 1.0, and 3.0 mg/kg), or dex-
amethasone (2 mg/kg) 30 min before application of croton oil
(2.5% in acetone, 20 uL) on the inner surface of the right ear.
The weight difference (A) between the right ears (croton oil,
2.5%) and left ears (acetone) was measured four hours after
croton oil application [18].

2.8. Evaluation of Action Mechanisms

2.8.1. TNF-a Ex Vivo Measurement. Groups of mice (n = 8)
were treated subcutaneously with saline, KPFE (300 mg/kg),
KPFV (3 mg/kg), or dexamethasone (2 mg/kg) 30 min prior
to carrageenan injection (1% in saline; 500 yL/mouse) into
the pleural cavity. Four hours after carrageenan admin-
istration, the pleural exudate was collected with 1mL of
heparinized PBS. An aliquot was used to evaluate TNF-a con-
centrations in pleural exudate through an immunosorbent
assay kit (ELISA) (Ebioscience, San Diego, CA, USA). Results
were expressed as means + SEM of TNF-«a concentration
(pg/mL) [19].
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FIGURE I: Effect of KPFE (a) and KPFV (b) on the acetic acid-induced abdominal writhing test. KPFE, KPFV, or indomethacin (Indo) was
subcutaneously administrated 30 min before acetic acid injection (1.2%, 0.1 mL/10 g). The number of acetic acid-induced abdominal writhings
was counted for the following 30 min. *P < 0.05, **P < 0.01, and *** P < 0.001 significantly different from the vehicle-treated group. Values

represent the mean + SEM of 5-6 mice.

2.8.2. In Vitro Cyclooxygenase (COX) Inhibition Assay. The
inhibitory effect of KPFV and the positive control indometh-
acin on COX-1/COX-2 enzymatic activity were determined
using a colorimetric COX (ovine) inhibitor screening assay
kit (Cayman Chemical, Catalogue number 760111) according
to the protocol recommended by the supplier [19]. The range
of KPFV concentrations used for evaluation of both COX
activities was from 3.125 to 50 yg/mL, while the ranges of
indomethacin concentration were from 2.5 to 80 ug/mL and
from 18.75 to 600 ug/mL for COX-1 and COX-2 activity,
respectively.

2.9. Statistical Analysis. Data were statistically analyzed with
GraphPad Prism 5, and the results were expressed as mean +
SEM. Differences among the groups were calculated using
one-way ANOVA followed by Tukey-Kramer test, and test
data were considered different at a significance level of P <
0.05.

3. Results

Purification of aqueous extract from KP flowers (KPFE)
afforded two enriched-flavonoid fractions: EtOACF (6.2%)
and BuOHF (13.7%).

Pretreatment (s.c.) of mice with KPFE at 100 and
300 mg/kg produced antinociception evidenced by the reduc-
tion of the number of acetic acid-induced writhings (w) by
30.1% (32.3 + 6.2w) and 70.1% (13.8 + 3.2w), respectively
(IDs, 164.8 mg/kg), comparatively with vehicle group (46.2 +
5.8 w), while the positive control indomethacin (10 mg/kg)
reduced by 70.8% (13.5 + 3.4 w) and KPFE (30 mg/kg) was
ineffective (Figure 1(a)).

The main flavonoid KPFV (1, 3, and 10 mg/kg) also
produced a dose-related inhibition of the number of acetic
acid-induced writhing by 20.5% (442 + 3.1w), 35.8%
(35.7 £ 4.5w), and 50.5% (27.5 + 3.5w), respectively (ID5,
9.4 mg/kg), when compared with vehicle group (55.6 £ 3.3 w).
As expected, the positive control indomethacin (10 mg/kg)

reduced the number of writhings by 56.5% (24.2 + 3.5w)
(Figure 1(b)).

In the carrageenan-induced pleurisy assay the pretreat-
ment (s.c.) with KPFE (300 mg/kg), EtOAcF (12 mg/kg),
BuOHF (15mg/kg), or dexamethasone (positive control
group—2 mg/kg) reduced the leukocyte migration into the
pleural cavity by 56.1% (2.5 + 0.2 leukocytes x 10°/mL),
473% (3.0 = 0.3 leukocytes x 10%/mL), 39.6% (3.4 + 0.3
leukocytes x 10°/mL), and 43.9% (3.2 + 0.6 leukocytes x
10°/mL), respectively, when compared to the vehicle-treated
group (5.7 £ 0.7 leukocytes x 10%/mL) (Figure 2(a)).

KPFV (0.3, 1.0, and 3.0 mg/kg) also exhibited a dose-
related reduction of leukocyte migration by 8.0% (6.9 + 0.6
leukocytes x 10°/mL), 38.8% (4.6 + 0.2 leukocytes x 10°/mL),
and 572% (3.2 + 0.3 leukocytes x 10°/mL), respectively
(IDs, 2.0 mg/kg), whereas the treated with dexamethasone
(2mg/kg), positive control group, inhibited by 71.9% (2.1 +
0.2 leukocytes x 10°/mL) when compared with the vehicle-
treated group (75 + 0.6 leukocytes x 10°/mL) (Figure 2(b)).

KPFE (3, 10, or 30 mg/kg, s.c.) produced a dose-related
antiedematogenic effect evidenced by the reduction in croton
oil-induced mice ear edema by 50.8% (A = 2.9 + 0.5mg),
54.2% (A = 2.7 £ 0.7mg), and 64.4% (A = 2.1 + 0.5mg),
respectively, whereas dexamethasone (2 mg/kg) reduced the
edema by 81.4% (A = 1.1 + 0.3 mg) when compared with the
vehicle treated group (A = 5.9 + 1.0 mg), with ID;, 4.3 mg/kg
(Figure 3(a)).

In another experimental set, pretreatment with the main
flavonoid KPFV (0.3, 1.0, or 3.0 mg/kg, s.c.) also produced
a dose-related antiedematogenic effect in the croton oil-
induced mice ear edema by 38.2% (A = 4.2 + 0.4 mg), 54.4%
(A =31 £ 0.4mg), and 70.6% (A = 2.0 + 0.4 mg), respec-
tively, whereas the treatment with dexamethasone (2 mg/kg)
reduced the ear edema by 85.3% (A = 1.0 £ 0.4 mg) when
compared with the vehicle group (A = 6.8 + 0.6 mg), with ID,
0.76 mg/kg (Figure 3(b)).

After intrapleural injection of carrageenan, the pre-
treatment with KPFE (300 mg/kg, s.c.) or dexamethasone
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FiGure 3: Effect of KPFE (a) and KPFV (b) on the croton oil-induced mice ear edema. KPFE, KPFV, or dexamethasone (Dexa) was
subcutaneously administrated 30 min before application of croton oil (2.5% in acetone, 20 uL) or acetone on the inner surface of the right
and left ear, respectively. After four hours, the weight difference (A) between the right and left ears was measured. * P < 0.05, ** P < 0.01, and
*** P < 0.001 significantly different from the vehicle-treated group. Values represent the mean + SEM of 10 mice.

(2mg/kg, s.c.) reduced the TNF-«a concentration in pleural TaBLE 1: Effect of flavonoid KPFV on COX-1 and COX-2 activities.

exudates (P < 0.001) by 44.7% (47.6 + 0.3 pg/mL) and

69.8% (26.0 + 2.0 pg/mL), respectively, when compared to the KPEV concentration Inhibition (%)
vehicle group (86.0 + 2.0 pg/mL) (Figure 4(a)). (pg/mL) COX-1 COX-2
In an additional experiment, the flavonoid KPFV 3125 442 18.5
(3.0mg/kg, s.c.) decreased the TNF-a concentration in 6.25 461 204
pleural exudates by 66.6% (22.6 + 3.1pg/mL) when com- 125 19.0 6.9
pared to the vehicle group (67.5 + 4.9 pg/mL). As expected, ) ' '
dexamethasone (2mg/kg, s.c.) also reduced the TNF-o 250 50.0 389
50.0 ND 43.5

concentration by 74.5% (17.2 + 3.2 pg/mL) (Figure 4(b)).

The flavonoid KPFV inhibited both COX-1 and COX-2
in vitro activities (Table 1), and the IC;, calculated for COX-
1 inhibition was 3.8 x 107> M (22.1 ug/mL). The maximum
COX-2 inhibition induced by KPFV was 43.5% (50 pg/mL);
therefore the ICs, for COX-2 inhibition was >8.4 x 10> M.
The selectivity index (SI; COX-1;c, /COX-2;¢ ) was <0.44.
The positive control indomethacin also inhibited both COX-
1 and COX-2 activities (ICs, for COX-1 and COX-2 was 5.9
and 31.2 yug/mL, resp., and SI was 0.19).

sitosterol and aliphatic alcohols without testing any isolated
compound. In the same way, there are also some reports that
attribute this action to flavonoids [8, 9].

Our research group has been studying, via an interdis-
ciplinary approach, the chemical composition of KP leaves
taking into consideration their traditional use for healing
wounds and other inflammatory processes. Our findings

4. Discussion
have demonstrated that KP flavonoids, isolated from the KP

The anti-inflammatory potential of K. pinnata leaves was
evaluated previously in different models [7-9]. Hema et al. [7]
attributed the anti-inflammatory activity to the presence of

leaves extract, possess significant activity in leishmaniasis,
asthma, and antiallergenic models, through immunomodu-
lating mechanisms [3, 6].
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FIGURE 5: Structure of the main flavonoid from KP flowers:
quercetin 3-O-a-L-arabinopyranosyl (1 — 2) «-L-rhamnopyrano-
side (KPFV).

Although the flowers present a higher content and
variety of flavonoids, there are few studies of the isolation
and characterization of bioactive molecules from the KP
flowers or their pharmacological potential. Our previous
study on the chemical composition of KP flowers led to the
isolation of four flavonol glycosides, as well as a flavonol
aglycone. Quercetin 3-O-a-L-arabinopyranosyl (1 — 2) «-L-
rhamnopyranoside (KPFV) (Figure 5) proved to be the most
abundant flavonoid in KP flowers (1.87% wt/wt) [10] and
therefore is the aim of the present study. The other flavonoids
isolated by our group were quercetin 3-O-f-glucuronopy-
ranoside (miquelianin, 0.79% wt/wt), quercetin 3-O-f-
glucopyranoside (isoquercitrin, 0.21% wt/wt), quercetin 3-
O-a-L-rhamnopyranoside (quercitrin, 0.25% wt/wt), and
quercetin (0.12% wt/wt). These flavonoids were considered to
be the minority compounds [10].

The aglycone quercetin present in the chemical structure
of KPFV proved to be an anti-inflammatory and immuno-
suppression agent [20, 21]. This flavonol has a well-known
immunomodulatory effect through the regulation of inflam-
matory mediators, such as inhibiting cytokine and inducible
nitric oxide synthase expression via inhibition of the NF-«3
pathway [15, 22]. Moreover, quercetin has been reported as
having anti-inflammatory properties in experimental murine
allergic asthma [23]. A study using human peripheral blood
mononuclear cells showed the quercetin role in modulating
the TNF-a production and gene expression, and this effect
is linked to the modulation of the NF-xf1 and Ixf3 pathways
[24]. This flavonoid also inhibits PGE, and nitric oxide pro-
duction in IFN-y and lipopolysaccharide-stimulated RAW
264.7 cells [25].

The content of the diglycosyl flavonoid KPFV in KP flow-
ers is more than 2 times greater than the content of miquelia-
nin. When comparing with isoquercitrin and quercitrin, the
content of KPFV is 9 and 7 times higher, respectively.
Recently we have shown that KPFV impairs T-cell prolifer-
ation (ICs, 38.8 g/mL) and it was able to inhibit the produc-
tion of IL-2 and IL-4 cytokines [10]. The use of this flavonoid
for antiallergenic purpose was the basis of a Japanese patent
[26].

In present study the aqueous extract from K. pinnata
flowers (KPFE) produced a dose-related inhibition of acetic
acid-induced writhing indicating the antinociceptive activity.
The main flavonoid (KPFV) also produced antinociceptive
activity in the acetic acid-induced writhing model using
doses up to 30 times lower than KPFE, suggesting the involve-
ment of flavonoids, especially KPFV, in the antinociceptive
effect of the flower extracts. The nociception induced by
this assay is mediated by cyclooxygenase, such as PGE,,
PGF,,, and PGI,, and lipoxygenase products, such as LTB,
[27, 28], which can explain its sensitivity by nonsteroidal anti-
inflammatory drugs (NSAIDs) such as indomethacin [29].

Later, the anti-inflammatory effect of KPFE and the
enriched-flavonoid fractions (EtOAcF and BuOHF) was evi-
denced by the reduction in the total leukocyte migration



to the pleural cavity induced by carrageenan. This result
could be explained, at least partially, by the high content
of KPFV flavonoid in the EtOAcF (22.9%) and BuOHF
(39.5%) fractions. Moreover, KPFV exhibited the same effect
at doses up to 100 times lower than KPFE, demonstrating
that KPFV is also involved in the anti-inflammatory effect
of the flower extracts. Furthermore, carrageenan-induced
leukocyte migration is dependent on the synthesis/release of
the chemoattractants mediators leukotrienes such as LTB4
[30], cytokines IL-1 and TNF-« [31], and chemokines [32].
Pretreatment with KPFE or its main flavonoid KPFV reduced
the TNF-« concentration in pleural exudates, suggesting that
they produce an anti-inflammatory effect, at least in part, by
TNF-« inhibition.

The anti-inflammatory activities of KPFE and its main
flavonoid were also evidenced by the croton oil-induced
ear edema test. Topical application of croton oil induces an
acute inflammatory response mainly characterized by fluid
accumulation and edema formation. The edema formation is
initially mediated by histamine and serotonin and later by the
release of prostaglandins [28]. 12-O-Tetradecanoylphorbol-
13-acetate, a phorbol ester present in croton oil, has been
reported to stimulate phospholipid-dependent protein kinase
C and the overexpression of inducible nitric oxide synthase
and cyclooxygenase-2 [33]. In this inflammatory model the
dose-related inhibition of KPFE was detected at doses up
to 100 times smaller (3 to 30 mg/kg) than used in leuko-
cyte migration. Similarly, KPFV produced a reduction of
edema formation and its effectiveness was obtained using
lower doses when compared to KPFE and was active from
0.3mg/kg. These findings are very promising considering
that, recently, the anti-inflammatory activity of the leaf
extract from KP was attributed to a novel steroid derivative,
when Afzal et al. [34], using the model of carrageenan-
induced rat paw edema and oral administration, showed that
the extract (400 mg/kg) and the steroid (300 mg/kg) reduced
the inflammation by 87% and 84%, respectively. These
authors [34] needed to administer a high dose of the steroid
compound from the leaf extract to obtain approximately
the same effect as our results using the KPFV flavonoid.
Furthermore, KPFE and KPFV produce antiedematogenic
effect at lower doses than those required to produce antinoci-
ceptive effects, suggesting that they are more effective to
produce the antiedematogenic and anti-inflammatory effects
than the antinociceptive effect, as observed to other extracts
or isolated compounds [35-37].

Prostaglandins play an important role in the setting of the
cardinal signs of inflammation, pain, heat, redness, edema,
and loss of function. The biosynthesis of PGE,, the main
inflammatory prostaglandin, involves three key enzymes,
phospholipase A, (PLA,), cyclooxygenase (COX), and PGE
synthase (PGES) [38]. Some flavonoids may reduce PGE,
synthesis by inhibiting the activity of these enzymes or
by inhibiting the expression of the inflammatory-induced
enzymes, COX-2, or microsomal PGES-1 [13, 39, 40]. Our
results demonstrated that KPFV, as well as the positive
control indomethacin, inhibited the activity of both COX-1
and COX-2. Its selectivity index (S; COX-1;c_/COX-2;¢_)
was <0.44, indicating that KPFV has a slightly preferential
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inhibition to COX-1. These results indicate that KPFE and
its main flavonoid also produce an anti-inflammatory effect
by prostaglandins synthesis inhibition through COX inhi-
bition. However, the involvement of other mechanisms of
prostaglandins synthesis inhibition remains to be evaluated.

It is worth mentioning that quercetin 3-O-«-L-arabino-
pyranosyl (1 — 2) a-L-rhamnopyranoside (KPFV) is the
most abundant flavonoid in both flowers (1.87% w/w) and
leaves (2.26% w/w), as reported before [10]. Although this
study has focused on the flowers of KP, it seems plausible
that these results obtained with KPFV can be extended to
the leaves. Thus, the presence of this flavonoid in the leaves
must explain at least partially the popular use of the plant in
inflammatory disorders.

5. Conclusions

For the first time the antinociceptive, antiedematogenic,
and anti-inflammatory effects of K. pinnata flowers and
its main flavonoid were described. These effects involve
COX-1/COX-2 and TNF-« synthesis/release inhibition. The
demonstration of the antinociceptive, antiedematogenic, and
anti-inflammatory activities of the main flavonoid present
in flowers and leaves [3, 10] of this species represents a
major breakthrough in the pharmacological knowledge of a
medicinal plant widely used in inflammatory processes.
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