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RESUMO

Harpalyce brasiliana Benth (Fabaceae) é um arbusto encontrado principalmente nos
Estados do Ceara, Piaui e Maranhdo. Em virtude do uso etnoboténico da tintura de suas raizes
(solucao hidroalcodlica) como antiofidico oral pela populagdo local, a espécie € designada
popularmente como "raiz-de-cobra". Esta planta é usada na medicina popular, desde o inicio
do século XX, no tratamento desses acidentes ofidicos. A prospeccao fitoquimica de H.
brasiliana possibilitou o isolamento de novos pterocarpanos a partir das raizes e do lenho,
enquanto do estudo quimico das folhas foram obtidos floroglucindis inéditos. O objetivo desse
estudo foi investigar a resposta anti-inflamatéria e cicatrizante in vitro promovida por
floroglucindis isolados de folhas Harpalyce brasiliana. A avaliacdo da citotoxicidade foi
realizada através do ensaio de MTT e significativamente nenhum dos 6 floroglucinois
isolados (HBF-5, -6, -7, -8, -9, -10) reduziram a viabilidade das linhagens de macréfagos e
fibroblastos murinos nas concentracées de 1,56, 3,12, 6,25, 12,5, 25 e 50uM. Com 0 ensaio de
migracao, em fibroblastos 3T3, no periodo de 24h os floroglucindis todas as feridas estavam
fechadas. Na dosagem de 6xido nitrico (NO) com a linhagem de RAW 264.7 as HBF- 6, 7 e 9
reduziram a liberacdo de NO quando comparadas ao controle estimulado com LPS. O estudo
bioldgico da resposta anti-inflamatdria e cicatrizante in vitro promovido pelos floroglucinéis
monomeéricos prenilados/geranilados isolados de H. brasiliana, avaliou seu efeito imunoldgico
na condicdo de inflamacdo estimulada por LPS para dosagem de citocinas analisadas em
citometria de fluxo por CBA, sendo capaz de reduzir secre¢do das principais citocinas pro-
inflamatorias 1L-6, TNF-a, INF-y e IL-17 caracterizando um perfil anti-inflamatério, bem
como a IL-10. Em conclusdo, os floroglucindis isolados do extrato etandlico das folhas de H.
brasiliana ndo apresentou atividade citotdxica e cicatrizante. Com atividade frente a reducédo
de NO e anti-inflamatoria, os resultados que indicam as atividades bioldgicas dessas

substancias, nunca antes estudadas.

Palavras-chave: Atividade imunoldgica. Floroglucindis. Harpalyce.



ABSTRACT

Harpalyce brasiliana Benth (Fabaceae) is a shrub found mainly in the states of Ceara,
Piaui and Maranhdo. Due to the ethnobotanical use of the dye of its roots (hydroalcoholic
solution) as anti-phidic by the local population, the species is popularly called "snake root".
This plant has been used in folk medicine since the beginning of the 20™ century in the
treatment of these ophidian accidents. The phytochemical prospection of H. brasiliana
allowed the isolation of new pterocarp from the roots and the wood, while the chemical study
of the leaves was obtained unpublished phloroglucinols. The objective of this study was to
investigate the anti- inflammatory and healing response in vitro promoted by phloroglucinols
isolated from Harpalyce brasiliana leaves. Cytotoxicity was assessed by the MTT assay and
significantly none of the 6 phloroglucinols isolated (HBF-5, -6, -7, -8, -9, -10) reduced the
viability of murine macrophages and fibroblast strains at concentrations of 1.56, 3.12, 6.25,
12.5, 25 and 50uM. With the migration assay, in 3T3 fibroblasts, within 24 h the
floroglucinols all wounds were closed. In the nitric oxide (NO) dosage with the strain of
RAW 264.7, HBF-6, 7 and 9 reduced NO release when compared to the LPS-stimulated
control. The biological study of the anti- inflammatory and healing response in vitro promoted
by the premanaged/geranylated monomeric floroglucinols isolated from H. brasiliana,
evaluated its immunological effect in the inflammatory condition stimulated by LPS for
cytokine dosage analyzed in CBA flow cytometry, being able to to reduce secretion of the
major proinflammatory cytokines IL-6, TNF- o, INF-y and IL-17 characterizing an anti-
inflammatory profile as well as IL-10. In conclusion, the phloroglucinols isolated from the
ethanolic extract of the leaves of H. brasiliana did not present cytotoxic and cicatrizant
activity. With activity against NO reduction and anti- inflammatory, results indicate the

biological activities of these substances, never before studied.

Keywords: Immunological activity. Phloroglucinols. Harpalyce.
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1 INTRODUCAO

Os produtos naturais sdo fontes de agentes terapéuticos utilizados ao longo dos tempos
no tratamento das doencas, pratica tdo antiga quanto a civiliza¢cdo humana e transmitida atraves
do conhecimento tradicional, sendo reconhecido como parte da medicina convencional pela
Organizacdo Mundial de Saude (OMS). As plantas medicinais sdo importantes como
fitoterapicos e na descoberta de novos farmacos, onde se encontra no reino vegetal a maior
contribuicdo para medicamentos (BORCHARDT, 2002; CRAGG e NEWMAN, 2013).

O Brasil possui um nimero de espécies vegetais estimado entre 350.000 e 550.000,
dentre as quais apenas 55.000 séo catalogadas e distribuidas entre as diferentes regides do pais.
Essa diversidade proporciona um campo para pesquisa cientifica na descoberta de compostos
naturais, com a compreensdo da imunomodulagdo na atividade bioldgica e o conhecimento
sobre sua diversidade quimica para uma melhor utilizacdo e preservacdo deste recurso
terapéutico oferecido pela natureza (KOEHN e CARTER, 2005; BRASIL, 2011).

A regido Nordeste apresenta uma forte cultura popular de utilizacdo das plantas
medicinais, com um grande numero de plantas conhecidas mas apenas algumas foram
fitoqguimicamente investigada e avaliada para determinar seu potencial farmacoldgico. Mesmo
entre as plantas medicinais tradicionais, ainda hd muitas que ndo foram estudadas para

confirmar sua eficécia e seguranca em humanos (BRUNING et al., 2012).

Harpalyce brasiliana Benth (Fabaceae) € um arbusto do Nordeste brasileiro encontrado
principalmente nos estados do Ceara, Piaui e Maranhdo, designada popularmente como "raiz-
de-cobra". O uso etnoboténico das raizes de H. brasiliana pela populacédo local, é empregado
no tratamento de acidentes ofidicos e suas folhas em atividades anti-inflamatorias (SILVA et
al., 1999; XIMENES et al., 2012).

O estudo fitoquimico de H. brasiliana possibilitou o isolamento de novos pterocarpanos
a partir das raizes e do caule. Enquanto do quimico das folhas de H. brasiliana foram obtidos
floroglucinois inéditos, que nunca haviam sido encontrados na familia Fabaceae (ARAUJO,
2008).

As propriedades curativas das plantas dependem, em grande parte da presenca de

substancias oriundas do seu metabolismo secundario, pertencentes a classes quimicas diversas
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como os alcaloides, terpenoides e flavonoides (CSEKE et al., 2006; GARCIA-LAFUENTE et
al., 2009; PRASAD et al., 2010). Os floroglucindis constituem uma das maiores classes de
metabdlitos secundarios com larga ocorréncia principalmente nos géneros Hypericum (ROWE,
1989; XIAO e QING, 2007; NOR et al., 2008) e Eucalyptus (GHISALBERT], 1996) das
familias Hypericaceae e Mirtaceae, respectivamente (ARAUJO, 2008).

O floroglucinol 1 (1,3,5-tri-hidroxi-benzeno) é o precursor de diversas moléculas com
atividades bioldgicas. Em estudos com plantas, o floroglucinol foi aplicado no enraizamento de
estacas lenhosas e na reagcdo morfogénica de segmento (RUFATO, et al., 2001). Pesquisas em
animais, foram descritas as atividades anticonvulsivante, antidepressiva, antimicrobiana,
antialérgica e anti-inflamatoria (FRANCA e KUSTER 2009; LUNARDELLLI, 2012; STEIN, et
al., 2012).

Uma resposta inflamatéria apropriada vai depender do controle do perfil pro-
inflamaté6rio (Thl) e anti-inflamatorio (Th2) promovido por diferentes familias de citocinas
(MANJULA et al., 2006). O processo de qualquer inflamacéo inclui uma variedade de fatores
derivados do sistema imune, tais como células imunoldgicas, sistema complemento, citocinas
e mediadores da inflamacdo. Esse evento também é acompanhado por um processo complexo
e multifatorial, caracterizado pela eliminacdo do agente agressor, pela irrigacdo, nutricdo e
oxigenacdo do tecido lesionado, a cicatrizacdo (EFRON e MOLDAWER, 2004; AMMON,
2010; BECKER et al., 2013).

As plantas usadas tradicionalmente no tratamento da cicatrizacdo, febre, infeccdo,
edema ou doencas reumaticas apresentam indicadores da presenca de compostos com
propriedades anti-inflamatérias e, assim, devem ser investigadas e sua eficacia comprovada,
através de estudos feitos em modelos experimentais (RAUH, 2008; CATAO, 2006).

Nessa perspectiva, esse estudo visa avaliar o perfil anti-inflamatério e cicatrizante
promovido pelos floroglucindis inéditos isolados de Harpalyce brasiliana, em ensaios pré-

clinicos in vitro em linhagem de células macr6fagos RAW 264.7 e 3T3 fibroblastos murinos.
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2 OBJETIVOS

2.2 OBJETIVO GERAL

Investigar a resposta anti-inflamatdria e cicatrizante in vitro promovida por floroglucinois

isolados das folhas de Harpalyce brasiliana Benth.

2.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Investigar a citotoxidade dos floroglucindis isolados de H. brasiliana frente as linhagens
de fibroblastos e macréfagos murinos;

e Avaliar a atividade cicatrizante dos fibroblastos murinos estimulados pelos
floroglucindis isolados de H. brasiliana;

e Avaliar a potencial atividade anti-inflamatdria dos floroglucindis isolados de H.
brasiliana e a liberagdo de 6xido nitrico (NO);

e Auvaliar a liberacdo de citocinas Thl e Th2 em macrofagos estimulados e ndo
estimulados com LPS e tratados com os floroglucindis isolados de H. brasiliana;
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 FAMILIA Fabaceae

Fabaceae é uma das maiores familias botanicas, sendo a terceira maior familia de
Angiospermas, compreendendo cerca de 727 géneros e 19.325 espécies, ficando atras apenas
da Orchidaceae e Asteraceae (LEWIS et al., 2005). Espalhadas em todo o mundo,
especialmente nas regides tropicais e subtropicais, presentes em menor nimero nas regides
temperadas. No Brasil, existem cerca de 210 géneros e 2.694 espécies, que se destacam como
elemento floristico nas principais formacoes florestais brasileiras, principalmente em trechos
da Mata Atlantica e do Cerrado (LIMA et al., 2010).

As plantas dessa familia apresentam-se como grandes arvores nas matas tropicais e ainda
como arbustos, subarbustos, ervas anuais ou perenes (ARAUJO, 2008). As raizes de quase
todas as leguminosas apresentam nodosidades. O caule se apresenta bem variado. As folhas séo
alternas espiraladas, compostas, as vezes, unifoliolada e o tipo de folha auxilia a caracterizar a
subfamilia. Seus frutos sdo do tipo legume, também conhecido como vagem, caracteristico
dessa familia (PONTES, 2014).

Os frutos apresentam importancia econdmica devido ao seu nimero de variedades
alimenticias ricas em carboidratos, como a soja (Glycine Max), feijdo (Phaseolus vulgaris),
ervilha (Pisum sativum), amendoim (Arachis hypogeae) entre outras; medicinais, madeireiras
com as espécies Dypterix, Dalbergia, e Hymenolobium, ornamentais produtora de fibras e 6leo,
e no cultivo do solo por contribuir na agricultura como adulbos naturais (WOJCIECHOWSKI
etal., 2004).

Pertencente & ordem Fabales, a familia Fabaceae é divida em trés subfamilias:
Caesalpinioideae, Mimosoideae e Papilionoideae (Faboideae) (RIBEIRO et al., 1999).
Fabaceae € considerada mono-parafilética, assim como as subfamilias Papilionoideae e
Mimosoideae, distribuida em 70 géneros e aproximadamente 3.270 espécies, sendo a segunda
maior subfamilia de Fabaceae (LEWIS et al., 2005) e Cesalpinioideae € parafilética e
considerada a mais primitiva, de grande importancia como grupo taxonémico, predomina
arvores, arbustos e ervas. Com aproximadamente 154 géneros e 2.800 espécies, distribuidas nas

regides tropicais e subtropicais, principalmente na América do Sul, Africa tropical e sudeste da
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Asia (COWAN, 1981; LEWIS, 1987; LEWIS & POLHILL, 1998; WOJCIECHOWSKI et at.,
2004).

Papilionoideae é a maior das trés subfamilias com cerca de dois tercos de todos 0s géneros
e espécies, apontada como a mais evoluidas dentre as leguminosas, compreende por volta de
28 tribos, 478 géneros e 13.800 espécies, sendo principalmente arvores e arbustos (LEWIS et
al., 2005; RIBEIRO et al., 1999). “Papilio” ¢ uma palavra que significa “borboleta”, sendo o
formato caracteristico da flor que nomeou a espécie. A presenca de nodosidade nas raizes é
mais presente nessa subfamilia (RIBEIRO et al., 1999; ARAUJO, 2008).

Essa subfamilia apresenta diversas espécies de uso na medicina popular como Abrus
precatorius L., a qual possui saponinas com atividade anti-inflamatdria ja descrita e a lectina
abrina, dentre as substancias quimicas de maior toxicidade, na sua composi¢do quimica (DEL
SOL, et al., 2006). Desmodium adscendens (Sw.) DC. utilizada na cultura indigena na
Amazdnia como antimalérico e contraceptivo (BRANDAO, et al., 1992). Erythrina mulungu
Mart. Ex Benth, empregada no tratamento de disturbios do sistema nervoso, como ansiedade,
tosse nervosa e sedativo (CRUZ, 1995; CORREA, et al., 1998). Poiretia tetraphylla (Poir.)
Burk usada como anti-inflamatoria, anti-helmintica, tratamento de impoténcia e inseticida
(BURKART, 1943). Foram descritos na Papilinoideae metabdlitos atribuidos &s propriedades
medicinais, como os isoflavondides e taninos, mais de 200 alcaldides quinolizidinicos também
foram identificados, além de vérios tipos de aminas, cumarinas, diterpernos e triterpenos,
fenilpropaandides, inibidores de proteases e lectinas se destacando nas atividadesanti-
inflamatdria, antialergénico, hipostensora e analgésica (GOTTLIEB; KAPLAN; BORIN,
1996.; ROYER, 2011).

3.1.3 Harpalyce brasiliana Benth.

O género Harpalyce compreende 30 espécies originarias do Brasil, Cuba, México e
Nicaragua e descritas e aceitas no The International Legume Database and Information Service
(ILDIS), descritas na Tabela 1. As espécies H. maisiana e a H. cubensis tem ocorréncia apenas
em Cuba, aonde se encontram na Lista vermelha de espécies ameagadas da IUCN (PONTES,
2014).
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Espécies do género Harpalyce

Harpalyce acunae Borhidi & O.Muniz
Harpalyce baracoensis Borhidi & O.Muniz
Harpalyce borhidii O.Muniz

Harpalyce cristalensis Borhidi & O.Muniz

Harpalyce ekmanii var. angustiflora (Leon & Alain)
Arroyo

Harpalyce flexuosa Borhidi & O.Muniz
Harpalyce formosa var. goldmanii (Rose) Arroyo
Harpalyce hilariana var. Speciosa (Taub.) Arroyo
Harpalyce macrocarpa Britton & Wilson
Harpalyce maisiana Leon & Alain

Harpalyce moana Borhidi & O.Muniz

Harpalyce parvifolia H.S.Irwin & Arroyo

Harpalyce robusta H.S.lIrwin & Arroyo

Harpalyce rupicola Donn.Sm.

Harpalyce toaensis Borhidi & O.Muniz

Harpalyce alainii Leon
Harpalyce arborescens A.Gray

Harpalyce brasiliana Benth.

Harpalyce cubensis Griseb.

Harpalyce ekmanii Urb.

Harpalyce foliosa Borhidi & O.Muniz
Harpalyce formosa DC.

Harpalyce hilariana Benth.
Harpalyce lepidota Taub.

Harpalyce mexicana Rose

Harpalyce menor Benth.

Harpalyce nipensis Urb.

Harpalyce pringlei Rose

Harpalyce sousai Arroyo

Harpalyce villosa Britton & Wilson

Tabela 1.Espécies do género Harpalyce aceitas no ILDIS e disponiveis na Lista de Plantas — (The Plant List — A

working list of all plant species 2010).

H. brasiliana é uma planta nativa do Brasil, pertencente a subfamilia Papilionoideae,

encontrada principalmente nos estados do Ceara, Maranhdo e Piaui onde é conhecida

popularmente como “raiz-de-cobra” ou “erva-de-cobra” por ser utilizada como tratamento para

acidentes com serpentes e escorpides, principalmente nos locais de dificil acesso ao soro

antiofidico. Nas regiGes rurais quando ocorrem os casos de acidentes com picadas e ha liberacao

do veneno, existe a pratica de preparar e ingerir uma solugéo hidroalco6lica com raizes da planta
como tratamento imediato apds o incidente (ARAUJO, 2008; PONTES, 2014).


http://www.theplantlist.org/tpl/record/ild-21117
http://www.theplantlist.org/tpl/record/ild-10419
http://www.theplantlist.org/tpl/record/ild-21118
http://www.theplantlist.org/tpl/record/ild-16850
http://www.theplantlist.org/tpl/record/ild-21119
http://www.theplantlist.org/tpl/record/ild-16851
http://www.theplantlist.org/tpl/record/ild-21120
http://www.theplantlist.org/tpl/record/ild-16852
http://www.theplantlist.org/tpl/record/ild-24552
http://www.theplantlist.org/tpl/record/ild-24552
http://www.theplantlist.org/tpl/record/ild-10420
http://www.theplantlist.org/tpl/record/ild-21122
http://www.theplantlist.org/tpl/record/ild-21123
http://www.theplantlist.org/tpl/record/ild-24547
http://www.theplantlist.org/tpl/record/ild-16853
http://www.theplantlist.org/tpl/record/ild-24551
http://www.theplantlist.org/tpl/record/ild-16854
http://www.theplantlist.org/tpl/record/ild-10423
http://www.theplantlist.org/tpl/record/ild-10421
http://www.theplantlist.org/tpl/record/ild-10424
http://www.theplantlist.org/tpl/record/ild-10425
http://www.theplantlist.org/tpl/record/ild-21124
http://www.theplantlist.org/tpl/record/ild-16855
http://www.theplantlist.org/tpl/record/ild-24550
http://www.theplantlist.org/tpl/record/ild-10426
http://www.theplantlist.org/tpl/record/ild-24549
http://www.theplantlist.org/tpl/record/ild-10427
http://www.theplantlist.org/tpl/record/ild-10428
http://www.theplantlist.org/tpl/record/ild-24546
http://www.theplantlist.org/tpl/record/ild-21126
http://www.theplantlist.org/tpl/record/ild-10429

Fotos: Prof. Edilberto R. Silveira; Mauricio Mercadante.
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Na obra Flora Brasiliensis publicadapelo botanico Carl Friedrich Philip von Martius em
1859, a H. brasiliana foi descrita por sua acdo medicinal empregada no tratamento de picadas

de serpentes, através do uso de preparagdes antiofidicas conhecidas como ‘especificos’ pela

populacéo local (XIMENES, 2012).

A espécie Harpalyce brasiliana é um arbusto medindo de 1 a 4 metros de altura com
ramos alongados. Suas folhas apresentam coloragdo verde escura, aveludadas, estipulas
pequenas, setaceas e caducas, com 7 a 11 foliolos com 2,5 a 3,5 cm de comprimento. As flores
sdo alaranjadas. O fruto legume do tipo vagem se apresenta reto glabro de 5,0 a 7,5 cm de
comprimento e 1,2 a 3,0 cm de largura (Figura 1) (ARAUJO, 2008).

Figura 1 - Fotos completo em de diferentes partes de H. brasiliana: (A) sementes, (B) flor, (C) raiz, (D) espécime
em seu habitat natural.

Os estudos fitoquimicos realizados com H. brasiliana identificaram a presenca de
pterocarpanos, isoflavonas, chalconas, triterpenos entre outras substancias. Foram isolados de
extratos das raizes diversos flavonoides (incluindo trés pterocarpanos com atividade antiofidica
comprovada, as cabernegrinas A-l e A-1l e a harpalicina I) e do extrato etanolico das folhas da
H. brasiliana foram isolados por Araujo (2008) os compostos quimicos floroglucindis, inéditos,
e nunca encontrados na familia Fabaceae e a isoflavona harpalicina 2 (SILVA, 1999; ARAUJO,
2008; XIMENES, 2009; PONTES, 2014).

3.2 FLOROGLUCINOIS
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Como produto do metabolismo secundario normal, os vegetais sdo capazes de
biossintetizarum elevado nimero de compostos fendlicos, alguns dos quais sdo indispensaveis
para o desempenho suas funcgdes fisiologicas e outros sao de utilidade para defesa e adaptacao.
Os compostos fendlicos compreendem um grupo heterogéneo de substancias com estruturas
quimicas relativamente simples e outras complexas, destacando — se os floroglucinois e seu
derivados, compostos polifendlicos abundantes em certos vegetais, frutas, sementes e algas
considerado como uma classe de nutrientes semi-essenciais para os seres humanos e relatados
pelos seus efeitos benéficos para eliminar radicais de oxigénio, com atividade antibacteriana e
combate ao cancer (NAIR et al., 2006; AHN et al., 2010; LUNARDELLI, 2012).

Os derivados do floroglucinol s&o resultantes de inimeras substituicdes ou oxidagdes no
esqueleto basico 1,3,5-tri-hidroxi-benzeno (THB) (Figura 2), que é o floroglucinol em si,
também chamado de floroglucina. Quase sempre contém uma carbonila de cetona ou de
aldeido, conjugada com o anel benzénico. A estrutura do floroglucinol ndo se encontra como
tal na natureza, o que torna seus derivados ndo muito abundantes, com sua biogénese muito
complexa, aonde na origem destes compostos a presenca da carbonila € biogenéticamente
favorecida (ARAUJO, 2008).

OH

HO OH
Figura 2 - Estrutura do 1,3,5-tri-hidroxi-benzeno (THB).

Os floroglucindis sdo relatados como presentes principalmente nas familias
Hypericaceae e Mirtaceae, mas também foram encontrados nas familias Asteraceae,
Cannabinaceae, Clusiaceae, Crassulaceae, Euforbiaceae Guttiferae, Lauraceae, Fagaceae,
Rutaceae e Rosaceae e a partir de fontes marinhas e de micro-organismos (SIGH e BHARATE,
2006; PONTES, 2014).

Biossinteticamente os floroglucindis se formam através da via do acetado, com
viabilidade de substitui¢do dos hidrogénios do anel, geralmente com substituintes do tipo acila
ou aquila. Apds sua ligacdo ao anel eles podem estar suscetiveis a ciclizagdes e oxidages,

podendo resultar em moléculas mais complexas, biciclicas, triciclicas. O que proporciona uma
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variedade de estruturas com potencial atividade bioldgica a ser estudada (SCHMIDT et al.,
2012). O estudo de ANH et al. (2010) foi o primeiro a identificar o papel de um floroglucinol
na ativacdo da resposta imune ou no seu mecanismo posterior, demonstrando que o
floroglucinol ativou a proliferagdo de linfocitos sem citotoxicidade e a producdo de IL-2

ativando a via de sinalizacao NFkB.

Estudos recentes demonstraram que a variedade estrutural de floroglucinol isolado de
Ecklonia cava induz atividades farmacoldgicas atuando na inibicdo da apoptose e protegendo
as células contra o estresse oxidativo. O floroglucinol atuou como citotdxico para células de
cancer de mama (HT-29), sendo estudado para determinar seus efeitos farmacoldgicos e
imunolodgicos (KANG et al., 2014).

Estudos com atividade comprovada antihelmintica, especialmente tenicida (SOCOLSKY
et al, 2012). Agdo antibacteriana e antioxidante (VAN KLINK et al., 2005;
RUKACHAISIRIKUL et al., 2006). Compostos derivados do floroglucinol com atividade

anticonvulsiva em zebrafish (Danio rerio) (LUNARDELLI, 2012) foram relatados.

O floroglucinol também apresentou atividade radioprotetor contra danos oxidativos
induzidos por radiacdo gama e induzidos por UVB, diminuindo o nivel de EROs intracelular e
os danos causados a componentes celulares (KANG et al., 2010; IM et al., 2016). Atividades
anti-inflamatorias e antinociceptivos foram comprovadas com o floroglucinol isolado de
Callistemon citrinus (Myrtaceae), constituinte vegetal presente na dieta dos aborigenes,
atuando na inflamacdo e dor, proporcionando uma melhor chance de sobrevivéncia em
condicdes adversas do meio ambiente (RADULOVIC et al., 2015). Atividade anti-inflamatoria
também, de um derivado ativo de floroglucinol, watsonianone A, isolado do fruto de
Rhodomyrtus tomentosa (ZHANG et al., 2018).

Estruturalmente, os floroglucindis podem ser subclassificados como: monoméricos (1),
diméricos (2), triméricos (3), tetraméricos (4) e florotaninos (5) (Figura 3). Os floroglucinois
monoméricos sdo encontrados principalmente em plantas, com uma grande variedade de
atividade bioldgica a ser estudada. E por causa da grande variedade estrutural os monoméricos
sédo divididos em: prenilados (1.1) e geranilados (1.2), acilados (1.3), terpenilados (1.4),
glicosilados (1.5), halogenados (1.6), a-pironas substituidos (1.7) e policetideos ciclicos (1.8)
(Figura 4) (SINGH e BHARATE, 2006).
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Fontes: Arisawa, 2003; Woldemariam et al., 1992; Glombitz E Li, 1991.
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isolado de Pseudomonas aurantiaca. protocosina.
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HO . OH . .
5 - Estrutura do flororglucinol floratanino isolado
de C. mascalocarpum.

I(;i;;ura 3 - Estruturas das subclasses dos floroglucindis: diméricos (2), triméricos (3), tetraméricos (4) e florotaninos

Muitas espécies de plantas apresentam floroglucindis monoméricos, como as dogénero
Eucalyptus, onde Eucalyptus grandis foi isolado o grandinol, principal representante dos
floroglucindis acilados, com atividade antiviral e bactericida estudada (BLOOR, 1992); da
Vidalia obtsusaloba. (C. Agardh) J. Agardh, floroglucindis halogenados com acdo anti-
inflamatéria (SINGH e BHARATE, 2006). Espécies do género Helichrysum, com
floroglucindis ligados a anel a-pirona com propriedades antifungicas (TOMAS- LORENTE et
al., 1989). Floroglucindis policéticos ciclicos demonstraram acdo antimicrobiana e
antimalarica, isolados de espécies do género Eucalyptus e Hypericum; podendo também ser
poliéticos policiclicos onde se destaca a hiperforina e suas atividades antibacteriana, antifugica,
antiutmoral e antidepressiva, como o representante mais estudado dessa subclasse (VUUREN
et al., 2006; BEERHUES, 2006).

Na classe dos dimericos as estruturas sao formadas por duas unidades de floroglucinais,

néo obrigatoriamente idénticos, ligados por um carbono metileno. Na estrutura 2 (Figura 4)
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temos a primeira substancia isolada dessa classe, a partir cultura de Pseudomonas aurantiaca,
apresentando acdo antibidtica contra algumas bactérias Gram-positivas (ESIPOV et al., 1975;
ARISAWA, 2003). Os floroglucindis triméricos e tretaméricos, sdo formados por trés ou mais
unidades de floroglucindis, ligados por carbonos metilénicos, respectivamente, onde dos

tetraméricos possuem apenas seis compostos isolados e relatados na literatura.

Os floroglucinadis unidos entre si de forma diversa séo classificados como florotaninos,
apresentando instabilidade nos fendis livres isolados por isso na forma de paracetatos, sao
metabolitos secundarios do floroglucinol THB que foi polimerizado através de ligacdes éter,
fenila ou 1,4-dibenzodioxina (Figura 3) e sendo encontrados até hoje apenas em algas marrons
e vermelhas (ARAUJO, 2008). Os florotaninos sdo responsaveis por uma variedade de
atividades bioldgicas, o phlorofucofuroeckol Bisolado de Eisenia arborea suprime a liberacéo
de histamina de células murinas de leucemia basofilas (SUGIURA et al., 2006); apoiando as
atividades anti-inflamatérias, isolados florotaninos da alga marrom Eisenia bicyclis
apresentaram atividades inibitdrias in vitro na reducdo da producédo de NO, iNOS, expressédo da
proteina COX-2 e geracdo de ROS (JUNG et al, 2013). Florotaninos isolados dessa mesma alga
tinham apresentado atividades inibitdrias de hialuronidase, fosfolipase A2, lipoxigenase, e

enzimas COX, que estdo envolvidas na resposta inflamatoria (SHIBATA et al., 2003).



Fontes: Isnansetyo, 2003; Takasaki, 2000; Bohlmann eMahanta, 1980; Zhang, 1992;2002; Morris et al., 1987; Nakagawa-Goto et al., 2005; Tomas-Barberan et al., 1990.
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Figura 4 - Estruturas dos tipos de floroglucindis monoméricos: prenilados (1.1) e geranilados (1.2), acilados (1.3),
terpénicos (1.4), glicosilados (1.5), halogenados (1.6), a-pironas substituidos (1.7) e policetideos ciclicos.
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Os floroglucinois (HBF-5, -6, -7, -8, -9, -10) objetos desse estudo, sdo monoméricos
prenilados/geranilados, ligados diretamente ao anel aromatico do THB, estruturas mostradas na

Figura 5.

OH (0]

HO

HO

HO H
OH
HBF-5 1-hexonoil-2’,4,6-tri-hidroxi-3’-metil- HBF-6 1-hexonoil-[2°,3’]-pirano-3’-metil-6’-
3’-(4-metil-3-pentenil)-benzopirano. [hidroxi-dimetil-metano]-4,6-di-hidroxi-

benzopirano.

OH O

HBF-7 1-hexonoil-[2°,3°]-furano-3’-metil-5°-(2- HBF-8 1-hexonoil-2’,4,6-tri-hidroxi-3’-metil-3’-
metil-propenil)-4,6-di-hidroxi-benzopirano. (4-metil-4-perdxido-2-pentenil)-benzopirano.
o o OH 0

12
HO
R - 9
HOS H = HO
H H HO H OH
HBF-9 1-hexonoil-2’,4,6-tri-hidroxi-3-(3- HBF-10 1-hexonoil-2’,4,6-tri-hidroxi-3’-(3-
hidroxi-4-metil-3-pentenil)-benzopirano. hidroxi-4-metil-3-pentenil)-benzopirano.

Figura 5 - Estruturas quimicas dos floroglucindis isolados da H. brasiliana Benth. e a fracdo da qual foi obtido
(HBF).
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3.3 SISTEMA IMUNE E O MECANISMO DA RESPOSTA INFLAMATORIA

As pesquisas etnofarmacoldgicas voltadas ao estudo do efeito imunomodulador de
plantas medicinais, utilizadas pela comunidade para o tratamento de diversas doencas,
impulsionam a busca pela pesquisa clinica sobre as respostas que o sistema imune pode
expressar, com 0 uso dos produtos naturais, destacando-se sua a¢éo na ativacao das citocinas e
diversas condigdes fisiopatoldgicas, com a inflamacéo e a cicatrizacdo (OLIVEIRA, 2010;
GERTSCH et al., 2010).

Todos os organismos vivos, dos mais simples aos mais complexos, possuem um
mecanismo de resposta a estimulos agressores, que configura um sistema que busca
continuamente manter o seu equilibrio homeostatico. No sitio inflamatorio, as células do
sistema imunitario desempenham, em associacdo coletiva, a resposta de defesa contra
substancias estranhas ou micro-organismos infecciosos, injuria tecidual, irritacdo quimica ou
por toxinas que desencadeiam o processo de inflamacéo, capaz assim, de envolver aspectos da
fisiologia, imunologia e bioguimica do organismo (BEHM et al., 2011; DASH & MURTHY,
2011).

Independentemente do fator desencadeante, 0os mecanismos envolvidos no processo
inflamato6rio sdo comuns a todos os sinais padrdo e de inflamacgdo. Sendo expressos por um
aumento do fluxo de sangue, elevado metabolismo celular, vasodilatacdo, libertacdo de
mediadores sollveis, extravasamento de fluidos e influxo celular. A fase aguda, parte um da
inflamacédo, tem duracdo curta (Figura 6). Nessa fase ocorre a liberacdo de exsudato com
proteinas plasmaticas que vao culminar em edema e migracdo de células circulantes (neutrofilos
e monacitos) para o sitio inflamatoério, sendo marcada pelo aparecimento dos sinais cardinais
da resposta inflamatoria, tais como calor, rubor, edema, dor, e pode evoluir até perda de funcéo.
A inflamacéo aguda vai promover a regenera¢ao normal do tecido, com retorno da funcdo ou
formacdo de um tecido fibrético. A depender da duracdo do estimulo, da intensidade da resposta
a inflamacg&o e ao comprometimento do sistema imune, a resposta imunologica se torna cronica,
passando a assumir um carater patoldgico, com presenca de células como os linfocitos e
macrofagos, a angiogénese e formagao de tecido conjutivo (MEDZHITOV, 2008; LIN et al.,
2008).



Imagem: Robins, 2013.
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Figura 6 - Componentes das respostas inflamatdrias e suas principais fungdes.

A defesa contra agentes infecciosos que desencadeiam 0 processo da resposta
inflamatoria, é mediada pelas reacGes iniciais da imunidade inata e pelas respostas tardias da
imunidade adaptativa. O sistema imune inato é baseado em barreiras fisicas e quimicas a
infeccdo e também nos diferentes tipos de células que reconhecem pat6genos invasores e ativam
respostas imunes antimicrobianas. Os mecanismos fisicos e quimicos de defesa sdo
representados pela epiderme, epitélio respiratério ciliado, endotélio vascular e superficies
mucosas com secrecfes antimicrobianas. Os patdgenos entram em contato com as primeiras
células de defesa os fagocitos, células dendriticas e células Natural Killer (NK), as quais
compdem a imunidade inata, juntamente com o sistema complemento. Ativagdo de células no
sistema imune adaptativo € um processo ditado por multiplos sinais da imunidade inata. Com a
ativacdo de linfocitos de maneira antigeno-especifica, diferenciando-se em células produtoras
de anticorpos (linfécitos B) e células efetoras (linfécitos T) e com as células dendriticas fazendo
a conexdo entre a imunidade inata e adaptativa, quando se transformam em células
apresentadoras de antigeno (JANEWAY et al., 2000; BASSET et al., 2003; MOGENSEN,
2009; ABBAS et al., 2015).

As respostas imunes e proliferativas sdo mediadas por citocinas, proteinas secretadas
pelas células da imunidade inata e adaptativa em reposta a micro-organismos e outros antigenos,

gue medeiam a comunicacdo intercelular no sistema imunoldgico, regulando a inflamacéo local
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e sistémica. Elas sdo agrupadas em diferentes familias como fatores de necrose tumoral (TNFs),
interleucinas (IL), interferons (IFNs) e fatores estimuladores de col6nias (CSFs) atuando no
crescimento e a diferenciagdo de linfécitos, ativacdo de diferentes células efetoras para
eliminacdo de antigenos e estimulando a producgdo de células hematopoiéticas. As células que
determinam funcdes eficazes dos compostos do sistema imunoldgico, como os macréfagos e
linfdcitos, se destacam como as principais fontes de citocinas (HARSCH et al., 2003; DUQUE;
DESCOTEAUX, 2014; ESQUIVEL-VELAZQUEZ et al., 2015).

Cada citocina se liga a um receptor especifico da superficie celular, ativando uma cascata
de sinalizacdo que medeia a funcgéo celular, em resposta a estimulos direfentes, em populac6es
celulares distintas (células polimorfonucleares, células endoteliais e epiteliais, adipocitos e
células do tecido conjuntivo), concentracfes elevadas de citocinas indicam ativacdo das vias
das citocinas associadas a inflamacg&o ou progressdo da doenca, que se classificam como pré e
anti-inflamatorias (THOMPSON et al., 2003; STENKEN; POSCHENRIEDER, 2015).

As células de perfil Thl produzem IL-2, IL-6 e IFN-y, que ¢ essencial para a eliminagao
de patdgenos, enquanto que as células de perfil Th2 secretam IL-4, -5, -10 e -13, que sdo cruciais
para a eliminacdo de organismos extracelulares e a manutencdo de reaces alérgicas. A
imunidade do tipo 1 e do tipo 2 refere-se as respostas imunes inata e adaptativa,
respectivamente. As respostas do tipo 1 sdo definidos por células Thl e células Th17, células T
citotoxicas, grupo 1 e 3 de células linfoides inatas (ILCs), as imunoglobulinas IgM e IgA e
classes especificas de anticorpos. Conferindo imunidade a muitos micro-organismos incluindo
bactérias, virus, fungos e protozoarios (MELO et al., 2010; WYNN, 2017).

A imunidade do tipo 2 fornece protecdo contra grandes parasitas extracelulares,
aumentando as barreiras de defesas, onde as células do tipo 2 oferecem uma resposta imune que
ajuda a manter a homeostase metabdlica e a promover a remodelacéo apds lesdo. As respostas
imunes tipo 2 sdo caracterizadas por linfocitos ativados CD4" e CD8", células Th2, ILCs do
grupo 2, eosinofilos, basofilos, mastocitos, interleucina-4 (1L-4) e macrofagos ativados por IL
-13, a subclasse de anticorpos IgE e as citocinas IL. -4, IL-5, IL-9, IL-13, IL-25¢e IL -BNVYNN,
2017).

O perfil Th17 inclui as citocinas interleucinas IL-17 (A-F) apresentando fatores de de
transcricdo que ndo se sobrepde aos fatores necessarios para as células Thl ou Th2, sendo mais

complexos pois a producdo de IL-17 pode ser induzida por diferentes combinac6es de citocinas.
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A IL-17 pode induzir a producdo de citocinas e quimiocinas pro-inflamatdrias sozinhas ou em
cooperagdo com outras citocinas, como o0 TNF-a e IL-6, relacionada com uma grande variedade
de doengas autoimunes. A estimulacdo de IL-17 ativa as vias de sinalizacdo NFkB ¢ MAPKSs.
As células Th1l7 impulsionam o recrutamento de neutrofilos e a producdo de peptideos
antimicrobianos em resposta a bactérias extracelulares e fungos. Um defeito na producéo de IL-
17 resulta em aumento da disseminagdo bacteriana, correlacionando-se com mediadores
inflamatdrios reduzidos e recrutamento de neutro6filos deficiente (GAFFEN et al., 2014; SHAO
etal., 2017; MISIAK et al., 2017).

A IL-1B ¢ um dos mediadores centrais da reagdo inflamatdria, em baixa concentragao,
age nas celulas endoteliais, aumentando a expressdo das moléculas de superficie que medeiam
a adesdo dos leucdcitos. Em altas concentracfes, a IL-1p exerce efeitos endocrinos, induzindo
febre e sintese de proteinas de fase aguda pelo figado. O TNF — a ativa células endoteliais ¢
tissulares, estimulando a angiogénese, incluindo a IL-6, que atua como citocina regulatéria
sobre esse fator e € uma citocina produzida por células linfoides ativadas e uma variedade de
células nédo linfoides, como macrofagos ativados, adipdcitos e células musculares esqueléticas,
estando envolvida na regulacdo da hematopoiese, respostas imunes e reacdes de fase aguda
(Figura 7) Na imunidade inata (tipo 1), atua como estimulo paraa producdo de neutréfilos e de
proteinas de fase aguda; e na imunidade adaptativa (tipo 2), atua na diferenciacdo de linfécitos
B em plasmdcitos, sendo também fator de crescimento de plasmacitos neoplasicos, considerada
assim uma citocina regulatéria (MELO et al., 2010; CAMPOS, 2007).

A Interleucina 2 (IL-2) é uma citocina importante, que controla a proliferacdo e
diferenciacdo de células do sistema imune. Esta citocina € produzida principalmente por
linfécitos ativados CD4* e CD8*, células dendriticas e células T reguladoras (Treg), e ativa o
crescimento das células T in vitro. O IFN-y, uma citocina secretada por células T ativadas do
subconjunto e células NK, que regula a defesa do hospedeiro, a inflamacao e autoimunidade. A
IL-10 é uma citocina imunorreguladora, secretada também por macréfagos, com efeitos sobre
varios tipos de células, que influenciam na resposta imune inata e adaptativa e promovem ainda
a ativacao e diferenciacdo de linfécitos T CD4" em células Th17, prevenindo uma resposta
inflamatoria exarcebada, importante nas rea¢Ges autoimunes (Figura 7) (YOON et al., 2009;
MELO et al., 2011).
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Figura 7 - Interleucinas envolvidas na resposta imune.

A producéo destas citocinas pré-inflamatorias pode ser induzida pelo lipopolissacarideo
(LPS), também conhecido como endotoxina. Uma molécula tdxica derivada da membrana
celular externa de bactérias gram-negativas, que desencadeia vias de sinalizacdo intracelular
através de sua ligacdo a receptores proprios, sendo os principais localizados na membrana
celular e denominados receptores Toll-like 4 (TLR4). Este receptor ativado desencadea diversas
vias de sinalizacdo, como MAPK (do inglés Mitogen-Activated Protein Kinase), AP-1
(Activator Protein 1), STAT (Signal Tranducer and Activator of Transcription) IRF3 (interferon
(IFN) -regulatory factor 3). Com uma das principais vias ativadas pelo LPS é a via do fator do
NFkB, um fator de transcri¢do central da resposta inflamatdria em células imunocompententes,
tanto as periféricas como macréfagos, quanto no sistema nervoso central, como as células da
glia. (RAETZ & WHITFIELD, 2002).

Através das citocinas produzidas ao decorrer do processo infeccioso, o LPS atua em
receptores Toll-like 4, para que esses efeitos ocorram para amplificacdo e propagacao do sinal
gerado inicialmente, visto que TNF também é um regulador importante da atividade do fator
de transcricdo NFkB, sendo uma das primeiras citocinas produzidas durante o processo
infeccioso. A ativacdo por estimulos inflamatdrios como o TNF ou LPS culmina na repressao
ou transcricédo de varios genes, levando as células a um estado ativado pronto para responder a
injuria e também para gerar proteinas que na fase anti-inflamatéria induzem a finalizagéo
adequada do processo (RIVEST, 2003; MACHADO, 2010).

O LPS ndo age diretamente contra as células ou 6rgdos, mas através da ativacdo do
sistema imune, com uma cascata de sinalizacdo intracelular, especialmente através de

macrofagos, que liberam uma série de mediadores pro-inflamatorios, influenciam o aumento
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na producdo de citocinas como TNF (fator de necrose tumoral), a IFN-y e interleucinas (IL-6 E
IL-1), incluido o d6xido nitrico (NO), exercendo funcdes regulatérias a fim de restaurar a
homeostase do tecido (ZHAO, et al., 2008).

A fagocitose desenvolvida pelos macréfagos compde o inicio do conjunto das atividades
bioldgicas de toda a resposta imunoldgica e da resposta inata, e € constituida pelas etapas de
aderéncia ao substrato, quimiotaxia, ingestdo de células e particulas inertes e producao radicais
livres (Figura 8). Os macrofagos sdo extensamente distribuidos pelo organismo, apresentando
uma resposta rapida e persistente no local de acdo, por possuirem uma grande quantidade de
receptores em que as respostas e esses estimulos podem acontecer de multiplas maneiras
diferentes, essenciais ndo s6 para a imunidade, mas também para o desenvolvimento e
homeostase tecidual. Derivados de células precursoras da medula 6ssea que se dividem
produzindo os mondcitos. Estes circulam no sangue, cruzam a parede das vénulas e capilares,
onde, ao penetrarem no tecido conjuntivo, adquirem caracteristica morfologicas e funcionais
de macrofagos, tendo a fagocitose como uma de suas principais funcbes, podendo produzir
inimeras substancias moleculares para auxiliar na destruicdo do que foi fagocitado e ativar de
outras células da imunidade inata e adaptativa, através da liberacdo de mediadores inflamatdrios
como as citocinas (DELVES; ROITT, 2000; STOUT; SUTTLES, 2005; GORDON, 2002).
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Figura 8 — Macr6fagos e sua atuacdo na imunidade adaptativa.

Embora a fagocitose possa fornecer o estimulo inicial antigénico, a atividade dos
macrofagos pode ser aumentada por citocinas secretadas por células T auxiliares, com o IFN-

v. sendo um dos mais potentes ativadores de macroéfagos. Como também, os macrofagos sdo
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capazes de guimiotaxia, ou seja, 0 processo de ser atraido e deslocado para um determinado
localizagdo por moléculas especificas. Além da fagocitose, macrofagos desempenham um papel
central na inflamacdo, pois apresentam ao sistema imunoldgico resposta contra micro-
organismos, uma vez que os macrofagos sdo das primeiras células a entrar em contato com
esses invasores. Isto € em parte devido aos seus receptores Toll-like e scavenger, que tém
especificidade de se ligar a lectinas, lipoproteinas, proteinas, oligonucleotideos, polissacarideos
e outras moléculas. Além de essas fungdes, macrofagos expressam maior histocompatibilidade
moléculas complexas (MHC) classe Il em suas membranas e também apresentam antigenos aos
linfécitos. Quando os macrofagos fagocitam, seus antigenos sdo processados e situados a
superficie externa, onde eles serdo reconhecidos por células auxiliares T. Apos este
reconhecimento, os linfécitos T liberam citocinas que ativam linfocitos B e secretam anticorpos
especificos para os antigenos apresentado pelo macréfago (SIWEKE et al., 2013; DUQUE;
DESCOTEAUX, 2014).

O 6xido nitrico (NO) produzido em niveis mais elevados por macrofagos, via estimulacéo
IFN-y, como também pelos receptores do tipo TLRs, tem atividade citotoxica contra micro-
organismos, parasitas e células tumorais, exercendo uma funcdo importante no sistema
imunoldgico (KUMAR-ROINE et al., 2009). O iNOS produz uma quantidade micromolar de
NO por um longo periodo quando induzido pela ativacdo de sinais como o LPS e ou citocinas.
Como uma molécula reguladora, o NO presente em altas concentra¢des pode atuar como uma
molécula citotdxica desencadeando dano tecidual, enquanto em concentracdes nanomolares de
NO produzidas por formas constitutivas de NO sintases, sdo essenciais para manter as fungdes
celulares normais tais como atividade antimicrobiana e modulacdo da resposta imune,
metabolismo dsseo e apoptose (MELO et al., 2011; BOGDAN, 2015).

O NO ¢ sintetizado a partir do aminoacido L-arginina em um processo catalisado por
isoenzimas, que sdo globalmente denominadas NO sintases (NOS), em varias células e tecidos
animais. Estas enzimas sdo classificadas em trés tipos: NOS endotelial (eNOS), NOS neuronal
(nNNOS) e NOS induzida (iNOS). A producéo destas isoformas parece ser tecido-especifica,
produzido em grande quantidade pela enzima 6xido nitrico sintase induzivel (iNOS) em células
inflamatdrias ativadas, a NOS endotelial é produzida pelas células endoteliais e osteoclastos e
a INOS é identificada em fibroblastos, macréfagos e células vasculares. A presenca de NO é
fundamental para a cicatrizagdo normal, uma vez que promove a sintese de colageno e angiogénese
(VITRAL, 2008).
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3.3.2 Processo basico de cicatrizacdo da ferida

A utilizacdo de plantas e extratos vegetais com o intuito de melhorar a cicatrizacdo,
estancar hemorragias, realizar curativos e tratar feridas, € um conhecimento bem difundido
entre as comunidades indigenas e diferentes grupos étnicos, preparadas na forma de pastas e
cataplasmas, chas ou infusdes, sua atividade cicatrizante pode ser atribuida aos compostos
naturais presente nas partes utilizadas das plantas e que isolados possibilitam o estudo da sua

atuacdo fisiopatoldgica (PIRIZ, 2014).

Quando um tecido é lesado, inicia-se 0 processo de reparo tecidual para a sua
regeneracdo ou cicatrizacdo. Na regeneracdo, a organizacdo tecidual acontece com a
substituicdo das células mortas ou lesadas por novas células, idénticas os originais, promovendo
a restituicdo total e a funcionalidade do tecido. Na cicatrizacdo, o tecido € substituido por tecido
conjuntivo vascularizado, quer a lesdo tenha sido traumatica ou necrotica, através do processo
de cicatrizacdo, como finalidade o restabelecimento da homeostasia tecidual, sendo comum em
todas as feridas. Os principais mecanismos celulares basicos para a cicatrizacdo da ferida séoa
migracdo celular, a organizacdo e modelagem da matriz extracelular (MEC) e o processo de
proliferacdo celular. Esse processo é resultante das interagfes celulares locais que ocorrem na
epiderme, na derme e na matriz extracelular, como também da resposta sistémica regulada,
incluindo a imunidade celular, a imunidade humoral e a cascata de coagulacdo (GURTNER, et
al., 2012; OLIVEIRA, 2012).

No processo basico de cicatrizacdo da ferida, as células chegam ao local para a liberacao
de mediadores da inflamacao, quimiocinas, proteases e citocinas. Os macrofagos sdo recrutados
e ativados no sitio da lesdo, direcionando o desenvolvimento de tecido de granulacdo através
dos fatores de crescimento e a citocinas, as quais irdo atuar na angiogénese e ativacdo dos
fibroblastos para formagéo do estroma novo e remoc¢édo da matriz provisoria (BALBINO et al.,
2005).

O processo de cicatrizagdo acontece em fases: a inflamatoria (1), a proliferativa (2) e a
de maturacdo (remodelacéo) (3) (Figura 9). A fase inflamatdria é caracterizada pelo combate
aos agentes agressores, onde as plaquetas desempenham um papel fundamental estimulando a
cascata de coagulacdo e liberam granulos com os fatores de crescimento, mediadores de
peptideos envolvidos na proliferacdo celular, ciclagem celular e apoptose, que podem ter
propriedades dos fatores de crescimento, estimulando a acao dos neutrofilos nas primeiras 24
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horas e dos macrofagos, 48-96 horas, que migram para a ferida, antes dos fibroblastos migrarem
e iniciarem a replicacdo (CAMPOQOS, 2007).

Macréfagos
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Figura 9 — Células envolvidas nas fases da cicatrizacéo.

Apb6s a fase inicial do processo inflamatério, a sinalizagdo de moléculas do
microambiente sobre as células endoteliais faz com que estas mudem a expressao de moléculas
da superficie voltada para o leito vascular, de forma a facilitar a adesdo de mondcitos circulantes
ao invés dos neutréfilos. Em processo semelhante, os mondcitos, ao transmigrarem pelas
fenestracdes entre as células endoteliais, sdo ativados assumindo fenétipo de macrofagos
derivados de mondcitos e conduzidos pelas quimiocinas ao local da lesdo, onde podem sofrer
atuacdo da IL-10, mesma forma que para os neutrofilos, possui efeitos inibitérios sobre a

guimiotaxia de macréfagos (RUH et al., 2013).

Na fase proliferativa (2), com a ativacdo de macréfagos na regido lesada e a producao
de fatores de crescimento especificos, a matriz extracelular comega a ser substituida por um
tecido conjuntivo mais forte e mais elastica, ocorrendo a reconstituicdo dos vasos sanguineose
linfaticos e constante migracgéo celular, onde os fibroblastos originam tecido de granulagdo no
local da lesdo. A proliferacdo de fibroblastos € modulada pelos macréfagos, num complexo
modelo contrarregulatério, com uma fase de retardamento, que precede a estimulagéo direta
pelo fator de crescimento derivado do macrdfago e IL-1. Os fibroblastos sintetizam proteinas
de colageno e elastina, bem como proteoglicanos e glicoproteinas que vao constituir a matriz

extracelular, auxiliando na producdo dos fatores de crescimento, que controlam a proliferacdo
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eadiferenciacao celular, respondendo ao estimulo dos fatores de crescimento sintetizados pelos
macrofagos (GORDON, 2002; PAGANELA et al., 2009).

Uma vez restabelecidos o fluxo sanguineo e a oxigenagdo, o principal fator
desencadeador da angiogénese € reduzido, e os vasos neoformados comecam a diminuir. A
partir disso, inicia-se a fase de contracdo das paredes marginais da lesdo, para o fechamento da
ferida, realizada pelos fibroblastos ativados, os quais se diferenciam em miofibroblastos, e
confere capacidade contrétil, reduzindo a area de sangramento e facilitando a epitelizacao
(RAMALHO, 2003; PAGANELA et al., 2009).

Por ultimo, na maturacgdo (3), ocorre diminui¢do da atividade celular e do nimero de
vasos sanguineos, com a remodelacdo e reorganizacdo do colageno e a perda do nucleo dos
fibroblastos, levando a maturacéo da cicatriz, em que a matriz temporéria é removida, com a
apoptose de fibroblastos e macréfagos e aumento do nimero de coldgeno para a matriz
definitiva, rica em colageno tipo | a ser depositada. O contetdo aquoso da matriz diminui,
aumentando a agregacdo das fibras de coldgeno tornando-se mais espessos e a lesdo se torna
mais resistente apds o colageno ter sofrido maturacdo para acontecer a reepitelizacdo da ferida
e seu fechamento, formando finalmente o tecido cicatricial (BALBINO et al., 2005; ROBBINS
et al., 2005; DIAS e OLIVEIRA, 2012).

Considerando que ha uma grande quantidade de mediadores produzidos apds o
desencadeamento da resposta inflamatéria, o parametro da inflamacdo pesquisado neste
trabalho foi através da producdo de citocinas, com o modelo utilizado de macrofagos com
lipopolissacarideo (LPS) antes e ap6s a incubacdo das células com compostos isolados

floroglucindis.

As substancias isoladas das folhas de H. brasiliana sdo floroglucindis monoméricos
prenilados/geranilados, ou seja, possuem componentes prenila ou geranila ligados diretamente
ao anel aromatico do THB. O fracionamento cromatografico realizado com o extrato etanélico
das folhas de H. brasiliana, possibilitou o isolamento de 7 derivados monoméricos do
floroglucinol, todos ineditos na literatura, isolados por Araudjo, 2008. Destes, 6 sdo 0s objetos
de estudo desse trabalho, os quais suas substancias ndo possuem ainda atividade biologica

determinada.
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4 MATERIAL E METODOS

4.2 MATERIAIS

As folhas de Harpalyce brasiliana utilizadas no estudo, foram coletadas no municipio
de Barbalha (CE), pelo Prof. Edilberto Rocha Silveira. A identificacdo botanica foi realizada
no Departamento de Biologia da Universidade Federal do Ceara, pelo Prof. Edson de Paula
Nunes, botanico do Herbario Prisco Bezerra, onde se encontra depositada a exsicata, sob o
namero de registro 32525. Apds o fracionamento cromatografico do extrato etandlico das folhas
de H. brasiliana, obteve-se o0 isolamento de seis derivados monomeéricos do floroglucinol
(HBF-5, -6, -7, -8, -9, -10), inéditos, 0s quais suas estruturas quimicas foram elucidadas por
métodos fisicos (ponto de fusdo ou rotagdo optica) e espectrométricos (Espectroscopia na regiao
do Infravermelho, Ressonancia Nuclear de H* e C*3 e Espectrometria de Massa). As substancias
foram cedidas pela Prof. Dra. Renata Mendonca Aradjo (Universidade Federal do Rio Grande

do Norte), para a realizacdo do estudo de suas atividades bioldgicas de seis delas.

4.3 CULTURA DAS CELULAS FIBROBLASTOS 3T3 E MACROFAGOS RAW 264.7
MURINOS

As células da linhagem de macr6fagos RAW 264.7 (aderente imortalizada por virus que
preserva todas as caracteristicas de uma célula fagocitica do sistema mononuclear) e as células
da linhagem de fibroblastos de camundongos Swiss 3T3, foram utilizadas nesse estudo.
Provenientes do Banco de células do Rio de Janeiro (BCRJ) e mantidas na sala de cultura do
Departamento de Antibidticos/UFPE, as linhagens foram incubadas a 37 °C em uma atmosfera
de 95% de ar e 5% de CO, em frascos de cultura de tecido de 75 cm?, com meio de cultura
Dulbecco Medium Eagle Modified (DMEM) (Sigma), com 10 mM de tampdo Hepes, na
presenca de Soro Fetal Bovino a 10% e 1% de antibidtico (penicilina/estreptomicina 1000U/ml)
(Sigma) de acordo com instru¢cbes do BCRJ, trocado a cada trés dias. As células foram
tripsinizadas (tripsina 0,05% / EDTA 0,02% de Gibco, Grand Island, N.Y., EUA) e cultivadas
até aproximadamente 70% de confluéncia, a cada 3 a 5 passagens, com concentracao ajustada
para 3x10° células/mL de meio, plaqueadas em garrafa de cultura e mantidas para conducéo de

procedimentos expermentais.



Imagem: Autor

41

Figura 10 - Linhagem de células 3T3 / RAW 264.7

44 ENSAIO COM BROMETO DE 3- (4,5-DIMETILTIAZOL-2-IL) - 25-
DIFENILTETRAZOLIO (MTT) PARA AVALIACAO DE CITOTOXICIDADE EM
LINHAGEM DE FIBROBLASTOS 3T3 EMACROFAGOS RAW 264.7

As células de fibroblastos (3T3) foram plaqueadas a uma densidade de 3x10° (células/mL)
em uma placa de 96 pogos em meio de cultura de DMEM suplementado com 10% de FBS 1%
de antibidtico, e incubadas a 37 ° C, numa atmosfera de CO2 a 5% humidificada. Apos a
incubagdo, de 24h para aderéncia das células, foram colocados 100 uL. de meio DMEM, com
as concentracdes de 1,56, 3,12, 6,25, 12,5, 25 e 50 uM de cada uma das 6 substéncias
floroglucinéis (HBF-5, -6, -7, -8, -9, -10), realizada em triplicata, exceto no controle, no qual
foi acrescentado mais 100pl de meio DMEM. As células foram incubadas durante 24 h, 48 h e
72h a 37 ° C, numa atmosfera humidificada a 5% de CO.. Em seguida, o meio de cultura foi
substituido por 90 puL de PBS juntamente com 10 pL de solugdo de brometo de 3- (4,5-
dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltétrazélio (MTT) (5 mg / mL em PBS) e incubado no escuro,
durante 3 h, a 37 ° C, numa atmosfera de CO2 a 5% humidificada. Posteriormente, removeu-se
100 uL do sobrenadante e adicionou-se 100 uL. de DMSO a cada pogo e incubou-se durante
mais 10 min, a 37 ° C, numa atmosfera humidificada a 5% de CO2. Apds a homogeneizacao
dos cristais de formazan, a absorvancia a 560 nm foi determinada por um leitor de placas
ELISA. A porcentagem de proliferacdo / viabilidade celular foi calculada e comparada ao
controle (100% da viabilidade). A mesma metodologia foi aplicada as células RAW 264.7,
segundo Van Meerloo, Kaspers, and Cloos (2011).

4.5 ENSAIO DE MIGRAGAO COM FIBROBLASTOS 3T3
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Para 0 ensaio de migracao de fibroblastos 3T3, as células foram plaqueadas em placas de
24 pocos, com meio DMEM com soro FBS a 10%, com 1% de antibioticos
penicilina/estreptomicina, L-glutamina e tampdo HEPES 10 Mm (Sigma) até a aderéncia por
24h e depois "riscado" com uma ponta de pipeta de 100ul para produzir “feridas” entre 1200 e
1500 um de largura. Em seguida, foi removida o sobrenadante com células soltas devido ao
risco e a a monocamada ferida foi lavada uma vez com PBS e logo ap6s incubada com DMEM
desprovido de soro fetal (meio incompleto, para que nédo interferisse na proliferacdo celular) e
contendo os floroglucinois (HBF-5, -6, -7, -8, -9, -10), nas concentracfes de 25, 6, € 1,56 uM
(concentrag0es estabelecidas com o ensaio de citotoxicidade com MTT), nas placas de 24 pogos
em duplicata, com duas “feridas” por po¢o e incubadas a estufa para controlar a humidade e o
pH e com a temperatura a 37 ° C e durante 24 h ou até fechamento da lesdo. O controle positivo
utilizado foi a fitohemaglutinina (PHA). A migracédo de células vivas deve foi observada sob a
objetiva de 4x de contraste de fase em um microscépio invertido Nikon XD — 202. As imagens
foram adquiridas usando a camera Option e analisadas no programa TCapture images da
camera, para realizacdo das medic6es. O controle negativo — as células foram tratadas apenas
com meio DMEM incompleto e para o controle positivo + as células foram tratadas com

fitohemaglutinina (5 pg/mL).

A velocidade médias de migracdo, deslocamento celular e taxas de confinamento
(disténcia entre o ponto inicial e o ponto final divididos pelo comprimento total da via) foram
calculadas durante o periodo de tempo a cada 2h. Velocidade instantanea (Vinst) é definida como

a velocidade de uma célula durante observacéo a cada periodo de 2 horas.

distancia da ferida (Oh) — distancia da ferida (12h)

Taxe de migragdo (%) = distancia daferida (Oh) x 100

Segundo (Acharya et al. 2008).

4.6 ESTIMULO A PRODUCAO DE CITOCINAS E NO COM LIPOPOLISSACARIDEO
(LPS) EM MACROFAGOS 264.7.

As células RAW 264.7 (3x10°/mL) plaqueadas em placas de 96 pogos foram

estimuladas com LPS (5ug/poc¢o) por um periodo de 1 h de exposi¢do. Posteriormente,
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incubadas com os floroglucinois (HBF-5, -6, -7, -8, -9, -10), nas concentracdes de 1,56, 6,25 e
25 UM (escolhidas a partir do resultado de citotoxicidade) em triplicata, durante 24 h. Os
sobrenadantes foram coletados e armazenados a -70°C para determinacao de citocinas e nitrito
residual. Dexametasona (DEX, 10ug/mL) e L-NAME (25ug/mL), e o LPS (5 pg/mL) foram
utilizados como controle positivo e negativos, a fim de inibir e estimular citocinas,

respectivamente, segundo Lee (2017).

4.7 DOSAGEM DE OXIDO NITRICO (NO) EM MACROFAGOS MURINOS

As células RAW 264.7 (3x10° células/mL) foram plaqueadas em placa de 96 pogos com
meio DMEM (Sigma) completo e incubadas até atingir a confluénciapara a dosagem de
producdo de NO. Sendo estimuladas com LPS (Escherichia coli 055: B5; Sigma, St. Louis,
MO, USA) por 1 h (5 pg/mL) e depois tratadas com os floroglucinéis (HBF-5, -6, -7, -8, -9, -
10) por 24 h nas concentracfes de 1,56, 6,25 e 25 uM, em triplicata de poos. Decorrida as 24
horas, recolheu-se 100 ul de sobrenadante celular e foram misturados ao mesmo volume de
reagente de Griess (100 pl) (1% sulfanilamida em &cido fosforico 5% e 0,1 % de diidrocloreto
de naftiletilenodiamina em &gua; 1:1, Sigma) e incubadas durante 10 min ao escuro. A
concentracdo de nitrito foi calculada com referéncia a uma curva padrao obtida usando NaNO3,
utilizando-se uma diluicéo seriada 100 — O uM da solucao padrdo de nitrito de sodio preparada
em DMEM. A absorbéncia foi medida em 540 nm utilizando um leitor de placas de Elisa
Spectra Softmax, segundo CAO et al. (2018)

4.8 DOSAGEM DE CITOCINAS EM CELULAS RAW 264.7

A dosagem de citocinas de perfil Thl e Th2 foi determinada através da técnica de
Cytometric Bead Array System — CBA, do kit para dosagem nos sobrenadantes da cultura das
células da BD Bioscience. A CBA foi utilizada para a mensuracdo quantitativa das citocinas
TNF-0, IFN-y, IL-2, IL-6, IL-4, I1L-10 e IL-17, conforme recomendado pelo fabricante em
amostras de sobrenadante de culturas submetidas aos estimulos dos floroglucindis. A técnica
emprega uma mistura de 5 esferas de poliestireno, com diferentes intensidades de fluorescéncia,
recobertas com anticorpos especificos para as citocinas em camundongos, detectadas no canal
FL-2. Desta forma, 50 ul da mistura de esferas de captura (o mixer de citocinas), marcadas com

os anticorpos anti-TNF-a, IFN-y, IL-2, IL-6, IL-4, IL-10 e IL-17 s&o adicionadas em cada tubo
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de ensaio para citbmetro. Em seguida, foram adicionados aos tubos 50 pl do sobrenadante das
células 264.7 que estavam aramazenadas a - 70 °C, tratadas com os floroglucinéis (HBF-5, -6,
-7, -8, -9, -10) e do reagente Mice Chemokine PE Detection em todos os tubos. Apds essa etapa,
as amostras foram incubadas por 3 h a temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Em seguida, 1
ml da solucdo tampao (Wash Buffer) foi adicionado a cada tubo e os tubos centrifugados a 200
G por 5 min. Cuidadosamente, o sobrenadante foi descartado, restando aproximadamente 100
pl em cada tubo, onde foram adicionados 300 pl de solugdo tampdo (Wash Buffer) para
ressuspender as esferas e realizar as leituras das amostras no Citdmetro de fluxo FACSCalibur
- E20200030, no software Cell QuestPro (BecktonDickson BD®) e os dados analisados no
programa Fcap array 3.0.1

4.9 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados utilizando o ANOVA, seguido com poés-teste (Bonferroni).
Os valores foram expressos como meédia = desvio padrdo (d.p,) e o nivel de significancia
minimo foi de p <0,05 como estatisticamente significante. Todos os resultados foram analisados
com software GraphPad Prisma (7.0 San Diego, CA, EUA), que considerou o média de dois

ensaios realizados em triplicata.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

O presente estudo avaliou o perfil anti-inflamatorio e cicatrizante promovido pelos
floroglucindis isolados de H. brasiliana, em ensaios pré-clinicos (in vitro), utilizandos as

linhagens de células murinas RAW 264.7 (macréfagos) e 3T3 (fibroblastos).

5.1 DETERMINACAO DA VIABILIDADE CELULAR DOS SEIS DERIVADOS
MONOMERICOS DO FLOROGLUCINOL EM FIBROBLASTOS E MACROFAGOS.

Todos os compostos foram avaliados nas concentragdes de 1,56, 3,12, 6,25, 12,5, 25 e
50uM em 3 tempos (24, 48 e 72h), frente as duas linhagens celulares.

5.1.2 Fibroblastos tratados com os floroglucinois

O efeito do floroglucinol HBF-5 sobre a viabilidade celular foi avaliado na linhagem
celular de fiblroblastos 3T3, em diferentes concentragbes 1,56, 3,12, 6,25, 12,5, 25 e 50uM
apos 24h, 48h e 72h através do ensaio com o MTT. Apds 24h de tratamento com o HBF-5 a
concentragdo de 50uM, reduziu a viabilidade celular a 64%. No tempo de 48h, as concentragdes
de 6,25, 12,5, 25 e 50uM também apresentaram reducdo da viabilidade a 65%, 63%, 60% e
72%, respectivamente, mas em 72h, as concetracdes de 25 e 50 uM do HBF-5 conseguiram
promover a proliferacdo dos fibroblastos com um aumento de 24%, ambas, em relacdo ao
controle (100%). Em todos os tempos avaliado nenhuma concentracao do floroglucinol chegou
a reduzir 50% da viabilidade celular, apresentando um efeito proliferativo significativo em 72h
(Figura 11).
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Figura 11 - Porcentagem de viabilidade das células de fibroblastos 3T3 tratadas com o0 HBF-5 apds 24h, 48h e

72h. *indica p<0,05 com relagdo ao controle (100% de células viaveis).

A avaliacdo sobre o efeito do floroglucinol HBF-6 promovido sobre as células 3T3, no
periodo de 24h, 48h e 72h se destaca na concentracdo de 50uM que reduziu a 50% a viabilidade

celular (Figura 12).
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Fig. 12 Porcentagem de viabilidade das células de fibroblastos 3T3 tratadas com o HBF-6 ap6s 24h, 48h e 72h.

*indica p<0,05 com relacdo ao controle (100% de células viaveis).
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Apbs 24h e 48h de tratamento, a concentracdo de 1,56uM do floroglucinol HBF-7
reduziu a 71% a viabilidade celular, no tempo de 72h 84%. Em 24h, as concentracGes de 3,12

e 6,25uM se comportou como proliferativa as células, indicando 137% e 139% (Figura 13).
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Figura 13 - Porcentagem de viabilidade das células de fibroblastos 3T3 tratadas com o HBF-7 apds 24h, 48h e

72h. *indica p<0,05 com relagdo ao controle (100% de células viaveis).

Em 48h de tratamento com o HBF-8, todas as concentracbes promoveram reducéo
celular de modo significativo, onde a 1,56uM reduziu a 65%; 3,12uM a 71%; 6,25uM a 74%;
12,5uM a 63%; 25uM a 64% e na concentracdo de 50puM a 68%, indicando que o aumento da

concentracdo do composto ndo € proporcional a sua taxa de reducéo de viabilidade (Figura 14).
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Figura 14 - Porcentagem de viabilidade das células de fibroblastos 3T3 tratadas com o HBF-8 apds 24h, 48h e

72h. *indica p<0,05 com relacéo ao controle (100% de células viaveis).

Apbs 24h de tratamento com o floroglucinol HBF-9 na concentracdo de 50uM, a
viabilidade celular chegou a 63% em relagéo ao controle. Em 48h de tratamento com o HBF-9,
as concentracles 1,56, 3,12, 6,25 e 12uM apresentaram reducédo a 69%, 72%, 68% e 73% de
viabilidade celular, respectivamente. Dessas concentracbes, a de 1,56, 3,12 e 6,25uM
continuaram a apresentar reducdo significativa dos fibroblastos, ao final das 72h, chegando a
86%, 86% e 81%, respectivamente (Figura 15).
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Figura 15 - Porcentagem de viabilidade das células de fibroblastos 3T3 tratadas com o HBF-9 apds 24h, 48h e

72h. *indica p<0,05 com relacéo ao controle (100% de células viaveis).

Ao decorrer dos tempos de tratamento de 24h, 48h e 72h, o floroglucinol HBF-10
reduziu significativamente a viabilidade celular dos fibroblastos na concentracdo de 50uM. Nas
24h de incubacdo, a viabilidade chegou a 38%. Em 48h chegou a 57% e em 72h a 68%. Essa
acao antiproliferativa elimina o uso do HBF-10 a concentracdo de 50uM nos testes seguintes.
O HBF-10 a concentracdo de 3,12uM porporcionou a proliferacdo celular a 136%, em relacao
ao controle, no periodo de 24h, ndo apresentando acdo significativa nos outros tempos do ensaio
(Figura 16).
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Figura 16 - Porcentagem de viabilidade das células de fibroblastos 3T3 tratadas com o HBF-10 ap6s 24h, 48h e

72h. *indica p<0,05 com relagdo ao controle (100% de células viaveis).

5.1.3 Células RAW 264.7 tratadas com os floroglucindis

O efeito do floroglucinol HBF-5 para avaliacdo da viabilidade celular na linhagem de
macrofagos RAW 264.7, foi testado em diferentes concentragdes 1,56, 3,12, 6,25, 12,5, 25 e
50uM ap6s 24h, 48h e 72h utilizando o ensaio com 0 MTT. Ao final das 72h de experimentacao,
apenas a concentracdo de 50uM apresentou estatistica significativa, reduzindo a 63% a

viabilidade celular (Figura 17).
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Figura 17 - Porcentagem de viabilidade das células RAW 264.7 tratadas com o HBF-5 apds 24h, 48h e 72h.

*indica p <0,05 com relacdo ao controle (100% de células viaveis).

A concentracdo de 50uM, ao tempo de 48h com o floroglucinol HBF-6 em tratamento,
reduziu a viabilidade celular a 70%. Assim como no composto HBF-5, a maior dose apresentou

resultado significativo, as demais néo interferiram na viabilidade das células (Figura 18).
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Figura 18 - Porcentagem de viabilidade das células RAW 264.7 tratadas com 0 HBF-6 apds 24h, 48h e 72h.

*indica p<0,05 com relacdo ao controle (100% de células viaveis).



52

Avaliacéo da citotoxicidade do floroglucinol HBF-7 em comparacéo as concentragdes
usadas e tempos tratados, apresentou significancia a partir das 48h, na concentracdo de 6,25
MM inibiu a 77% e em 50uM a viabilidade foi reduzida a 80% (Figura 19).
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Figura 19 - Porcentagem de viabilidade das células RAW 264.7 tratadas com o HBF-7 apds 24h, 48h e 72h.

*indica p<0,05 com relagdo ao controle (100% de células viaveis).

No tratamento com o floroglucinol HBF-8 para avaliacdo de citoxicidade, apenas a
concentragdo de 12,5uM da substancia apresentou potencial proliferativo para 120%,
comparado ao controle. As demais concentra¢fes ndo apresentaram resultados significativos

para viabilidade ou proliferacdo (Figura 20).
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Figura 20 - Porcentagem de viabilidade das células RAW 264.7 tratadas com o HBF-8 apds 24h, 48h e 72h.
*indica p<0,05 com relagdo ao controle (100% de células viaveis).

Nos trés tempos de tratamento nas células RAW 264.7, nenhuma das concentracfes
teste do floroglucinol HBF-9 se apresentaram citotoxica ou promoveram a proliferacao celular
(Figura 21).
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Figura 21 - Porcentagem de viabilidade das células RAW 264.7 tratadas com o HBF-9 apds 24h, 48h e 72h.
*indica p<0,05 com relacdo ao controle (100% de células viaveis).
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Apdbs 48h de avaliacdo do efeito do HBF-10 nas células RAW a concentracao de 3,12uM
foi capaz de promover a proliferacdo celular a 115% e comparacdo ao controle (100%). O
floroglucinol HBF-10 ndo reduziu a viabilidade celular nas demais concentragdes nos tempos
de tratamento submetidos ao teste. E os 6 floroglucinéis (HBF-5, -6, -7, -8, -9, -10), em sua

maioria, ndo apresentaram efeitos citotoxicos na linhagem de RAW 264.7 (Figura 22).
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Figura 22 - Porcentagem de viabilidade das células RAW 264.7 tratadas com o HBF-10 apds 24h, 48h e 72h.
*indica p<0,05 com relacdo ao controle (100% de células viaveis).

Os ensaios com o MTT realizados na linhagem 3T3 apresentou resultados mais
significativos, quando comparado aos resultados da linhagem RAW 264.7. O floroglucinol
HBF-10 apresentou citotoxicidade na maior concentracdo, 50uM, que se manteve nos outros
tempos de avaliagdo e permitem descartar essa dose nos proximos testes com as células 3T3.
Esses resultados do tempo de 24h sdo os que mais colaboram ao estudo com as células 3T3,
pois para realiza¢do do ensaio de migragéo celular acompanha o fechamento da lesdo em 24h,
no processo de cicatrizacdo in vitro com os fibroblastos. No estudo realizado por Bridi et al.
(2016), quatro acilfloroglucindis diméricos e trés floroglucindis benzopiranos isolados de cinco
espécies de Hypericum, tiveram sua viabilidade celular também avaliada pelo ensaio com o
MTT em linhagem de células HaCaT e de fibroblastos 3T3 tratadas com cinco diferentes
concentragdes 1, 5, 10, 15 e 20ug / mL, também em um periodo de 24h. Onde os floroglucinois
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apresentaram sinais citotoxicos nas concentragdes acima 15 pg/mL apenas nas células de

HaCaT e ndo nos fibroblastos 3T3. Bem como os 6 floroglucinois desse estudo.

O ensaio de viabilidade celular foi realizado para analisar o tratamento com as
substancias floroglucindis frente as linhagens celulares e determinar os valores de
viabilidade/citotoxicidade com o MTT dessas células em diferentes concentragdes do mesmo,
possibilitando a escolha das melhores concentragdes para o prosseguir com os demais estudos
in vitro. Apresentando margem significativa para escolha de qualquer uma das concentracdes
entre 1-50uM de uso dos floroglucinoéis HBF-5, -6, -7, -8, -9, -10 em fibroblastos 3T3 e RAW
264.7.

No teste de metabolizacdo do MTT com o floroglucinol 2,7"-floroglucinol-6,6'-bieckol,
um floratanino isolado da alga marrom Ecklonia cava, em linhagem celular de INS-1 (pancreas)
a viabilidade dessas células sob condicGes de glicose, com e sem a adi¢do posterior de 2,7 " -
floroglucinol-6,6'-bieckol foram a valiadas e os resultados obtidos por Lee et al. (2018), a
viabilidade dessas células se recuperou ap0ds o tratamento com 2,7 " -floroglucinol-6,6’-bieckol.
O autor atribuiu a esses resultados que o0 2,7 " -floroglucinol-6,6’-bieckol aumentou viabilidade
em células INS-1 danificadas pelo tratamento com altos niveis de glicose, ndo sendo citotéxico,

bem como os floroglucinéis HBF-5, -6, -7, -8, -9, -10 testados.

Estudo realizado com o derivado de floroglucinol, o hiperfoliatina do tipo florotanino
foi isolado de algas marrom por Kumar et al. (2014) e associado a um encapsulamento de
bipolimeros de amido, para acao contra a linhagem de células de cancer de mama (MDA-MB-
231). A citotoxicidade, foi avaliada através do ensaio de MTT e confirmou que as células MDA-
MB-231 sdo altamente suscetiveis ao tratamento com biopolimero. O autor realizou o ensaio
com o MTT também para o floroglucinol livre, sem estar associado ao encapsulado do
biopolimero e 0 mesmo nédo apresentou nenhuma citotoxicidade com as linhagens de células de

cancer de mama de estudo em contato com o floroglucinol isolado.

A partir dos resultados obtidos com o ensaio citotoxicidade celular das linhagens de
fibroblastos 3T3 e RAW 264.7 nesse estudo, os resultados contribuiram aos estudos anteriores
em que floroglucindis ndo foram citotdxicos frente a linhagens de fibroblastos. Para dar
continuidade as metodologias in vitro, foram escolhidas as concentragdes de 1,56, 6,25 e 25
MM dos compostos floroglucindis HBF-5, -6, -7, -8, -9, -10 pois apresentam um valor

intermediario entre as concentracdes testadas com viabilidade celular para serem trabalhadas.
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5.2 ENSAIO DE CICATRIZACAO IN VITRO EM FIBROBLASTOS 3T3

Nesse estudo, os floroglucinois HBF-5, -6, -7, -8, -9, -10 foram avaliados para a
proliferacdo de fibroblastos 3T3 no ensaio de cicatrizacao in vitro. Tratados com trés diferentes
concentracgdes (1,56, 6,25 e 25 uM) para elucidar o tempo de fechamento da leséo a proliferacédo

celular e migracéo de fibroblastos foi fotografada de 2 em 2h, até o fechamento da ferida.

As células 3T3 tém uma taxa de migracdo rapida, as 24h os riscos estavam quase que
totalmente fechados dificultando analisar as imagens. A concentracdo de 1,56 uM do HBF-7
contribuiu para o fechamento da lesdo, em comparacdo ao controle negativo, tratado apenas
com meio DMEM incompleto (sem soro fetal) (Figura 23). Os fibroblastos 3T3 tratados com
os demais floroglucindis HBF- 5, -6, -8, -9 e -10 ndo apresentaram a medida de fechamento
total da lesdo ao final das 24h, em comparacao ao controle negativo. O controle positivo foi
tratado com a fitohemaglutina (5ug/mL), isolada de uma variedade do Phascolus vulgaris, que
apresenta uma excelente atividade mitogénica na diferenciacdo bésica e consequente

mitose celular, empregada nas técnicas in vitro para avaliacdo da proliferacdo celular.

Derivados de floroglucinol sdo prevalentes nas familias Myrtaceae, Gulttiferae,
Euphorbiaceae tém mostraram vérios efeitos bioldgicos atraentes, como as atividades
antimicrobianas, anti-inflamatorias, antiproliferativas e antiviral (RIVIERE et al., 2010; L1 et

al., 2016; HU et al., 2016) e relatados por Aradjo (2008) pela primeira vez na familia Fabaceae.

Quando “feridas”, as monocamadas de células 3T3 respondem a perda do contato
célula-célula, aumentando a concentracdo de fatores de crescimento e citocinas na ferida,
iniciando assim a proliferacdo e migracdo de diferentes tipos de células, como queratindcitos e
fibroblastos (JANIS; HARISON, 2014). Nesse estudo, a fitohemaglutina empregada como
agente estimulante in vitro ao final das 24h havia fechado 70% da “ferida”, frente a

concentracédo de 1,56 uM do floroglucinol HBF-7, que fechou 100% dos riscos (Figura 24).



Fonte: Autor.
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Figura 23 — Taxa de migragdo de células (%) fibroblastos 3T3 murinos tratados com os compostos florglucindis

HBF-5, HBF-6, HBF-7, HBF-8, HBF-9 e HBF- 10, determinado pela velocidade de fechamento da ferida. O

controle negativo os fibroblastos foram tratados com o meio DMEM incompleto e o controle positivo com

fitohemaglutinina (5 pg/mL).

A cicatrizacéo de feridas envolve processo de inflamacao e a formagéo e remodelagéo

de novo tecido, secretando um numero de fatores de crescimento e citocinas para migracao de

queratindcitos da epiderme lesada e foliculos pilosos, seguidos de proliferacdo de células na

borda da ferida para formacéao do tecido novo. A rediferenciacdo de queratindcitos ocorre para
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restaurar a barreira funcdo. Além disso, os fibroblastos sdo importantes no reparo da derme
lesionada e migracédo para a regido da ferida, sintetizando uma nova matriz extracelular (MEC).
(FRONZA, et al., 2009).

Fracdes enriquecidas com 7 floroglucinodis (PFE) de cinco espécies de Hypericum
carinatum foram estudadas por Bridi et al. (2016) no ensaio in vitro de migragéo celular com
fibroblastos 3T3. Nas quais, na auséncia de mitomicina C, houve um aumento no fechamento
da ferida quando tratado com H. carinatum PFE nas concentracdes de 10 e 15 pg/ml. Entretanto,
esse efeito ndo foi observado na presenca de mitomicina C, indicando que a estimulacdo do
fechamento da ferida mediada por H. carinatum, PEF ocorreu apenas sob a influéncia de um

aumento na proliferagdo celular, sem afetar a migracéo celular.

Nos estudos de Dikmen et al., (2011), os resultados indicaram que duas subspecies de
Hypericum perforatum (HPP e HPV) tém diferentes perfis de cicatrizagdo de feridas como
resultado da migracdo de fibroblastos e estimulacdo de sintese de colageno. A atividade de
cicatrizacdo de feridas causou um aumento na porcentagem de fibroblastos poligonais e no
namero de granulos de colageno em fibroblastos. As percentagens de células poligonais foram
encontradas aumentadas significativamente com ambos extratos em concentragdes de 1, 10 e
50 pug/mL. Além disso, os numeros de fibras de colageno exibiram aumentos significativos nas
mesmas concentracGes de HPV, atividade relacionada pelo autor ao teor de floroglucindis

encontrados nas espécies estudadas.

A cicatrizacdo de feridas pode ser prejudicada por respostas inflamatérias e imunes
descontroladas, infec¢cdo microbiana e producdo excessiva de espécies reativas de oxigénio
(ERO) (GURTNER et al., 2008). O estudo com os seis floroglucin6is monoméricos (HBF-5, -
6, -7, -8, -9, -10) também mostram que os floroglucindis ndo atuam acelerando a taxa de
migracdo, mas podem ser capazes de atuar no aumento da proliferacdo celular, como 0 HBF-7

em sua concentracdo de 1,56 uM.
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Figura 24 - Fotos microscopicas dos fibroblastos 3T3 no controle — tratados com meio, no tempo de Oh (A), 12h (B) e 24h (C).
Tratados com o HBF-7 na concentragdo de 1,56 uM no tempo de Oh (D), 12h (E) e 24h (F) para o fechamento da “ferida”.
Controle + tratado com fitohemaglutinina (5 pg/mL) no tempo de Oh (G), 12h (H) e 24h (1).
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5.3 DETERMINACAO DOS NIVEIS DE OXIDO NIiTRICO (NO)

O oxido nitrico (NO) produzido por oxido nitrico sintase induzida (iNOS), em células
imunes inatas e adaptativas € um dos mediadores inflamatdrios. No presente estudo, a producéo
de déxido nitrico (NO) por células macr6fagos RAW 264.7 foi mensurado no controle negativo
quando estimuladas com LPS, apresentando um aumento significativo nos niveis de nitrito (13
KM de NO). Por outro lado, dos seis derivados monoméricos do floroglucinol testados, apenas
0 HBF-5 ndo reduziu os niveis de NO nas concentrac@es de 1,56, 6,25 e 25 uM testadas (Figura
25), enquanto os resultados apontaram que o HBF-6 reduziu significativamente a concentracao
de NO (11 uM) nas concentracdes de 1,56 e 6,25 UM, e para 10 UM de NO na concentracao 25
uM. O HBF -7 e HBF-9 também apresentaram reducdo a partir da concentracdo de 6,25 uM
dos compostos. Os floroglucindis HBF-8 e HBF-10 no tratamento a 1,56 UM apresentaram
significancia, sendo o composto HBF-8 com maior reducdo do nivel de NO, comparado aos

outros, para 9 UM na menor dose de tratamento (Figura 25).
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Figura 25 - Concentragdao de NO (uUM) em macr6fagos murinos RAW 264.7 tratados por 24h com 0s compostos
florglucinois HBF-5, HBF-6, HBF-7, HBF-8, HBF-9 e HBF- 10 nas concentracdes de 1,56, 6,25 e 25 uM. *indica
p<0,05 com realagéo ao estimulado com LPS (5pg/mL) e tratado apenas com meio DMEM (13 uM de NO). O

controle negativo (-) sdo as células sem estimulo e sem tratamento. Os controles positivo (+) foram realizados com

os farmacos padrdes Dexametasona (10 pg/mL) e o L-Name (25 pg/mL).
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O estudo realizado por CAO et al. (2018), também testou atividade inibitéria de NO de
9 floroglucindis isolados das folhas de Callistemon rigidus (Myrtaceae) em macr6fagos RAW
264.7. Os resultados mostraram que os floroglucindis monoterpendides adutos 1 e 2
(Callisretones A e B), suprimiram a produgdo de NO com valores de 1C50 de 15,3 +1,0e17,7
+ 1,1 uM, respectivamente. Em contraste, os compostos 3-9 (floroglucindis terpénicos
rearranjados) ndo exibiram atividade inibitéria. Os resultados sugeriram que as porcdes de
terpeno rearranjado desempenham papéis importantes na atividade inibitéria, do que nos de
floroglucinol-monoterpendide adutos. Indicando que a conformacdo quimica pode estar
associada a atividade bioldgicas dos floroglucindis para a inibicdo de NO, por isso um
floroglucinol como o HBF-5, isolado da H. brasiliana igualmente aos outros estudados, pode

apresentar atividade diferente.

Em outro estudo, células INS-1p (pancreas) foram tratadas com 30 mM de glicose,
respondendo com um aumento dos niveis de NO. Essas mesmas células tratadas com 30 mM
glicose e, em seguida, administrado o 2,7 " -floroglucinol-6,6'-bieckol, resonderam com uma
diminuicdo de NO. Onde o nivel de NO foi de 221,52% nas células INS-1 [ pré-tratadas com
30 mM de glicose e nas tratadas com o 2,7"-floroglucinol-6,6"-bieckol na concentracdo de 50
uM, com alta concentracao de glicose, resultou em um nivel significativamente reduzido de NO
(102,1%), semelhante aos das células controle (100%), onde LEE et al.(2018), comprovou mais
um floroglucinol, o 2,7 "-floroglucinol-6,6'-bieckol, que atua inibindo a producéo de NO.

No processo inflamatdrio o NO € produzido principalmente pela iNOS, que é induzida
por varios mecanismos relacionados com as citocinas pré inflamatorias (IFN-y, IL-1 e TNF-a),
e esta relacionado com a vasodilatacdo que ocorre nas fases iniciais do processo, produzido
uma guantidade micromolar de NO por um longo periodo quando induzida (BOGDAN, 2015).
A inibicdo de citocinas pro-inflamatorias ou da expressdo de iNOS em células inflamatérias

oferece uma estratégia terapéutica para o tratamento de doencas inflamatdrias.

5.4 DOSAGEM DE CITOCINAS EM CELULAS RAW 264.7

Os macrofagos sdo conhecidos como células de grande importancia na secrecdo de
citocinas, as quais desempenham importante funcdo induzindo e mediando respostas
inflamatorias e imunoldgicas. Foram escolhidas as concentragdes de 1,56, 6,25 e 25 uM para

os testes imunoldgicos com os seis derivados monoméricos do floroglucinol (HBF-5, -6, -7, -
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8, -9, -10) devido a auséncia de citotoxicidade e resultados no ensaio com o MTT. Realizado

entdo a quantificacdo de citocinas atraves da técnica de Cytometric Bead Array System (CBA).
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Figura 26 - Influéncia dos floroglucindis na secrecdo de TNF-a (% de citocina) determinada pelo ensaio de CBA.
Controle negativo células RAW 264.7 estimuladas e ndo estimuladas com LPS (5ug/mL) e controles positivo
Dexametasona (10 pg/mL) e L-NAME (25 pg/mL).
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Figura 27- Influéncia dos floroglucindis na secrecdo de INF-y (% de citocina) determinada pelo ensaio de CBA.
Controle negativo células RAW 264.7 estimuladas e ndo estimuladas com LPS (5ug/mL) e controles positivo
Dexametasona (10 pg/mL) e L-NAME (25 pg/mL).
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Figura 28 - Influéncia dos floroglucinois na secrecéo de IL-17 (% de citocina) determinada pelo ensaio de CBA.

Controle negativo células RAW 264.7 estimuladas e ndo estimuladas com LPS (5ug/mL) e controles positivo

Dexametasona (10 pg/mL) e L-NAME (25 pg/mL).
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Figura 29 - Influéncia dos floroglucindis na secrecéo de IL-4 (% de citocina) determinada pelo ensaio de CBA.

Controle negativo células RAW 264.7 estimuladas e ndo estimuladas com LPS (5ug/mL) e controles positivo

Dexametasona (10 pg/mL) e L-NAME (25 pg/mL).
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Figura 30 - Influéncia dos floroglucindis na secrecéo de IL-2 (% de citocina) determinada pelo ensaio de CBA.
Controle negativo células RAW 264.7 estimuladas e ndo estimuladas com LPS (5ug/mL) e controles positivo
Dexametasona (10 pg/mL) e L-NAME (25 pg/mL).
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Figura 31 - Influéncia dos floroglucindis na secre¢do de IL-6 (% de citocina) determinada pelo ensaio de CBA.
Controle negativo células RAW 264.7 estimuladas e ndo estimuladas com LPS (5ug/mL) e controles positivo
Dexametasona (10 pg/mL) e L-NAME (25 pg/mL).
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Figura 32 - Influéncia dos floroglucindis na secre¢éo de IL-10 (% de citocina) determinada pelo ensaio de CBA.
Controle negativo células RAW 264.7 estimuladas e ndo estimuladas com LPS (5ug/mL) e controles positivo
Dexametasona (10 pg/mL) e L-NAME (25 pg/mL).

Os seis derivados monoméricos do floroglucinol foram avaliados quanto a inducdo da
resposta Thl (pro-inflamatdria) pela liberacdo de citocinas especificas. De acordo com 0s
nossos resultados, todos os HBFs foram capazes de reduzir significativamente a producao das
citocinas pro-inflamatérias TNF-a e INF-y, em todas as trés concentragdes teste (Figuras 26 ¢
27), quando comparados ao controle estimulado com LPS e tratado com meio. O HBF- 8
apresentou a maior porcentagem de reducéo, 97% o nivel de TNF-a no meio, quando tratado
na concetracdo de 1,56 uM. Além disso, a citocina pré-inflamatoria IL-6 apresentou reducédo
estimulada pelos seis HBFs (Figura 31). TNF-a e 1L-6 s&o conhecidas biologicamente por
promoverem inflamac&o sistémica por inducdo de febre, resposta de fase aguda e ativacao de
macrofagos e neutrofilos (CROFT et al., 2013). O estudo da regulacdo da expressdo dessas

citocinas pode levar a entender alvos terapéuticos eficazes na doenca inflamatoria.

Em relagdo as citocinas liberadas durante a resposta Th2 (anti-inflamatdria), um dos
primeiros sinais langados durante uma injuria tecidual é a secrecdo de IL-4; a mesma no
presente trabalho ndo apresentou reducdo significativa por nenhum dos HBFs frente aos

macrofagos estimulados com LPS, simulando assim uma inflamacdo in vitro (Figura 29). A IL-
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10 é uma citocina conhecida por sua a¢ao bioldgica imunossupressora, com 89% e reducgdo pela
HBF-9 na concentracdo de 1,56 UM, que afeta a regulacdo e inflamag¢do como também a
producdo de citocinas pro-inflamatdrias incluindo a IL-2 que ndo apresentou reducao
estimulada pelos HBFs estudados em nenhuma as concentragdes, citocina responsavel por
induzir a expansdo clonal de células T, importante para a diferenciacdo de células T CD4" em
Thl e Th2 (Figura 30) (MISIAK et al., 2017). Os resultados mostraram uma resposta
interessante, uma vez que ndo observamos uma inducdo do status anti e pro-inflamatorios

associados.

A IL-17 pode induzir a producdo de citocinas e quimiocinas pro-inflamatérias sozinhas
ou em cooperagdo com outras citocinas, como o TNF-a (SHAO et al, 2017; CORNETH, 2013).
Os 6 HBFs (HBF- 5, -6, -7, -8, -9 e -10) do estudo reduziram significativamente os niveis da
IL-17 secretados no meio, em todas as concentracdes (Figura 28). Os resultados mais baixos
entre todas as citocinas reduzidas. Sabe-se que a sinalizacdo da IL-6 no meio pode ser critica
para o desenvolvimento de Th17, com papel importante na resposta imune frente a certos
patdgenos (SHAO et al., 2017), porém os niveis dessa citocina também tiveram percentagem

de inibicdo significativa nos macrofagos tratados com os HBFs, como descrito anteriormente.

O extrato da erva de Sdo Jodo (SJW) e seu componente floroglucinol prenilado
hyperforina (HPF), foram avaliados quanto a serec¢éo de citocinas pré-inflamatérias. O HPF
inibiu a ativacdo das vias de sinalizacdo STAT-1 e NF-kB induzido por citocinas TNF-a. e
interferon, nas concentracfes de 1-5 UM (NOVELLLI, et al., 2016).

Um outro estudo mostrou os resultados de dois derivados de floroglucinol, o
dioxinodehydroeckol e o 1- (3°5’-di-hidroxifenoxi) -7- (2°°,4°’,6-tri-hidroxifenoxi) -2,4,9-tri-
hidroxidibenzo-1,4-dioxina), isolados da Ecklonia cava, que foram avaliados quanto a secre¢ao
de IL-1B, IL-6 e TNF-a em células THP-1 humano. Ambos 0s compostos reduziram 0s niveis
de IL-1B, IL-6 e TNF-a em concetragdo de 50uM, quando comparado ao controle estimulado
com LPS, verificado pelo teste de ELISA. O nosso estudo corrobora com esses resultados, pois
os floroglucinois da H. brasiliana também reduziram os niveis das principais citocinas pro-
inflamatorias no meio (KONG et al., 2011).

Além deles, outros dois floroglucindis isolados do extrato aquoso de Mallotus
japonicus, o isomallotochromanol e o isomallotochromene, também foram capazes de inibir as

citocinas pro inflamatorias 1L-6 e TNF-a, em células RAW 264.7 comparados ao controle
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estimulado com LPS. Com IC50: 0.7 uM, os dois floroglucinois estudados também reduziram
os niveis de IL-6 e TNF-o (ISHII et al., 2003).
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6. CONCLUSAO

Nos resultados obtidos a partir do ensaio de viabilidade celular com o MTT, nenhum dos 6
floroglucindis isolados da H. brasiliana apresentou resultados significativos de citotoxicidade
frente as linhagens de macréfagos RAW 264.7 e fibroblastos 3T3 murinos, garantindo assim a
seguridade experimental das concentracdes escolhidas para os testes in vitro que deram

prosseguimento ao do presente estudo.

A concentracdo de 1,56 uM do HBF-7 contribuiu para o fechamento das feridas in vitro,
em comparacdo ao controle negativo. Os fibroblastos 3T3 tratados com o0s demais
floroglucinéis (HBF- 5, -6, -8, -9 e -10), ndo apresentaram resultados significativos para a

cicatrizacao para o fechamento total da leséo ao final das 24h.

Dos seis derivados monoméricos do floroglucinol testados, o0 HBF-5 ndo reduziu os niveis
de NO nas concentragdes de 1,56, 6,25 e 25 uM nas células RWA 264.7 induzidas por LPS,
guando comparadas ao controle negativo. Os HBFs -6, -7, -9 e -10 expressaram reducédo de NO

no meio, destacando o0 HBF-8 com a reduc¢do mais significativa dos indices de NO.

Os floroglucindis reduziram da secrecdo das principais citocinas pro-inflamatorias, TNF-a
e INF-y e inibi¢do dos niveis das interleucinas IL-6 e IL-17, atuando com uma resposta anti-
inflamatoria frente a inflamacdo induzida por LPS. Com reducéo dos niveis de IL-10, que

apresenta atuacao sobre as citocinas inflamatorias.

Em conclusdo, os floroglucinais isolados (HBF- 5, -6, -7, -8, -9 e -10), do extrato etandlico
das folhas de H. brasiliana ndo apresentaram atividade citotoxica e cicatrizante. Entretanto,
atividade frente a reducdo dos niveis de NO e reducdo das principais citocinas pro-inflamatorias

foi comprovada.
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