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Resumo
Duguetia furfuracea St. Hill (Annonaceae) é uma planta amplamente disseminada no
Brasil, popularmente é utilizada para o tratamento de reumatismo e afec¢des nos rins. O
objetivo deste estudo foi avaliar a toxicidade aguda do extrato metandlico (EMDF) e a
atividade anti-inflamatéria do EMDF, das fragdes (acetato, hexano, cloroférmio e aquosa)
e do alcaloide dicentrinona obtidos de folhas de D. furfuracea em modelos experimentais
de inflamacdo em camundongos. Para avaliacdo da atividade anti-inflamatoria foram
utilizados os modelos experimentais de edema de pata induzido por carragenina, atividade
de mieloperoxidase (MPO), modelo de bolsa de ar e artrite induzida por zimosan. Além
disso, foi realizado o teste de toxicidade aguda. Os tratamentos foram realizados por
gavagem com EMDF (30-300 mg / kg) seguido inducdo do edema de pata por carragenina.
Foi observada reducéo significativa de pardmetros inflamatorios, por meio dos ensaios de
edema de pata e a atividade de MPO em todas as fracOes testadas. Os estudos fitoquimicos
da fracdo cloroférmio resultou no isolamento do composto dicentrinona mo extrato
analisado. A administracdo oral da dicentrinona inibiu tanto o edema quanto a atividade da
MPO. No modelo de bolsa de ar, o EMDF (30-300 mg / kg) e a dicentrinona (2,4 mg / kg)
inibiram a migracdo de leucdcitos e o extravasamento plasmatico. O EMDF (100 mg / kg)
ndo alterou a artrite induzida por zimozan, e nenhum sinal de efeitos toxicos foram
evidenciados com a dose de 2.000 mg / Kg e 5.000 mg/Kg de EMDF. Os resultados
mostraram que D. furfuracea apresenta atividade anti-inflamatéria em modelos
experimentais de inflamagdo e sem causar toxicidade aguda. A presenca do alcaldide

dicentrinona poderia ser responsavel, pelo efeito anti-inflamatério observado.

Palavras-chave: Duguetia furfuracea, inflamacdo, dicentrinona, carragenina,
mieloperoxidase

Vi



Abstract

Duguetia furfuracea St. Hill (Annonaceae) is a widely disseminated plant in Brazil, in folk
medicine it is used for the treatment of rheumatism and kidney affections, however, there
are no literature reports regarding its antiinflammatory activity. The focus of this study was
to evaluate the acute toxicity and the antiinflammatory activity of the methanolic extract
(EMDF), the fractions (acetate, hexane, chloroform and aqueous) and the alkaloid
dicentrinone obtained from leaves of D. furfuracea in experimental models of
inflammation with mice. To observe the antiinflammatory activity we performed the
following experimental models: paw oedema induced by carrageenan, myeloperoxidase
activity (MPQO), air pouch model, and zymosan-induced arthritis, furthermore it was
performed the acute toxicity test. The treatments were made orally (gavage) with EMDF
(30-300 mg / kg), next the animals were submitted to paw oedema induced by carrageenin
and it was observed a significant reduction of the inflammatory parameters such as paw
oedema and MPO activity. All the fractions tested also inhibited the oedema induced by
carrageenin. Phytochemical studies using the chloroform fraction revealed the presence of
the compound dicentrinone. The oral administration of dicentrinone inhibited both oedema
and the activity of MPO. In the air pouch model, the EMDF (30-300 mg / kg) and the
dicentrinone (2.4 mg / kg) inhibited leukocyte migration and plasma extravasation. The
EMDF (100 mg / kg) did not alter zymozan-induced arthritis, and no sign of toxic effects
were seen at the dose of 2000 mg/ kg of EMDF. The results demonstrated that D.
furfuracea has anti-inflammatory activity in experimental models of inflammation and no
signs of acute toxicity. Since the presence of alkali dicentrinone could be responsible at
least in part, for the observed effects. Whereas the presence of the alkaloid dicentrinone

could be responsible, at least in part, for the effects observed.

Keywords:  Duguetia  furfuracea, inflammation, dicentrinone, carrageenan,
myeloperoxidase
vii
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VCAM-1 molécula de adesédo celular vascular 1



1 INTRODUGAO

O uso das plantas medicinais para prevencdo e tratamento de doencas é uma préatica
utilizada desde a antiguidade. Trata-se de uma alternativa terapéutica interessante a
medida que alia eficacia a relativa facilidade de obtencdo de substancias com potencial
terapéutico, o desenvolvimento dos estudos com plantas medicinais como medicamentos
(Butler 2008; Tulp and Bohlin 2004).

Aproximadamente 25 a 30% das drogas com propriedades medicinais sdo oriundas
de produtos naturais, principalmente de plantas medicinas (Matos 1994; Veiga Junior et al.
2005; Veiga Junior 2008). O Brasil tem um papel promissor quanto a obtencdo de matéria
prima, uma vez que possui um terco da flora mundial (Yunes et al. 2001).

Como exemplos classicos de farmacos obtidos a partir de plantas medicinais, cita-
se: a digoxina, proveniente da Digitalis purpurea utilizada no tratamento da insuficiéncia
cardiaca congestiva; a morfina, potente analgésico obtida da Papaver somniferum; a
reserpina, um anti-hipertensivo, isolada a partir da Rauwolfia serpentina; a vincristina e a
vinblastina, ambas de Catharanthus roseus utilizadas no tratamento de leucemia e doenca
de Hodghkin (Croteau et al. 2000). Ainda, € importante mencionar o Acheflan®, utilizado
como analgésico e anti-inflamatdrio obtido de Cordia verbenacea (erva-baleeira). Esse
medicamento foi 0 primeiro a ser pesquisado e desenvolvido totalmente no Brasil (Calixto
and Siqueira Junior 2008).

O processo inflamatorio consiste em uma série de eventos gque ocorrem no
organismo, frente a um agente infeccioso, antigeno ou lesdo celular ou tecidual, cujo
intuito € eliminar o agente agressor e promover a reparo do tecido (Sherwood and Toliver-
Kinsky 2004). A inflamagdo coexiste com o desenvolvimento de doencas cronicas, tais
como a artrite, a diabetes, as doencas que envolvem o sistema cardiovascular, dentre
outras. Por isso, a busca por novos farmacos que atuem no tratamento dessas doencas, com
efeitos colaterais reduzidos em relagdo aos anti-inflamatorios ja existentes, se torna
pertinente. Nesse contexto, acrescenta-se que as plantas medicinais sdo importante foco de
estudo farmacoldgico, visto que possuem metabolitos secundarios que sdo utilizados como
base para o desenvolvimento de novos medicamentos (Verpoorte 1998; Newman and
Cragg 2012).

As aplicabilidades comprovadas cientificamente da espécie D. furfuracea, em

especial, estdo relacionadas as atividades citotoxicas, antitumorais, tripanocidas e



leishmanicidas (in vitro), por outro lado, seu uso popular também se relaciona com a acao
anti-inflamatoria (de Sousa et al. 2010; Almeida et al. 2011).

Em funcdo dos aspectos discutidos, o grupo de pesquisa “Farmacologia de produtos
naturais” com objetivo de demonstrar o potencial farmacologico de plantas medicinais
nativas do Mato Grosso do Sul, Estado que apresenta grande diversidade de plantas. Desta
forma, dando continuidade a estudos principalmente de plantas do Cerrado na regido de
Dourados — MS, com especial interesse em plantas, nos propusemos a avaliagdo do efeito
anti-inflamatorio do extrato metandlico de D. furfuracea, além de suas fracbes (acetato,
aquosa, cloroférmica e hexanica) e de seu alcaldide isolado, a dicentrinona, em modelos

animais de inflamacdo.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Considerac0es gerais sobre a familia Annonaceae

Na regido sul do Estado do Mato Grosso do Sul, estudos que evidenciam a
ocorréncia de espécies utilizadas na medicina popular com ou sem comprovacéo cientifica
ainda sdo escassos. Logo muitos aspectos da flora medicinal dessa regido permanecem
desconhecidos. (Sangalli and Vieira 2003; Mota et al. 2008)

Dentro desta variedade de espécies encontradas no Mato Grosso do Sul, destaca-se
as plantas da familia Annonaceae. Essa apresenta cerca de 140 géneros e 2500 espécies
distribuidas em regides tropicais e subtropicais, com 39 géneros encontrados na América
tropical. Tal familia também se destaca pelo fornecimento de frutos comestiveis dos
géneros Annona, Rollinia, Artabotrys, Asimina, Polyalthia, Raimondia, Uvaria e Duguetia
(Pontes and Mello-Silva 2005; da Silva Almeida et al. 2007). Ja no Brasil sdo encontrados
aproximadamente 29 géneros que compreendem 260 espécies (Barroso 1978).

Annonaceae é uma familia pouco estudada, entretanto, investigacdes fitoquimicas e
farmacoldgicas foram se intensificando nos ultimos anos e varios estudos demonstraram a
presenca de compostos de natureza quimica diversificada. Tais como os terpendides (em
especial diterpenos, monoterpenos, sesquiterpenos) e o0s &cidos graxos (acetogeninas e
alcaldides) (Silva et al. 2007).

A literatura relata que existem componentes com atividades antiparasitaria,
antimicrobiana, pesticida, antitumoral e antimalérica presentes em vérias espécies desta
familia (Frana and Suffredini 2002; de Sousa et al. 2003). O extrato liofilizado das folhas
de D. furfuracea também demonstrou atividade citotdxica que pode pelo menos em parte

ser atribuida a acdo de alcaldides presentes (Silva et al. 2012).

2.1.1 Género Duguetia

Duguetia consiste em 89 espécies nativas da América Tropical e 4 da Africa. Em
relacdo a estudos fitoquimicos verifica-se a presenca de compostos da classe de alcaldides
e sesquiterpenos. Um levantamento sobre o género Duguetia, feito no Banco de Dados
NAPRALERT, Chemical Abstract e Biological Abstracts, mostrou que nas oito espécies
descritas na literatura todas de ocorréncia sul americanas, foram isoladas um total de 79

substancias e dessas, 72 séo alcaloides (Navarro et al. 2001).



As Duguetias do Estado do Mato Grosso do Sul sdo conhecidas popularmente
como araticum-seco, ata-do-mato ou sofre-do-rim-quem-quer (Rodrigues and Carvalho
2001; Neto and Morais, 2003). Partes das plantas de Duguetia sdo usadas na medicina
popular para o preparo de chas e xaropes que sdo usados contra reumatismo, além deste
outro uso freqliente é como parasiticida (Silberbauer-Gottsberger, 1981/82).

A Tabela 1, relata as principais espéecies estudadas quimicamente e seus respectivos
alcaldides isolados. E importante destacar que a classe de compostos que podem
caracterizar o género Duguetia séo os alcaldides, por isso esta classe de compostos sera o
principal alvo para identificacdo, caracterizagdo, isolamento fitoquimico e estudo
farmacoldgico comparativo com a acdo de extratos de Duguetia.

As espécies D. chrysocarpa, D. gardneriana e D. moricandiana demonstraram
atividade anti-inflamatoria, analgésica, antinociceptiva e antioxidante (de Sousa et al.
2010; Almeida et al. 2011).

Alguns dos alcaldides aporfinicos isolados de Duguetia séo relatados na literatura
como antimalaricos, citotoxicos (in vitro) e antimicrobianos (Tempone et al. 2005; Maia et
al. 2006). Os alcal6ides hadrantine A e B (1-2), imbilina (3), sampagine (4) e 3
metoxisampagine (5), isolados de D. hadrantha (Figura 1) exibiram atividade antimalarica
e antifangica (Muhammad et al. 2001).

Tabela 1: Alcaloides isolados de espécies do género Duguetia.

Espécie Alcaldide(s) isolado(s) Referéncia

D. furfuracea 1,2,10-Trimetoxi-8,11-dihidroxi aporfinico, Carollo et al. 2006a;
Isocoridina], norisocoridina, Xilopina; Anonaina; Carollo and De
Obovanina, Asimilobina, aterospermidina, Liriodenina, Siqueira 2009
bisbenziltetraidroisoquinolinico Isocondodendring;
Discretamina, Reticulina, duguetina, dicentrinona,
duguetina-N-o6xido, N-metiltetraidropalmatina,
nitrosoanonaina,
N-metilglaucina, nitrosoxilopina

Nitrosoisocoridina, nitrosoaporfina

D. gardneriana  discretamina, tetrahidrojathrorrizina e Almeida et al. 2007

tetrahidropalmatina



D. glabriuscula

D. trunciflora

D. flagellaris

D. odorata

D. hadrantha

D.spixiana,
D.stelichantha

oxoaporfindide e 7-hidroxil-aporfindide

reticulina, tetrahidro-palmatina, tetrahidrojathrorrizina,

discretamina, taicanina, e jathrorrizina

nornuciferina, isopilina, O-methylisopilina, calicinina,
duguevanina, pachipodantina, oliverolina N-oxido

oliverolina, oliveridina e duguetina

oliverolina, N-methilguatterina, dehidrodiscretina,
pseudopalmatina

4,5-dioxo-1-azaaporfindides, hadrantina

A, hadranthina B, imbilina-1, sampangina,
3-methoxisampangina, 4,5-dioxo-1-azaaporfina, (1-3),

copirina

aporfinicos e oxaporfinicos

Matos et al. 2006

Fechine et al. 2002a

Fechine et al. 2002b

Brastianos et al.
2007

Muhammad et al.
2001

Debourges et al.
1987

(2 R=H  Ry=H
(3) R=Me  R;=H

R
| AN AN
(1) R=Me R,;=OMe N_ . _ _N

0

(4) R=H
(5) R=OMe

Figura 1 — Estrutura dos alcaléides com atividade amtimalarica isolados de D. hadrantha

O Oleo essencial obtido das folhas de D. gardneriana apresentou atividade

antimicrobiana e D. moricandiana apresentou acdo antinociceptiva em modelos

experimentais (Almeida et al. 2010; Almeida et al. 2011). D. glabriuscula e D. furfuraceae



apresentaram em sua composicao sesquiterpenos, considerados raros dentro deste género e
familia (Carollo and Hellmann 2005).

2.1.2 Duguetia furfuracea

Duguetia furfuracea (A. St. Hil Benth. e Hook. f.) conhecida popularmente como
“sofre-do-rim-quem-quer” e “araticum-seco”, ¢ um arbusto de ocorréncia em varias
regibes do Brasil, em especial no cerrado. Esta distribuida em todo o Estado de Mato
Grosso do Sul e é considerada uma espécie daninha em pastagens (Carollo et al., 2006b;
Rodrigues 2001). A infusdo das suas folhas e do caule é utilizada para o tratamento de
reumatismo e célica renal, também como sedativo; e o p6 da semente para pediculose
(Silberbauer 1982; Rodrigues 2001; Coelho et al. 2011).

Figura 2 — Foto de Duguetia furfuracea de dezembro de 2011.

O perfil fitoquimico da D. furfuracea (Figura 2), demonstrou a presenca de
sesquiterpenos, flavondides e alcaldides (Carollo and Hellmann 2005; Carollo et al.
2006a; Carollo et al. 2006b; Silva et al. 2009). Apresenta acdo antiespasmodica e
antiprotozoarica; o Oleo essencial apresentou em sua composi¢cdo quimica um alto
percentual de alcaloides, tanto monoterpenos quanto sesquiterpenos (Fischer et al. 2004; de
Mesquita et al. 2007).



Estudos realizados evidenciaram que o extrato da casca do caule de D. furfuracea
possui atividades citotdxica, antitumoral, tripanocida e leishmanicida, sendo que a
citotoxicidade pode ser atribuida a presenca de outros alcaldides, a presenca, tanto de
terpenos, quanto de alcalbides, pode contribuir para a protecdo do DNA, e assim para a
auséncia de genotoxicidade e mutagenicidade quando tratado com D. furfuracea (Silva et
al. 2007; Valter et al. 2008; Coelho et al. 2011; Silva et al. 2012).

O extrato hexénico e etanolico da D. furfuracea demonstrou atividade
antiprotozoarica (in vitro) sobre formas promastigotas de Leishmania donovani e
amastigotas de Tripanossoma cruzi (Mesquita et al. 2005). Foi ainda observado que o
extrato etandlico da planta apresentou acdo larvicida sobre larvas no terceiro estagio de

desenvolvimento do mosquito Aedes aegypti (Coelho et al. 2011).

2.2 Alcaldides

Alcalbides sdo compostos naturais classificados como metabdlitos secundarios. A
maioria € derivada de aminoacidos e sdo encontrados principalmente nas plantas. Em sua
estrutura quimica existe uma molécula de nitrogénio que pode ou ndo fazer parte de um
anel heterociclico, possuem como caracteristicas a aparéncia cristalina e o sabor amargo, o
carater de base e a estrutura tridimensional faz com que os alcaldides tenham atividades
fisiolégicas pronunciadas (Vollhardt, 2004).

Podem atuar como farmacos e dentre eles destaca-se a morfina (analgésico), a
reserpina (hipertensdo arterial), a atropina (arritimias); a classe das penicilinas
(antibidticos) e a quinina (anti malarico). Além desses alcaldides, ha a nicotina, a
teobromina, a cocaina e a estricnina, utilizadas para outros fins que ndo medicinais (Sarker
2007).

Dentro da classe dos alcaldides também estdo os alcaldides aporfinicos (Figura
3a), presentes em diversas especies de Annonaceae, que se subdividem em subclasses e
dentre eles estdo os oxaporfinicos (Figura 3b), cujo esqueleto é aromatico e conta com a
presenca de um grupo carbonilico no carbono 7 (Silva et al. 2007).

Muitos alcaloides oxaporfinicos apresentam inumeras atividades biologicas e
farmacologicas, como a citotoxica, a antiagregante plaquetaria, a antibacteriana, a
antifingica, a antiespasmodica e a antimalarica. Varios integrantes desta subclasse sdo

alvos de patentes, 0 que gera um crescente interesse por ela. Dentre os compostos



promissores destaca-se € a dicentrinona (Figura 4) que atua na inibicdo da topoisomerase |
(Zanin et al. 2011).

Figura 4 — Estrutura do alcal6ide dicentrinona

2.3 Inflamacéo

Desde os primérdios da civilizacdo desperta interesse, tanto, que Celsus (30 a.C- 36
d.C) foi o responsavel pela descri¢do dos seus sinais cardinais (calor, rubor, tumor e dor).
Ja em 1858, Virchow acrescentou a esses sinais a perda da funcdo do 6rgdo acomentido
dessa enfermidade (Ryan and Majno 1977).

O processo inflamatorio € uma resposta de adaptagdo do organismo, a fim de
restaurar a homeostase tecidual (Medzhitov 2008). Atua de modo a contribuir com a
reparacao e regeneracao do tecido, a medida que persiste no organismo, age agravando as
lesGes e se torna prejudicial, podendo contribuir para a cronificacdo do processo ou da
doenga (Glass et al. 2010; Esser et al. 2012).



Um dano ao tecido pode desencadear o processo inflamatério, contudo, a resposta
inflamatoria depende de dois fatores: | — o tipo de estimulo (mecénico, quimico, infeccioso
ou tumoral); Il — o tipo de tecido afetado ou falha no sistema de resolucdo do organismo
(Glass et al. 2010; Alexopoulos and Morimoto 2011)

Os principais eventos da inflamagdo sdo os vasculares e os celulares, nos quais
ocorrem acumulos e ativacdo de células hematopoiéticas (Henson 2005). Os eventos
vasculares sdo caracterizados pela vasodilatacdo arteriolar e o consequente aumento da
permeabilidade microvascular no local afetado (Medzhitov 2008).

Apos a ocorréncia de dano ao tecido é deflagrado o processo inflamatério, contudo
a progressdo da inflamacéo faz com que mediadores inflamatorios sejam liberados, dentre
eles os leucotrienos (LT) e as prostaglandinas (PG) dentre esses destacam-se o leucotrieno
B, (LTB4) e as prostaglandinas E, (PGE;) e D, (PGD,), responsaveis por manter o
processo inflamatorio, que pode passar de um estado agudo para um estado cronico,
desencadeando a formacéo de inimeras doencas cronicas (Serhan et al. 2007).

2.3.1 Eventos vasculares e celulares na inflamacéao

De modo geral o processo inflamatério agudo tem como base eventos que agem de
forma sinérgica e coordenada. Assim, quando ocorre um estimulo, a vasodilatacdo e o
aumento da permeabilidade do vaso. Nesse momento surgem dois sintomas da inflamacéo
aguda: o edema e o rubor. Eles sdo decorrentes da vasodilatacdo influenciada pelos
mediadores inflamatérios (histamina, prostaglandinas, Oxido nitrico, bradicinina,
leucotrienos, produtos de ativacdo do complemento, produtos de ativagdo da coagulacao,
substancia P e fator de agregacdo plaquetaria), que induzem o aumento do fluxo de sangue
e a permeabilidade faz com que o plasma extravase para o tecido, formando um exsudato
rico em proteinas (Lichtman 2006; Kumar 2010).

Os mediadores inflamatorios induzem o aumento da permeabilidade vascular,
estimulando a contragdo das células endoteliais que revestem as vénulas pos-capilares,
desfazendo a ligagdo das juncdes intracelulares e ocasionando a passagem do plasma do
interior do vaso para o tecido. Além da transcitose, 0 aumento da permeabilidade vascular
também pode ocorrer em outras situagdes, como por exemplo, no caso de queimaduras em
que a lesdo direta ocasiona necrose tecidual, ou quando séo formados novos capilares
(neovascularizacao) (Lichtman 2006; Mehta and Malik 2006; Mitchell and Warner 2006).
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Substancias vasoativas tais como: a bradicinina, leucotrienos, produtos de ativacao
do complemento e da coagulacdo, substancia P e fator de agregacdo plaquetaria (PAF)
quando presentes no local inflamado ocasionam o aumento da permeabilidade vascular por
diferentes mecanismos o que é dependente dos receptores que sdo ativados na célula
endotelial ou da lesdo provocada no vaso (Kleemann 2008; Montuschi 2010).

A bradicinina é um peptideo composto por nove aminoacidos originada apds a agdo
da enzima calicreina sobre fator de Hageman (fator XII da via intrinseca da coagulacéo)
ocasionando a vasodilatagdo, o aumento da permeabilidade vascular e a contracdo da
musculatura lisa. Esse peptideo é ainda um dos principais indutores da dor decorrente de
um processo inflamatério (Campbell 2000; Petho 2012).

Os leucotrienos sdo uma classe de mediadores lipidicos provenientes da acdo da
enzima 5-lipoxigenase (5-LOX). Os leucotrienos estdo relacionados com o
desenvolvimento de varias doencas, porém, os efeitos mais estudados destes mediadores
reside sobre a asma, e assim como a histamina os leucotrienos causam contra¢éo endotelial
(Funk 2011). Os receptores de leucotrienos sdo mais encontrados em células responsaveis
pelo sistema imune, que estdo relacionadas a doencas infecciosas e inflamatdrias
(Montuschi 2010).

A substéncia P € um peptideo vasoativo que pode ser armazenado no interior de
vesiculas secretorias, podendo se originar a partir de precurssores inativos que se localizam
dispersos no plasma como, por exemplo a bradicinina ou ainda ser liberada por neurénios
sensoriais causar assim a degranulacdo mastocitaria (Kuhr 2010).

Fator de agregacdo plaquetaria (PAF) é um lipidio biologicamente ativo, que é
liberado de diversas células inflamatorias ativadas por meio da fosfolipase A,, PAF
apresenta acdes como vasodilatacdo, aumento da permeabilidade vascular, quimiotaxia
para leucdcitos, ativacdo dos leucocitos, ativacdo e agregacdo das plaquetas e acdo
espasmogénica para a musculatura lisa. E um mediador em muitos tipos de inflamagc&o e
estd implicado na hiper-responsividade brénquica e na fase tardia da asma (Rang 2007).

Durante a inflamacgdo, as principais e primeiras células efetoras sdo os leucdcitos.
Sua migracéo até o foco inicial da inflamacéo é importante para uma resposta inflamatoria.
Eles atuam secretando compostos citotoxicos inespecificos, que destroem o agente
agressor, porém, causam lesdo no tecido. O recrutamento dessas células acontece quando

elas interagem com o endotélio e a mediacdo se d& por moléculas de adesdo celular
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(CAMs). Tanto os leucécitos quanto os agente invasores que causam lesdo vascular direta
e extravasamento de fluidos (Ulbrich et al. 2003).

A medida que ocorrem alteragBes vasculares decorrentes do processo inflamatorio
instalado, células sanguineas, principalmente leucocitos polimorfonucleares (PMNS),
migram dos vasos sanguineos para 0 parénquima tissular, processo que recebe o nome de
migracdo transendotelial ou extravazamento que é composto quatro etapas que ocorrem em
sequéncia (1) marginacdo - leucocitos sao alojados em uma posicao periférica sobre células
componentes do tecido endotelial; captura e rolamento- aderéncia transitdria dos leucdcitos
ao endotélio; (Il) adesdo - estavel unido dos leucdcitos as células endoteliais; (I11)
diapedese - passagem dos leucdcitos por entre as células endoteliais para o parénquima
tissular ( Luscinskas et al. 2002; Burns et al. 2003; Simon and Green 2005).

Evidéncias demonstram que no momento em que ocorre a migracao
transendotelial as CAMs atuam estimulando a ativagdo dos leucocitos. Os principais
grupos de CAMs envolvidas na migracéo transendotelial sdo as selectinas, as integrinas e
as imunoglobulinas (Alberts et al. 2002; Simon and Green 2005).

As selectinas sdo proteinas transmembranas de cadeia Gnica, com um dominio
extracelular amino-terminal (N-terminal), tipo lectina que pode ser classificada como: E-
selectina (sintetizada e expressa no endotélio), P-selectina sintetizadas e expressas em
plaquetas e células endoteliais) e L- selectina sintetizadas e expressas constitutivamente na
superficie dos leucdécitos (Barkhausen et al. 2005; Langer and Chavakis 2009)

As integrinas sdo glicoproteinas heterodimeras que se associam de forma ndo
covalente. Sao proteinas responsaveis pela adesdo celular e pela transducéo de sinais entre
as células. Possuem duas sub-unidades uma denominada o que é composta por
aproximadamente 800 aminodcidos e outra denominada p que ¢é composta por
aproximadamente 1000 aminodcidos. Assim 18 integrinas o que se combinam a 8 f3,
totalizando 24 sub-unidades diferentes. A formagdo de cada heterodimero garante uma
especificidade diferente para as integrinas (Noguera-Troise et al. 2006; Ridgway et al.
2006).

As imunoglobulinas sdo divididas em dois tipos de moléculas responsaveis pela
adesdo molécula de adeséo intercelular 1 (ICAM-1) e molécula de adesao celular vascular
— 1 (VCAM-1), respectivamente responsaveis pela adesdo entre as células e a pela adesdo
entre as células e o vaso. Essas imunoglobulinas interagem diretamente com as integrinas.

Uma outra imunoglobulina que também merece destaque dentro da familia é a molécula de
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adesdo plaqueta /endotélio (PECAM-1), em funcdo da sua atuacdo durante o processo de
diapedese (Petri and Bixel 2006; Langer and Chavakis 2009).

2.3.2 Indutores e resolutores inflamatérios

De uma maneira geral, a inducdo do processo inflamatério pode ser ocasionada
por dois tipos de agentes: exdgenos ou enddgenos. Os indutores exdgenos podem ser
divididos em microbianos ou nao microbianos. Uma das classes dos indutores exdgenos
microbianos é aquela que esta associada a padrdes moleculares associados ao patdgeno
(PAMPs) que sdo reconhecidos por receptores especificos identificados como receptores
Toll. A classe, indutores exdgenos ndo microbianos, abrange desde produtos téxicos,
alérgenos até materiais estranhos ao corpo. A presenca destes indutores ocasiona a
diminuicdo ou perda da homeostase tecidual, deflagrando entdo, o processo inflamatério
(Medzhitov 2008).

A acdo do agente indutor da inflamagdo se baseia na inducéo da sintese de varios
tipos de mediadores inflamatorios tais como as citocinas, o fator de necrose tumoral (TNF-
a) a interleucina-1 (IL-1), as quimiocinas, as aminas vasoativas, 0s eicosandides atuam de
maneira a ocasionar a modificacdo do funcionamento de tecidos e 6rgaos, sobretudo por
causa da formacdo do extravasamento plasmatico e da migracao leucocitaria no foco da
inflamacéo (Paterson et al. 2003; Medzhitov 2008).

A resolucdo do processo inflamatorio ocorre por meio da acdo direta de
mediadores anti-inflamatdrios e pré resolutivos, 0s quais sdo produzidos no decorrer do
processo. Dentre essas substancias estdo: as prostaglandinas, as lipoxinas, resolvinas e o
Fator nuclear kappa B (NF-kB) (Rajakariar et al. 2006).

2.3.3 Mediadores inflamatorios

2.3.3.1 Aminas vasoativas (histamina e serotonina)

A histamina é formada a partir da acdo da enzima histidina-carboxilase, que atua
sobre a histidina (Liu et al. 2001). Trata-se de uma amina basica de baixo peso molecular,
que pode ser encontrada em varios tecidos do organismo, e € responsavel pela expansédo
das arteriolas e pela ampliacdo da permeabilidade das vénulas (Rang 2007; Thurmond et
al. 2008; Kumar 2010).
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Em nivel celular, a histamina é encontrada principalmente nos mastdcitos e
baséfilos, alojada no interior de granulos e liberada durante o processo inflamatorio,
reacOes alérgicas e na secrecdo gastrica. As suas funcbes sdo exercidas a medida que agem
sobre 0s seus receptores que sdo quatro tipos Hy, Ha, Hz e Hy (Kumar 2010).

Os receptores de histamina pertencem a familia dos receptores acoplados a
proteina G. Dentre os efeitos mediados pelo receptor H;, estdio o aumento da
permeabilidade vascular a vasodilatacdo e o estimulo imunolégico (Togias 2003). Quanto
ao receptor Hy, assim como o Hj, ocorre em varias células e tem acBes semelhantes,
podendo inibir uma variedade de fungdes do sistema imune e atuar na musculatura lisa,
tanto do Utero quanto das vias aéreas (Jutel et al., 2009).

O receptor Hz é um autorreceptor inibitério localizado nos neurdnios, esta
envolvido em funcgdes cerebrais e no efeito periférico da histamina sobre os mastocitos
(Rang 2007). O receptor Hy4, da subfamilia da histamina, € um receptor acoplado a proteina
G e estreitamente relacionado com o receptor Hs. O receptor Hy é expresso em células
hematopoiéticas e imunoldgicas, suas atividades consistem no recrutamento e ativacdo de
células envolvendo a resposta inflamatoria, tais como eosinofilos, mastécitos e neutréfilos
(Coge et al. 2001; Nguyen et al. 2001; Leite-de-Moraes et al. 2009).

A serotonina (5-hidroxitriptamina, 5-HT) é uma amina vasoativa resultante da
excrecdo de células enterocromafins. E encontrada nas paredes do intestino e uma vez
secretada, a serotonina, é absorvida e retida no interior das plaquetas (Sanger 2008).
Quando o endotélio sofre algum tipo de dano sdo liberados sinais, entdo, a serotonina é
liberada do interior das plaquetas (Jonnakuty and Gragnoli 2008). Além de se localizar nas
plaquetas, ela também pode ser encontrada na mucosa intestinal e no sistema nervoso
central (SNC) e em roedores (ratos e camundongos) é armazenada também nos mastocitos
(Henry and Black 2008).

A formacdo da serotonina ocorre a partir da aquisicéo do triptofano (dieta), que é
convertido em 5- hidroxitriptofano pela triptofano hidroxilase e, posteriormente, em 5-HT,
pela acdo da enzima L-aromético descarboxilase (= dopa descarboxilase). No processo
inflamatdrio, a serotonina age como vasodilatadora e aumenta a permeabilidade vascular,
dois pontos importantes para a formacéo do edema originado por estimulos nocivos, apés a

aplicacdo de carragenina (Goadsby et al. 2002).
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2.3.3.2 Cininas

Em 1949, Rocha relatou uma substancia relaxante liberada no plasma, pela acao
do veneno de cobra Bothrops jararaca, denominada bradicinina (Rocha et al. 1949). A
bradicinina pode ser classificada como uma relevante mediadora do sistema calicreina-
cininas, pois estimula uma gama de processos fisioldgicos, tais como o controle da pressdo
arterial, a contracdo e o relaxamento da musculatura lisa no processo inflamatério e
nociceptivo (Calixto 2000; Moreau et al. 2005).

A bradicinina é capaz de reproduzir processos caracteristicos inflamatérios como o
calor, o rubor, o edema e a dor. Tais sintomas ocorrem pelo fato da bradicinina induzir a
liberacdo de d6xido nitrico (NO) das células endoteliais e de prostaciclina. Estes promovem
vasodilatacdo e consequentemente, calor e rubor, ao passo que o edema é caracterizado por
haver estimulos das células endoteliais (Marceau and Regoli 2004). Essa cinina apresenta
acdo direta sobre as fibras nervosas e sua atuacdo se da através de receptores Bl cuja
expressao € induzida na presenca da inflamacdo e da lesdo tecidual, principalmente por
acao da IL-1 (Rang 2007).

As cininas, peptideos vasoativos envolvidos na dor e na inflamagdo, séo
provenientes do sistema calicreina-cininas (cininogénios plasmaticos, calicreinas e cininas)
(Marceau et al. 1998). Dentre elas cita-se: a bradicinina e a lisil-bradicinina, também
conhecida como calidina (Hansen et al. 2001; Dias et al. 2010) . As cininas possuem dois
tipos de receptores acoplados a proteina G e esses sdo B; e B, responsaveis por mediar 0s
efeitos bioldgicos. O receptor B, caracteristicamente ndo é encontrado em tecidos
normais, contudo, sua formacgdo pode ser induzida a partir do momento em que é
deflagrado um processo inflamatorio (Menke et al. 1994). Ja o receptor B,, por outro lado,
é expresso constitutivamente nos tecidos, além de mediar maior parte das respostas agudas
induzidas por cininas (MacNeil et al. 1995; Calixto 2000; Leeb-Lundberg et al. 2005).

2.3.3.3 Eicosandides

Os eicosandides ou autacoOides sdo as prostaglandinas (PGs), os leucotrienos
(LTs), as lipoxinas (LXs) e o citocromo P450 ( Harizi et al. 2008). Sua biossintese depende
da disponibilidade de acido araquidénico (&cido graxo insaturado com 20 atomos de

carbono) que é liberado, a partir do momento em que os tecidos sdo expostos a diferentes
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estimulos fisioldgicos e patolégicos, pelos fosfolipidios de membrana, por meio da acdo da
enzima fosfolipase A, (Greene et al. 2011).

A COX ¢é a enzima que catalisa a conversdo do acido araquiddnico em
prostaglandina G, (PGG;) e esta por sua vez, em prostaglandina H, (PGH,). A PGH, é
convertida em uma variedade de eicosanoides que incluem PGE,, PGD,, PGF,,, PGl, e
tromboxanos TXA; e TXB (Vane 1971; Dubois et al. 1998). A enzima COX existe em
duas isoformas a COX-1 que € expressa na maioria dos tecidos e media fungdes bioldgicas
basais; e a COX-2 que esta geralmente associada a condi¢Ges patoldgicas, relacionadas a
producdo de TXB,, PGl, e PGE,, respectivamente (Caughey et al. 2001).

Na inflamagéo, as prostaglandinas PGE;, PGI, e PGD; induzem a vasodilatagdo por
agirem em determinados receptores, em conjunto com outros mediadores, como a
bradicinina e a histamina, potencializando os efeitos sob a permeabilidade vascular desses
dois mediadores. Além disso, as prostaglandinas induzem a febre por atuarem através de
receptores presentes no hipotdlamo (Glatstein and Scolnik 2008).

Com relacdo as enzimas lipoxigenases, essas participam no metabolismo dos
acidos graxos poli-insaturados, além de catalisarem a oxidacdo de uma variedade de
eicosandides (Skrzypczak-Jankun et al. 2012). Existe uma variedade de lipoxigenases
(LOX) que podem ser classificadas em: 5-LOX, 12-LOX e 15-LOX. Essas sdo
responsaveis pela producdo dos leucotrienos. A via da 5-LOX da origem a alguns dos
mediadores mais potentes, incluindo o leucotrieno B4 (LTB,) que é quimioatraente de

neutrofilos e agente espasmolitico (Gerritsen 1996).

2.3.3.4 Citocinas

As citocinas fazem parte de outro grupo de mediadores inflamatérios. S&o
secretadas por células inflamatérias (linfécitos, eosinéfilos e neutr6filos) e células
constituintes teciduais (mastocitos, fibroblastos, células epiteliais e macrdéfagos), que por
sua vez, modulam a funcdo de outros tipos celulares (Becker et al. 2003). As citocinas
possuem a funcdo de regular os processos bioldgicos, tais como o crescimento, a ativacao
celular, a quimiotaxia, a inflamacdo, a imunidade, o reparo tecidual, a fibrose e a
morfogénese (Nunes et al. 2010).

Diferentes tipos de células secretam a mesma citocina, que pode agir nos mais

diversos tipos de células (Rang 2007). Elas se ligam aos receptores especificos e dessa
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forma, ativam os mensageiros intracelulares, consequentemente, regulam a transcri¢do
génica, influenciando em fenémenos como a diferenciacgéo, a proliferacdo e a sobrevida da
célula imunoldgica. Além disso, as citocinas também regulam a producéo e até mesmo a
atividade de outras citocinas, que podem aumentar (pré-inflamatéria) ou atenuar (anti-
inflamatorias) a resposta inflamatéria. (Rang 2007; Kumar 2010).

Dentre as citocinas classificadas como pré-inflamatérias, destacam-se as
interleucinas (IL) 1, 2, 6, 7 e 0 TNF. Ja as citocinas que possuem ac¢do anti-inflamatdria séo
a IL-4, a IL-10, a IL-13 e o fator transformador de crescimento p (FTCp). Quanto aos
reguladores de inflamacdo cronica, destacam-se a interleucina 1 (IL-1) e o fator de necrose
tumoral - o (TNF-a), estes sdo produzidos principalmente por macréfagos (Curfs et al.
1997).

A primeira interleucina caracterizada foi a IL-1, primariamente produzida por
macrdéfagos, monacitos, células ndo imunoldgicas (como fibroblastos) e células endoteliais
ativadas durante uma lesdo celular, infeccdo, invasdo ou inflamagdo. O grupo das
interleucinas compreende 11 membros, como por exemploa IL-1a, a IL-1p, antagonista de
receptor IL-1 (IL-1Ra), a IL-1F5-a IL-1F10 a IL-18 (também conhecida como IL-1F4), e
a IL33 (também conhecida como IL-1F11) (Sims and Smith, 2010).

A IL-1 B é uma das mais estudadas, € sintetizada por mondcitos e macréfagos e
distribuida no organismo (Sims and Smith, 2010). Ja a IL-1a é expressa por queratindcitos
e células endoteliais, age a nivel local, portanto, se apresenta mais associada nas reacdes de
hipersensibilidade. Ambas sdo mediadores dos quadros de febre, decorrentes do aumento
da producdo de PGE; pelo endotélio vascular do hipotalamo, como resposta ao estimulo a
producdo de células T (Ambrus et al. 1991; Appasamy 1993; Baird et al. 1995; Fuchs
2010).

O TNF é conhecido como uma citocina pro-inflamatéria multifuncional envolvida
em processos fisioldgicos e patoldgicos (Feghali and Wright 1997). O TNF-a (catequina) e
0 TNF-B (linfotoxina) sdo membros da familia TNF (Han et al. 2012). O TNF induz a
ativacdo dos neutrdfilos, da COX-2 e de citocinas pro-inflamatorias (IL-1, IL-6), também
aumenta a permeabilidade da camada endotelial e a migracdo de leucdcitos, estimula a
proliferacdo de fibroblastos e a reabsorcdo Ossea, além de produzir degradacdo da
cartilagem (Fernandes et al. 2002).
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2.4 Farmacos utilizados na inflamacéo

Existem relatos escritos ha mais de 150 anos sobre a reducdo da inflamacéo por
meio do uso de extratos de plantas que contenham salicilatos (Dinarello 2007). Felix
Hoffman sintetizou o &cido acetilsalicilico (AAS) por meio do uso de acido salicilico (que
pode ser isolado da planta medicinal Salix alba). O AAS inibe a acdo da COX-1 e 2,
reduzindo os niveis de prostaglandinas e tromboxanos (Batlouni 2010)

Atualmente, 0 AAS ¢ o0 agente terapéutico mais usado no mundo e pertence a classe
dos anti-inflamatorios ndo esteroidais (AINE) (Adcock et al. 2005; Dinarello 2007).

Farmacos classificados como AINE podem ser ou ndo seletivos para a COX-2
(COXIBE). Além dos agentes classicos, os anti-inflamatorios esteroidais (AIES) também
sdo amplamente utilizados para o tratamento de doencas inflamatoérias crénicas, mesmo
diante dos marcantes efeitos adversos ocasionados, embora os resultados dessas duas
classes sejam bons, a utilizagio constante ocasiona fortes efeitos colaterais (Rang, 2007).

AINE tais como o ibuprofeno, o naproxeno, a indometacina, a nabutenona, 0
diclofenaco e o AAS, foram desenvolvidos, inicialmente, a fim de inibirem as enzimas
COX-1 e COX-2. Entretanto, mesmo havendo evidéncias sobre a acdo anti-inflamatoria
desses medicamentos, seu uso continuo demonstrou a formacdo de efeitos adversos, tais
como a dor abdominal e o sangramento gastroduodenal por conta da inibicdo da COX-1
(Clark et al. 2000). A partir de entdo, foram sintetizados AINE, cuja inibicéo é seletiva da
COX-2 (COXIBE), possuindo eficacia semelhante a dos AINE mais antigos. Porém, sem
os efeitos adversos apresentados pelos primeiros. Contudo, o uso continuo desses
medicamentos demonstrou a ocorréncia de problemas cardiovasculares, por este motivo,
alguns foram retirados de comercializacdo (Silverstein et al. 2000; Mitchell 2006).

Os anti-inflamatdrios esteroidais, também conhecidos como glicocorticéides
(GC), agem de forma principalmente de forma gendmica e o processo que tem inicio a
medida que o esteréide de natureza altamente lipofilica atravessa a barreira celular e
interage com o receptor GCR (Glucocorticoid cytosolic receptor). Dessa interagcdo forma o
complexo GC/CR. Uma vez formado o complexo, este é levado ao nucleo celular local,
onde se liga as sequencias do DNA, estimulando assim, a produgdo de proteinas com
propriedades anti-inflamatdrias. O mecanismo genémico leva a formacéo da trans-ativagdo

e da trans-repressao (Almawi and Melemedjian 2002).
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2.5 Modelos experimentais para desenvolvimento de novos medicamentos

Os modelos experimentais auxiliam quanto a elucidacdo de mecanismos de acédo e
processos fisiologicos, sendo possivel pela sua utilizagdo, um aprofundamento no
conhecimento da acdo de farmacos na fisiologia e, ainda, na etiopatogenia de diversas
doencgas. Ultimamente, a importancia dos modelos experimentais transcende o &mbito do
aprimoramento e comprovacdo de técnicas e procedimentos ja estabelecidos, como
também o desenvolvimento de novos protocolos (Ferreira et al. 2005). A sintese dos novos
farmacos depende diretamente da implementacdo de modelos em animais, para que por
meio do processo de pesquisa seja possivel avaliar a acdo dos agentes farmacoldgicos
(Sedgwick and Lees, 1986).

2.5.1 Edema de pata

Modelos animais de inflamacédo induzida por carragenina (polissacarideo sulfatado)
sdo utilizados com freqliéncia, oriundo de inimeras algas vermelhas pertencentes a ordem
Gigartinales); em particular, o edema de pata induzido por carragenina € o mais usado, por
meio dele é possivel mensurar o papel de inimeros mediadores presentes durante o
processo inflamatorio, originalmente o modelo foi proposto por Winter et al. (1962) e
referia-se apenas a ratos. Em 1969, Levy demonstrou que o modelo poderia ser estendido
também ao uso de camundongos, a carragenina também é importante em modelos de
nocicep¢do, uma vez que ocasiona a sensibilizacdo de nociceptores, quando estimulados de
forma mecanica ou térmica; além disso, 0 modelo permite a observacdo da migracdo de
células e a andlise das etapas pertencentes ao processo inflamatério (Zhang et al. 1997;
Smith et al. 1998; de Campos et al. 1999; Osborne and Coderre 1999; Pinheiro and Calixto
2002).

A Cg é um polissacarideo vastamente utilizado como agente irritante na indugdo
da resposta inflamatoria aguda, em modelos experimentais animais, atua de modo a induzir
a liberacdo de mediadores inflamatorios, tais como a histamina, bradicinina e
prostaglandina. Esse método foi introduzido por Winter em 1962, sendo atualmente
amplamente utilizado para teste de drogas e avaliacdo de novas terapias anti-inflamatorias
(Morris 2003).

2.5.2 Bolsa de ar
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No presente trabalho observou-se o efeito anti-inflamatorio da planta D. furfuracea
em um modelo de bolsa de ar induzido por carragenina. Neste modelo, a formacéo da bolsa
foi efetuada por meio da injecdo, em doses repetidas e durante sete dias, de ar estéril na
regido dorsal, a cavidade formada induziu uma formacdo que se assemelha & membrana
sinovial (Edwards et al. 1981; Kowanko et al. 1986). Para a realizacdo desse modelo de
reacao aguda foi utilizada a carragenina (Cg), descrita pela primeira vez por Winter et al.
(1962).

2.5.3 Artrite induzida por zimozan

O zimosan consiste em uma formulacédo insoltvel da parede celular da levedura
Saccharomyces cerevisiae que atua ativando macréfagos e desencadeia uma resposta
imunolégica a medida que é reconhecido pelos receptores Toll do tipo 2 (TLR2), TLR6
(receptor toll 6), CD14 e dectina-1 (expressa em macrofagos e células dendriticas)
(Ozinsky et al. 2000).

Além de outros modelos animais de inflamacédo foi utilizado o modelo animal de
artrite induzida por zimozan (Coelho et al. 2004). Os modelos experimentais que
mimetizam a artrite em roedores sdo importantes a medida que, auxiliam no
esclarecimento do mecanismo de acdo de doencgas que envolvem o sistema imunoldgico e a
inflamacdo envolvida nessas doencas. Estes modelos sdo importantes também porque
contribuem de forma significativa para a descoberta de agentes terapéuticos Uteis no
tratamento, sobretudo agentes oriundos de plantas (Ngoc et al. 2005; Coelho et al. 2011).
Contudo € importante mencionar que, o modelo experimental tem possui similaridade com
a doenca em questdo, porém, ndo possui todos os aspectos que envolvem a doenca
humana, sendo usado para delinear as vias pelas quais a doenca é originada (Holmdahl et
al. 2001).

2.6 Alvos moleculares para doencas inflamatorias
A sintese de farmacos esta diretamente relacionada a interacdo entre compostos e

receptores, logo o centro dos estudos baseia-se desde o reconhecimento dos diferentes

receptores até a forma de acéo seja ela agonista ou antagonistas sobre estes receptores. Na
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década de 90, com o surgimento da Biologia Molecular foram determinados novos alvos
moleculares e protocolos para a sintese de farmacos assim possibilitando, a determinacéo
da causa génica de determinadas patologias e a otimizacao da procura de alvos moleculares

mais seguros para obtencdo do mesmo efeito (Yunes et al. 2001).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar a atividade anti-inflamatdria do extrato, das fragdes e do composto isolado,

dicentrinona, de Duguetia furfuracea em modelos experimentais de inflamacéo.

3.2 Objetivos Especificos

Avaliar a toxicidade aguda do EMDF;
Avaliar a atividade anti-inflamatéria do extrato, das fracdes e do composto

dicentrinona obtidos das folhas de D. furfuracea nos modelos animais de:

e Edema de pata induzido por carragenina;
e Atividade da mieloperoxidase;
e Bolsadear;

e Artrite induzida por zimosan.
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ABSTRACT

Plants of the genus Duguetia, especially Duguetia furfuracea have been used in folk
medicine to prepare teas and syrups to treat rheumatism and some species have
demonstrated anti-inflammatory activity. However, no data have been published to support
the anti-inflammatory ethnopharmacological use. This work aimed to evaluate the acute
toxicity of methanolic extract (MEDF) and the anti-inflammatory activity of MEDF,
fractions (such as acetate, hexane, chloroform, aqueous fractions) and the dicentrinone
obtained from leaves of D. furfuracea in experimental models of inflammation. The anti-
inflammatory of MEDF and dicentrinone were studied in the following experimental
models: carrageenan-induced paw oedema and increase in myeloperoxidase activity, air
pouch model, and zymosan-induced arthritis and the acute toxicity in mice. Animals orally
treated with MEDF (30-300 mg/kg) were submitted to carrageenan-induced paw oedema
reducing significantly the inflammatory parameters such as paw oedema and increase in
MPO activity. All tested fraction also inhibited the oedema induced by carrageenan.
Phytochemical studies using chloroform fraction revealed the presence of compound
dicentrinone. The oral administration of the dicentrinone inhibited both oedema and MPO
activity in carrageenan-induced inflammation in mice. In air pouch models of
inflammation, MEDF (30-300 mg/kg) and dicentrinone (2.4 mg/kg) inhibited the leukocyte
migration and plasmatic extravasation induced by carrageenan in mice. Finally, MEDF
(100 mg/kg) did not alter the zymozan-induced arthritis in mice and no signs of
toxicological effects were evidenced with dose of 2,000 mg/Kg of MEDF. The results
showed that D. furfuracea present anti-inflammatory activity in experimental inflammatory
models and no signs of toxicity in acute model. However, the presence of alkaloid

dicentrinone could be responsible, at least in part, for the observed effects.

Keywords: Duguetia furfuracea; inflammation; mice; alkaloid
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Introduction

Duguetia (Annonaceae) genus comprises about 89 species, and approximately 50
were found in Brazil (Navarro et al. 2001). These plants were widely distributed in Brazil
and Paraguay (Schultes 1990). The chemical study, pharmacological and biological
activity of Duguetia genus has conducted intensely. Duguetia furfuracea (A. St.-Hill.)
Benth. & Hook. f. is popularly known as ‘‘araticum-seco’’ (Lorenzi 2000), and the popular
use, the infusion of leaves is used in the treatment of rheumatism and mainly in the
treatment of renal colic (Rodrigues and Carvalho 2001) while the powdered seed is also
used to treat pediculosis (Silberbauer-Gottsberger 1981/82).

The phytochemical study showed the presence of aporphine alkaloids, duguetine,
duguetine-pB-N-oxide, N-methylte-trahydropalmatine, dicentrinone (Silva et al. 2009), four
flavonoids the leaves (Santos and Salatino 2000), and sesquiterpenos in essential oil from
the fresh leaves (Pereira et al. 2003; Carollo and Hellmann 2005) . They investigated the
antitumoral, trypanocidal and leishmanicidal activities, demonstrated that D. furfuracea
showed cytotoxicity, and leishmanicidal activity (Coelho et al. 2011; Silva et al. 2012). In
the other side, duguetine and duguetine-p-N-oxide caused considerable antitumoral activity
in all cell lines evaluated, although duguetine was more active against trypomastigote
forms than other alkaloids tested (Mesquita 2005).

Alkaloids compounds are common in Annonaceae family and some derivatives
were isolated from Duguetia genus (Leboeuf et al. 1980). The aporphine alkaloids
demonstrate antibacterial, antifungal activities (Hufford et al. 1980), antiviral activity
(Boustie et al. 1998), cytotoxic activity (Hoet et al. 2004), antimalarial activity
(Likhitwitayawuid et al. 1993), leishmanicidal activity (Rodrigues and Carvalho 2001),
trypanocidal activity (Hoet et al. 2004) and for the treatment of Parkinson’s disease (Zhang
and An 2007).

In the present study we evaluated the ability of methanolic extract, fractions and
alkaloid dicentrinone the D. furfuracea for anti-inflammatory activity in some

experimental models of inflammation.

Materials and methods

Animals
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The experiments were conducted using male (Carrageenan-induced paw oedema,
determination of myeloperoxidase (MPO) activity and air pouch model) and female (Acute
toxicity) Swiss mice (18-22g, n=6) provided from Universidade Federal da Grande
Dourados (UFGD). The animals were maintained under a 12 h light-dark cycle, with
controlled humidity (60-80 %), and temperature (22 £+ 1°C). The animals were acclimatized
to the experimentation room for at least 2 h before testing and were used only once
throughout the experiments. All experimental procedures were carried out in accordance
with U.S. National Institute of Health, and were approved by the ethics committee for
research on laboratory animal of the UNIGRAN (Nbr. 109/10).

Chemical, kits and reagents

A-Carrageenan, phosphate-buffered saline (PBS), Tween 20%, dexamethasone, and
zymosan were purchased from Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA).

Plant material

Leaves of D. furfuracea were collected in May 2010 in Dourados, Mato Grosso do
Sul, Brazil. The plant was identified by Dr. Zefa Valdevina Pereira and a voucher
specimen (DDMS166) was deposited in the herbarium of the Faculty of Biological and
Sciences, Federal University of Grande Dourados (UFGD), Mato Grosso do Sul, Brazil.

Extraction and isolation of the chemical constituents

Leaves of D. furfuracea (960 g) were exhaustively extracted by maceration with
methanol at room temperature. The solvent was then eliminated by a rotary vacuum
evaporator under reduced pressure and lyophilized, afforded the methanol extract (40.8 g).
Part of this extract (31.0 g) was dissolved in MeOH-H,O 1:1 and partitioned with n-
hexane, chloroform and ethyl acetate. The solvents were evaporated to give the hexane
(HF, 4.3 g), chloroform (CF, 6.9 g), ethyl acetate (EAF, 10.5 g), and hydromethanol
(HMF, 8.6 g) fractions. The chloroform fraction (3.5 g) was fractionated on a
chromatographic column of silica gel and eluted with a mixture of CHCIl3: MeOH, in

increasing polarity, to give twenty-three sub-fractions (DF-1 to DF-23). Part of sub-
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fraction DF-10 (634 mg) was purified on CCDP using mixture of CHCl;:MeOH 30% as
solvent furnished dicentrinone (DF1) (Fig. 1).

Phytochemical analysis

The isolated compound was identified by analysis of their NMR data. NMR
measurements were carried out on a Varian Mercury Plus BB spectrometer operating at
300 MHz for *H and 75.5 for *C, using CDCl; as solvent and tetramethylsilane (TMS) as
internal standard. The structures of dicentrinone were elucidated by comparison of their
NMR data with those reported in the literature (Cava and Venkateswarlu 1971).

Phytochemical screening of the methanolic extract and chloroform fraction by LC-MS

The constituents of extract methanolic and chloroform fraction obtained from D.
furfuracea were analyzed by LC-MS. The sample was analyzed on an analytical LC
(Varian) system with a ternary solvent delivery system equipped with an autosampler, a
photodiode array detector (PDA) and mass spectrometric detector (MS) (Brucker)
(Bremen, Germany). The MS system (Brucker) consisted of quadrupole spectrometer. The
mass spectrometer was run in positive as well as negative ionization mode using
electrospray ionization (ESI) with mass to charge (m/z) ratio in the range of m/z 60-1000.
The LC column was a C-18 (25 cm x 4.6 mm; particle size, 5 um) (Luna, Phenomenex,
Torrance, CA, USA), with a small pre-column (2.5 cm x 3 mm) containing the same
packing, used to protect the analytical column. The flow rate of 1.0 mL/min and injected
volume of 10 pL were used for each analysis. All chromatographic analyses were
performed at 25 °C. Elution was carried out using the following solvent-gradient formic
acid 0.1%: acetonitrile (80:20, v / v) taking 35 minutes to reach 35 % formic acid 0.1%

and 65% acetonitrile, then returning in exactly 5 minutes to the initial conditions (Fig. 2).
Phytochemical analysis
The analysis of chromatogram the lyophilized extracts for LC_MS exhibited the

major peaks at retention times of 20.5 minutes for dicentrinone (1) (m/z 350), 23.4 minutes
for duguetine (2) (m/z 370), and 34.3 minutes for N-methylglaucine (3) (m/z 385) (Fig. 7).
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The analysis the chloroform fraction showed dicentrinone (1). Other works were also
reported the presence of these composts in the extracts from the D. furfuracea (Silva et al.
2007).

The chloroform fraction was purified on CCDP till alkaloid exhaustion and was
monitored by means of the Dragendorff’s reagent test., affording dicentrinone (2) (8.9 mg),
as crystals."HNMR (300 MHz, CDCls): 8.47 (1H, d J= 7,2Hz); 7.55 (1H, d J=7,2Hz); 7.59
(1H, s); 7.58 (1H, s), 6.15 (1H, s); 6.08 (2H, sl); 3.81 (3H, s), 3.84 (3H, s). *CNMR (75
MHz, CDClg): 180.4, 154.2, 152.3, 149.7, 149.4, 143.7, 142.9, 136.1, 128.9, 124.8, 124.3,
122.7,121.5, 109.1, 108.8, 102.5, 102.4, 55.7, 55.6.

Carrageenan-induced paw oedema

Different groups of mice (n: 6) were orally treated (60 minutes before carrageenan
injection) with MEDF (30, 100 and 300 mg/Kg), acetate fraction (4 mg/Kg), hexane
fraction (5 mg/Kg), chloroform fraction (4 mg/Kg), aqueous fraction (87 mg/Kg),
dicentrinone (2.4 mg/Kg) or vehicle. Another groups of mice were treated subcutaneously
with the anti-inflammatory drug dexamethasone (1 mg/Kg, 30 minutes before carrageenan
injection) or by topical administration (10 and 30 pg/paw, 15 minutes before carrageenan
injection) of dicentrinone. After treatments, the animals received a 50 pL s.c. injection into
the right hind paw of carrageenan (300 pg/paw) suspended in sterile 0.9% saline. The
contralateral paw received only saline and was used as control. The thickness of the paw
oedema was measured using plethysmometer (LE 7500, Pamlab, Spain) 1h before any
treatment and at different time points (0.5, 1, 2, 4) after the injection of carrageenan.
Results were expressed in pL and the difference between basal and post-injection values

quantified as oedema (Kassuya et al. 2009).
Determination of myeloperoxidase (MPO) activity

To investigate whether oral treatment with extract, and compounds or vehicle could
affect the cellular migration induced by carrageenan the myeloperoxidase activity was
measured into the mouse paw. Animals from experiments of carrageenan-induced paw
oedema were euthanized 6 h after carrageenan injection, the described before (De Young et

al. 1989). For MPO activity, the tissue was homogenized in 5% (w/v) of 80 mM phosphate
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buffer, pH 5.4, containing 0.5% of hexadecyltrimethylammonium bromide. The
homogenate was centrifuged at 3200 rpm and 4°C for 20 min. Aliquots (30 pL) of each
supernatant were mixed with 100 pL of phosphate buffer 80 mM, 85 pL of phosphate
buffer 0.22 M and 15 pL of 0.017% H,0O, on a 96-well plate. The reaction was triggered
with 20 pL of 3,3,3-tetramethylbenzidine (dissolved in N,N-dimethylformamide). The
plate was kept at 37 °C for 3 min, after which the reaction was stopped by adding 30 pL of
sodium acetate 1.46 M, pH 3.0. The enzymatic activity was determined by measuring the

optical density at 630 nm and it was expressed as mOD per mg of protein.

Air pouch model

Air Pouch model was performed as described by (Garcia-Ramallo et al. 2002;
Piornedo et al. 2011), with some modifications. Swiss mice (n: 6) were briefly anesthetized
with ketamine and xylasine and 4 mL of sterile air was injected s.c in the back of mice, on
day 0. On day 3, a second injection of 2 mL of sterile air was performed into the preformed
pouch. On day 6, animals were treated with vehicle, DEX (1 mg/kg s.c.) as positive control
drug, MEDF (30, 100, 300 mg/kg, p.0), dicentrinone (2.4 mg/kg) and one hour later the
inflammatory response was induced by a injection of a solution of carrageenan 0.1%
directly into the pouch. Four hours after the inflammatory stimulus mice were euthanized
and the pouches were washed with 1 mL of PBS/EDTA 10mM. Exudates were collected
and total cells were counted on Neubauer chamber under light microscopy. Exsudates were
then centrifuged at 1000 g for 2 min at 4 °C and the pellet suspended in 1 ml of 3 %
albumin and added to previously prepared slides. Cells were stained by May-Gruenwald-
Giemsa method and analyzed under light microscopy and 100 cells were counted. The
supernatant obtained after exsudate centrifugation as described above was used to evaluate
protein leakage to the inflammatory site. Protein levels were measured in the supernatants
by Bradford’s reaction (Bradford 1976).

Induction of joint inflammation
Different groups of mice were orally treated with MEDF (100 mg/kg) or vehicle.

Another group of mice were treated subcutaneously with the anti-inflammatory drug

dexamethasone (1 mg/kg). Joint inflammation was induced by intra-articular (i.art.)
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injection of zymosan (500 pg per cavity in 25 pL sterile saline) by inserting a 27.5 G
needle through the suprapatellar ligament into the left knee joint cavity, as previously
described (Penido et al. 2006; Conte et al. 2008). Control animals received an i.art.

injection of an equal volume of sterile saline.

Acute toxicity

The acute toxicity of MEDF was determined by using female Swiss mice (25-35 g)
which were maintained under the standard conditions. The animals (n=5 per group) were
fasted 12 h prior to the experiment. Animals were administered with single dose of MEDF
at a dose of 2000 mg/kg and 5000 mg/Kg observed for their mortality during 2 and 7 days
study period toxicity (OECD 2001; Kumar 2010).

Statistical analysis

All data are presented as mean + S.E.M. Difference between groups was evaluated
by analyses of variance (one-way ANOVA) followed by Student Newman-Keuls test. The
number of animals per group is indicated in the legends. Statistical differences were
considered to be significant at p<0.05.

Results

Effects of oral MEDF on carrageenan-induced paw oedema and increase in MPO activity

The injection of carrageenan in the paw induced an oedema that peaked at 2 h (Fig.
3a). The oral treatment with MEDF (100 and 300 mg/kg) significantly inhibited oedema
formation. The inhibitions were of 58 + 8% and 53 + 8% at doses of 100 and 300 mg/kg,
respectively (Fig. 3a). In addition, the inhibition observed in dexamethasone-treated group
was 55 *+ 8% after 2 h of the injection of carrageenan in the paw (Results not shown).

The injection of carrageenan (300 pg/paw) increased about 20 X the MPO activities
after 6 hours. The oral treatment with MEDF with dose of 30 mg/Kg, but not, 100 and 300
mg/Kg, altered significantly the increasing of MPO activity induced by carrageenan. The
Fig. 3b showed that oral treatment with dose of 30 mg/Kg of MEDF inhibited about 39 +
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7% in the MPO activity. The positive control (dexamethasone) was able to induce
inhibitory activity in MPO analysis when compared to control group with reduction of 79 +
3% (Fig. 3b).

Effects of MEDF on carrageenan-induced leukocytes migration and plasma leakage to air

pouches

In the 6th day, after induction of air pouch in dorsal region of mice, was applied
carrageenan injection (350 pL at 0.1%), which in 4h, promoted a plasma leakage and
leukocyte migration, principally by polymorphonuclear leukocytes (Fig. 4a). The results
were expressed as leukocytes x10” and plasma leakage in mg of proteins/mL. The oral
treatment of all tested doses of MEDF significantly inhibited the leukocyte migration to air
pouches in 60 = 8% (30 mg/kg), 74 £ 5% (100 mg/kg), 62 + 2% (300 mg/kg). In plasma
leakage, only the dose of 300 mg/kg significantly inhibited this process, the percent of
inhibition was 37 + 5% (Fig. 4b). Dexametasone used as positive control, reduced about

78 + 8% the leucocytes migration and plasma leakage.

Effects of fractions of MEDF and dicentrinone on carrageenan-induced paw oedema

The MEDF was fractionated and four fractions were obtained. All fractions were
able to inhibited the carrageenan induced oedema. The observed inhibitions were 78 + 2%
for acetate fraction (4 mg/kg), 88 + 3% for hexane fraction (5 mg/kg), 86 + 5% for
chloroform fraction (4 mg/kg) and 64 + 2% for aqueous fraction (87 mg/kg) (Figure 5a).
The oral administration (2.4 mg/kg) 40 + 2% and topical administration 10 and 30 pg/paw
49 + 9% and 50 * 2% respectively (Figure 5b), of dicentrinone obtained from chloroform

fraction of D. furfuracea was able to inhibited the carrageenan oedema.

Effects of oral dicentrinone isolated from chloroform fraction on carrageenan-induced

leukocytes migration and plasma leakage to air pouches

The alkaloid dicentrinone inhibited both leukocyte migration as well as plasmatic
leakage induced by carrageenan in the pouches, with inhibitions of 69 + 5% and 43 £ 7%,

respectively, when animals were treated with dose of 2.4 mg/kg by oral route (Fig. 6a; 6b).
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Effects of MEDF on zymosan-induced articular inflammatory response

According to previous results (Conte et al. 2008) zymosan injection induced a
significant articular inflammatory response that was characterized by marked articular
oedema formation with six time increase in knee diameter of control group in relation to
naive group (Fig. 6) (Penido et al. 2006). The results showed that pretreatment with MEDF
failed to reduce zymosan induced oedema formation while subcutaneous treatment with

dexamethasone group inhibited the oedema formation in 59 + 7% (Fig. 7).

Acute toxicity studies

The animals treated with high doses of D. furfuracea extract no presented the
signals of toxicity analysed. Mortality, macroscopic tissue injury, weight loss and also

changes in behavior were not observed in animals.

Discussion

The results of the present study did show that the extract, chloroform fraction
obtained from D. furfuracea (Annonaceae), a plant popularly used against rheumatisms in
Brazil and others inflammatory disease, were able to reduce the parameters of
inflammation, after oral administration. Dicentrinone was isolated and identified from the
active chloroform fraction D. furfuracea and when dicentrinone was assayed showed
efficacy against inflammatory parameters such as oedema, leukocyte migration, plasmatic
extravazation. Furthermore, the anti-inflammatory effect of the crude extract and
chloroform fraction is associated with levels of the alkaloid dicentrinone, a alkaloid
previously identified in subterranean stem bark (Silva et al. 2009) in D. furfuracea, and
also found in other plants, such as Dasymaschalon blumei (Chanakul et al. 2011), Talauma
arcabucoana (Barinas and Suarez 2011), Stephania dinklagei (Camacho et al. 2000),
Mitrephora maingayi (Yu et al. 2005), among others species.

Carrageenan models of inflammation were used for the discovery of new anti-
inflammatory drugs or to validate the anti-inflammatory action of medicinal plants. To
analise indirect migration of neutrophils we can measure myeloperoxidase activity (De

Young et al., 1989). As D. furfuracea extract reduced significantly, in dose dependent
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manner, the oedema formation, as well as myeloperoxidase, it could be suggest that this
extract exhibit anti-oedematogenic and anti-inflammatory activity. These properties could
contribute, at least in part, to validate, anti-rheumatisms use of this plant in the popular
medicine.

Once MEDF anti-inflammatory properties is observed, the extract was fractionated
in four fraction. Acetate, hexane, chloroform, and hydromethanolic fractions inhibited the
oedema formation induced by carrageenan which suggests that fractions possess
compounds that potentially should be studied as anti-inflammatory. The chloroform
fraction also had inhibitory effect on oedema formation, and it was decided to focus our
phytochemical studies, initially, in this fraction. Phytochemical studies showed that D.
furfuracea presents as major components such as the aporphine alkaloids, flavonoids and
sesquiterpenos (Santos and Salatino 2000; Silva et al. 2009). In the present study, the
analysis of chromatogram the lyophilized extracts for LC_MS revealed the presence of the
alkaloid dicentrinone and the purification and identification (Silva et al. 2007) was
performed in the present study.

It has been described that several alkaloids and alkaloids-rich fractions present
beneficial effects against inflammatory and pain diseases, nevertheless, the anti-
inflammatory effects of dicentrinone have never been described. Thus, this is the first
study showing that oral administration of dicentrinone reduces the inflammatory
parameters of mice, suggesting that this alkaloid is the main responsible for the anti-
inflammatory effects of MEAG and chloroform fraction obtained from D. furfuracea.

Another important model of experimental inflammation is air pouch model. The
carrageenan air pouch model is characterized by cellular influx and protein extravasation,
and has been used to examine the effects of anti-inflammatory compounds. MEDF
inhibited leukocyte migration and, in dose dependent manner, theprotein extravasation.
When dicentrinone was assayed both experimental inflammatory parameters were
inhibited in low dose oral tested. These results showed that dicentrinone and MEAG are
effective against cellular influx and protein extravasation.

The popular uses of D. furfuracea against rheumatisms (Rodrigues and Carvalho
2001) could involve the treatment of rheumatic diseases. For example, many treatments are
used to treat inflammation associated with rheumatoid arthritis. Nonsteroidal anti-
inflammatory drugs (NSAIDs) and traditional anti-rheumatic induce adverse effects when

used for a long time and maybe are not effective in some patients. In acute arthritis induced
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by zymosan in the mice knee some aspects such as oedema formation, migration of
inflammatory cells into the joint cavity, and the release of proinflammatory mediators
could be evaluated. Zymosan is obtained from fungi Saccharomyces cerevisiae, and the
oedema formation was not inhibited by MEDF.

Preparations obtained from D. furfuracea are continuously self-administered as a
phytomedicine in the population of Mato Grosso do Sul. Although neither D. furfuracea
nor dicentrinone have been chronically administered in our experiments. Our study is a
pioneering study showing that in toxicological studies no evidence of toxicological signs
was verified in dose of 2000 mg/Kg of crude extract of D. furfuracea indicated a very low
toxicity of extract and this alkaloid.

This research supports and extends the ethnomedicinal use of plant as anti-
inflammatory. Dicentrinone was isolated and identified from the active fraction of D.
furfuracea. Then the activity of D. furfuracea seems to be associated to the presence of the

dicentrinone.
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Legends to figures

Fig. 1 — Chemical structure of dicentrinone (DF-1).

Fig. 2 - LC-MS chromatogram of the methanolic extract of D. furfuracea leaves (a); LMS

chromatogram of the chloroform fraction of D. furfuracea (b).

Fig. 3 — Effect of oral administration of MEDF on carrageenan-induced paw oedema in
mice. Animal received MEDF (30, 100 or 300 mg/kg, p.o.), dexamethasone (DEX — 1
mg/kg, s.c) or vehicle and after 1 h, an intraplantar injection of carrageenan (300 ug/paw)
was performed. In (a), the dose response inhibition induced by 30,100 and 300 mg/kg
MEDF and DEX is shown in oedema. In (b), the dose response inhibition induced by
30,100 and 300 mg/kg MEDF and DEX is shown in increasing of myeloperoxidase (MPQO)
activity induced by local injection of carrageenan. The bars express the mean + SEM of 6-
7 animals, compared with vehicle (V) vs treated group. **P<0.01, ***P<0.001, one-way
ANOVA followed by Student-Newman-Keuls.

Fig. 4 — Effect of MEDF on carrageenan-induced leukocyte migration and plasma leakage
into the air pouch. Mice were pretreated one hour before with MEDF (30, 100 and 300
mg/kg p.o.), dexamethasone (1 mg/kg, s.c. in sterile saline) or filtered water (vehicle).
Pouches were washed with PBS/EDTA 10mM. Cells were counted and plasma leakage
was analyzed. In A, number of cells that migrates to the pouches 4 hours after carrageenan.
Results are expressed as cell 10%/cavity. In B, plasma leakage was measured by Bradford’s
reaction, results are expressed as protein/mg-1 of protein compared with vehicle (V) vs
treated group. The bars express the mean = SEM of 6 animals, compared with vehicle (V)
vs treated group. *P<0.05, **P<0.01, one-way ANOVA followed by Student-Newman-

Keuls. +, denote statistical difference (P<0.05) between naive (N) and vehicle group.

Fig. 5 — Effect of oral administration of acetate fraction, hexane fraction, chloroform
fraction, aqueous fraction (A) and oral and topical administration dicentrinone (B) obtained
from MEDF on carrageenan-induced paw oedema in mice. Animal received acetate
fraction (4 mg/kg), hexane fraction (5 mg/kg), chloroform fraction (4 mg/kg), aqueous

fraction (87 mg/kg), dexamethasone (DEX — 1 mg/kg, s.c), dicentrinone or vehicle and
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after, an intraplantar injection of carrageenan (300 ug/paw) was performed. The bars
express the mean + SEM of 6-7 animals, compared with vehicle (V) vs treated group.
*P<0.05, one-way ANOVA followed by Student-Newman-Keuls.

Fig. 6 - Effect of dicentrinone on carrageenan-induced leukocyte migration and plasma
leakage into the air pouch. Mice were pretreated one hour before with alkaloid
dicentrinone (2.4 mg/kg p.o.), dexamethasone (1 mg/kg, s.c. in sterile saline) or filtered
water (vehicle). Pouches were washed with PBS/EDTA 10mM. Cells were counted and
plasma leakage was analyzed. In A, number of cells that migrates to the pouches 4 hours
after carrageenan. Results are expressed as cell 10’/cavity. In B, plasma leakage was
measured by Bradford’s reaction, results are expressed as protein/mg-1 of protein
compared with vehicle (V) vs treated group. The bars express the mean + SEM of 6
animals, compared with vehicle (V) vs treated group. *P<0.05, **P<0.01, one-way
ANOVA followed by Student-Newman-Keuls. +, denote statistical difference (P<0.05)

between naive (N) and vehicle group.

Fig. 7 - Effect of MEDF on zymosan —induced knee edema formation. Zymosan injection
induced a significant articular inflammatory response that was characterized by marked
articular oedema formation with six time increase in knee diameter of control group in
relation to naive group. Different groups of mice were orally treated with MEDF (100
mg/kg) or vehicle. Another group of mice were treated subcutaneously with the anti-
inflammatory drug dexamethasone (1 mg/kg). Joint inflammation was induced by intra-
articular (i.art.) injection of zymosan (500 pg per cavity in 25 pL sterile saline) by
inserting a 27.5 G needle through the suprapatellar ligament into the left knee joint cavity,
as previously described (Penido et al., 2006; Conte et al., 2008). Control animals received
an i.art. injection of an equal volume of sterile saline. The bars express the mean £ SEM of
6-7 animals, compared with vehicle (V) vs treated group. **P<0.01, ***P<0.05, one-way
ANOVA followed by Student-Newman-Keuls.
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6 ANEXOS

Anexo 1 — Metodologia

Edema de pata induzido por carragenina

Diferentes grupos de camundongos foram tratados por via oral com medf (30, 100 e
300 mg / kg), a fracdo acetato de (4 mg / kg), fracdo hexano (5 mg / kg), fracdo
cloroférmio (4 mg / kg) e a fracdo aquosa (87 mg / kg) ou veiculo, outro grupo de animais
foram tratados por via subcutanea com a dexametasona (1 mg / kg). Apos 1 h, os animais
receberam 50 uL de uma s.c. injec¢do na pata traseira direita de carragenina (300 ng /
pata), suspensa em solucdo salina estéril a 0,9%. A pata contralateral recebeu apenas a
solucdo salina, e foi usada como controle. A espessura do edema da pata foi medida
utilizando pletismémetro (LE 7500, Pamlab, Espanha) e em pontos de tempo diferentes
(0,5, 1, 2, 4) apo6s a injecdo de carragenina foi efetuada a medigdo. Os resultados foram
expressos em mL e que a diferenca entre os valores basais e apds a injecdo, quantificada

como edema (Kassuya et al. 2009).

Atividade da mieloperoxidase

As amostras para a medida da atividade da MPO foram preparadas como descrito
por De Young et. al. (1989), o tecido foi padronizado e homogeneizado em 5% (w / v) de
tampao de fosfato 80 mM, pH 5,4, contendo 0,5% de brometo de hexadeciltrimetilaménio.
O homogenato foi centrifugado a 3200 rpm e 4 ° C durante 20 min. Aliquotas (30 ul) de
cada sobrenadante foram misturados com 100 ul de fosfato mM de tampé&o 80, 85 uL de
tampdo fosfato 0,22 M e 15 mL de 0,017% de H202 em uma placa de 96 pogos. A reac¢do
foi provocada com 20 mL de 3,3,3-tetrametilbenzidina (dissolvido em N, N-
dimetilformamida). A placa foi mantida a 37 ° C durante 3 min, ap0s o0 que a reacéo foi
parada pela adicdo de 30 ul de acetato de sodio 1,46 M, pH 3,0. A actividade enzimética
foi determinada através da medigdo da densidade Optica a 630 nm, e foi expressa como

mOD por mg de proteina.

Modelo de bolsa de ar
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O modelo de bolsa de ar é induzido por injecdes repetidas de ar estéril no dorso do
animal ao longo de 7 dias e estudos mostram que esse procedimento leva a formagéo de
uma cavidade com constituicdo celular semelhante a membrana sinovial (Edwards et al.
1981; Kowanko et al. 1986).

No experimento foram utilizados camundongos machos da linhagem Swis (18-229)
inicialmente os animais foram randomizados de forma aleatoria e divididos em grupos:
controle, controle positivo (dexametasona s.c 1 mg/Kg), grupo EMDF (30 mg/Kg v.0),
grupo EMDF (100 mg/Kg v.0), grupo EMDF (300 mg/Kg), grupo dicentrinona (2,4 mg/Kg
v.0). Inicialmente os animais foram anestesiados com a mistura de cetamina e Xxilazina
(3:1), no dia O foi efetuada a injecao subcutanea na regido dorsal do corpo do animal de ar
de 4 mL de ar estéril, no dia 3 na bolsa pré formada foi injetado mais 2 mL de ar estéril e
no dia 6, os animais foram tratados e ap6s 1 hora foi efetuada a inje¢do de 350 pL de uma
solucdo de carragenina a 0,1% ap6s 4 horas os animais foram eutanasiados por
deslocamento cervical, e a bolsa de ar foi lavada com 1 mL de PBS EDTA a 10 mM foi
efetuado o recolhimento do exsudato formado em seguida foi feita a contagem de
leucdcitos totais e posteriormente a centrifugacdo do material por 2 minutos a 4°C cujo
sobrenadante formado foi utilizado para dosagem dos niveis de proteinas pelo método de
Bradford ( Bradford 1976; Garcia-Ramallo et al. 2002; Piornedo Rdos et al. 2011)

Inducéo da inflamacéo articular

Diferentes grupos de camundongos foram tratados por via oral com EMDF (100 mg
/ kg), veiculo. Outro grupo foi tratado por via subcutanea com a dexametasona (1 mg / kg).
A inflamacdo das articulacBes foi induzida por injecdo intra-articular (i.art.) de zymosan
(500 ng por cavidade em 250 upL de solucdo salina estéril) através da insercdo de uma
agulha de 27,5 G através do ligamento suprapatelar para dentro da cavidade do joelho
esquerdo no joelho contralateral foi injetada apenas solucdo de salina a 0,9% e utilizado
como controle, no tempo de 6 horas os joelhos foram medidos com auxilio de um
micrometro digital (Digimess) (Penido et al. 2006; Conte et al. 2008). Os animais controle

receberam uma i.art. a injec¢do de um volume igual de solucéo salina estéril.

Toxicidade aguda
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A toxicidade aguda do EMDF foi determinada utilizando camundongos fémea
Swiss (25-35 g), que foram mantidas sob condigdes padrdo. Os animais (n = 5 por grupo)
foram mantidos em jejum 12 horas antes da experiéncia. Os animais foram administrados
com uma dose Unica de EMDF a uma dose de 2000 mg / kg e 5000 mg / kg pardmetros
como: mortalidade, peso corporal, consumo de agua e racdo e comportamento foram
observados por 7 dias (OECD 2001; Kumar 2010).
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Anexo 2 — Carta de aprovagdo do CEP/UNIGRAN

f\ _ COMITE DE ETICA EM PESQUISA

COM SERES HUMANOS UNIGRAN

Dourados, 09de Julho de 2010.

Prezados Pesquisadores:
Cindida Aparecida Leite Kassuya
Magaiver Andrade Silva

O Projeto de vossa autoria 109/10, intitulado: “AVALIACAO ANTIFLAMATORIA
E ESTUDO DO MECANISMO DE ACAO DE EXTRATOS E COMPOSTOS
ISOLADOS DE Duguetia furfureceae (ANNONACEAE)”foi integralmente APROVADO
pelo CEP-UNIGRAN e podera ser conduzido. Os pesquisadores atenderam as
recomendacdes dos relatores.
Ressalto que os relatérios semestrais devem ser apresentados ao Comité para
acompanhamento e que alteragdes em seu projeto devem ser avisadas previamente a
coordenacio.

Respeitosamente,

S ;

%LM CW%@WV
eorgia Cristian Borges

Coordenadora do CEP-UNIGRAN

Ana Amalia Gomes
SeUrRiANg Exaculiva QEP-LINIGRAN

Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos
Centro Universitario da Grande Dourados
R: Balbina de Matos, 2121 — Fone: (67) 3411-4207 / Fax: 3411-4167 — CEP: 79824-900 — Dourados — MS

E-mail: comitedeetica@unigran.br



