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Resumo

Introducéo: A inflamacdo € uma resposta organica a padrdes de antigeno ou
dano celular que leva a uma intensa migracéo celular que busca resolucéo do
problema e reparo tecidual. Esta resposta pode se iniciar através de estimulos
proprios como a hemina, levando a um tipo de inflama¢éo denominada estéril.
Para o combate deste processo € comum a utilizacdo anti-inflamatorios nao
esteroidais, mas com alguns efeitos indesejados. Objetivo: O estudo busca
avaliar a atividade anti-inflamatoria do extrato etandlico de uma espécie da
familia Malvaceae. Metodologia: A inducdo da pleurisia foi realizada em
camundongos suicos (n=6-8) com a hemina na concentracdo de 100nM. Os
animais foram pré-tratados oralmente com extrato etandlico nas concentragdes
de 2,5mg/kg, 25mg/kg e 250mg/kg e farmacos controles 1h antes da inducéao.
Decorrida 6 horas, foi realizada a coleta do lavado pleural para realizacao de
contagens de leucdcitos totais e diferenciais. Resultados: A dose de 250mg/kg
foi a Unica eficaz na reducdo dos leucdcitos totais, enquanto todas as doses
foram eficazes na reducdo de leucdcitos polimorfonucleares. Conclusédo: Os
resultados descritos no estudo evidenciam uma possivel atividade anti-
inflamatoria do estrato, que ainda sera analisado a fim de compreender seu
mecanismo de acao.

Palavras-chave: Inflamacao. Malvaceae. Pleurisia. Heme.

1. Introducéo

A inflamacéo trata-se de uma resposta protetora destinada a eliminar a
causa inicial de uma leséo celular, bem como as células e tecidos necroticos, e
reparar o dano (KUMAR et al., 2013, p.29). Esta resposta tem como disparadores
a identificacdo de padrdes moleculares, que podem ser moléculas de antigenos
ou de células proprias danificadas, sendo eles respectivamente os Padrdes
Moleculares associados ao Patégeno (PAMPS) e os associados ao Dano
(DAMPs). O sistema imune inato reconhece os PAMPs e DAMPs e ativa diversas
vias de sinalizacao e fatores de transcricdo que induzem a expressao génica de
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produtos importantes para a resposta inflamatéria, como as citocinas e
guimiocinas (ABBAS et al., 2019).

Quando a inflamacéo € iniciada por um DAMP, o processo € classificado
como inflamacdo estéril, pois ndo ha um microrganismo ou parte dele
desencadeando a inflamagéo. Um exemplo de DAMP que pode gerar uma
inflamacéo estéril € o heme, considerado um mediador importante de lesGes
vasculares, ou sua forma oxidada hemina, que s&o capazes de ativar TRL4,
levando a uma resposta local com ativacao leucocitaria, tempestade de citocinas
e gerar estresse oxidativo (KATO; STEINBERG; GLADWIN, 2017).

Atualmente, os Anti-Inflamatoérios ndo esteroidais (AINES) sdo os mais
comumente utilizados para reduzir a resposta inflamatdria e seus sintomas.
Porém, a utilizacdo prolongada destes levam a uma gama de efeitos adversos
gque acometem o sistema gastrointestinal e cardiovascular, podendo ainda
causar dano hepatico, tornando importante o estudo de novas alternativas como
0 uso de plantas medicinais e seus derivados (ONG et al. 2007).

Plantas medicinais vém sendo utilizadas ha milhares de anos.
Historicamente, diversas espécies foram utilizadas no tratamento de iniUmeras
desordens de saude e no controle microbiano e antifingico (DONADEL et al.,
2022). Apesar de sua importante fungdo na medicina popular e de fornecer
poderosos efeitos terapéuticos, o risco de intoxicacdo causada pelo uso indevido
deve ser sempre levado em consideracdo (GONCALVES et al., 2022), o que
justifica as pesquisas em relacao a atividade destas plantas no corpo humano.

Diversas espécies da familia Malvaceae vém sendo usadas, entre elas a
Luehea divaricata muito utilizada no Brasil e descrita empiricamente como tendo
propriedades anti-inflamatorias e antimicrobianas (ROSA et al., 2014). Existem
ainda diversos estudos que demonstram eficacia de outras espécies desta
familia no combate do processo inflamatorio, como o extrato etandélico do célice
da Hibiscus sabdariffas L. (ALl et al., 2011), as folhas da Brachychiton rupestris
e da Brachychiton discolor (THABET et al., 2018). Tendo isto em vista, torna-se
promissor o0 estudo da atividade anti-inflamatéria das plantas da familia
Malvaceae.

2. Objetivo

Avaliar das propriedades anti-inflamatérias do extrato etandlico de uma
espécie da familia Malvaceae em modelo murino de inflamacgé&o estéril induzido
por heme

3. Metodologia

Os procedimentos adotados neste estudo foram submetidos a Comisséo
de Experimentagcdo e Uso de Animais da Universidade Regional do Cariri, e
aprovados sob o protocolo 00241/2022.2 O extrato foi cedido pela pesquisadora
Dra. Yanna Teles da Universidade Federal da Paraiba (UFPB), e por sua
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solicitagdo, a espécie ndo sera identificada devido ao sigilo por questdo de
patente.

Foram utilizados camundongos Swiss pesando entre 25 e 30g,
provenientes do biotério da Universidade regional do Cariri (n=6-8). Antes do
tratamento com o extrato, uma série de experimentos foram realizados para
escolha da melhor concentracdo de hemina para inducdo do processo
inflamatorio (pleurisia). Os animais foram anestesiados e desafiados através de
uma administracdo de Hemina (Sigma) nas concentracdes de 50nM, 100 nM e
200nM na cavidade pleural (intratoracica). Apds 6h, os camundongos foram
anestesiados, eutanasiados e tiveram o torax foi aberto dando acesso ao interior
da cavidade pleural, possibilitando a consequente obtencéo do lavado pleural,
para isso foi utilizada uma solucao de PBS heparinizado 0,1%, lavando o interior
da pleural. Com auxilio de uma pipeta Pasteur o material foi coletado e
conservado em microtubos (2mL) para posteriores analises.

O lavado foi entdo centrifugado, o sobrenadante congelado para
posteriores analises, e as células totais foram contadas em camara de Neubaer
por microscopia Gtica para avaliar a migracao leucocitaria. Ainda, laminas foram
confeccionadas utilizando cytospin e foram coradas para a contagem diferencial
dos leucacitos.

Definida a melhor concentracdo de hemina, outra série de experimentos
foram realizados para avaliar o efeito do tratamento com o extrato. Inicialmente,
os animais foram pré-tratados oralmente com o extrato nas concentracées de
2,5mg/Kg, 25mg/kg e 250mg/kg. Dexametasona (2mg/kg) e indometacina
(10mg/kg) foram utilizados como controle positivo, e solu¢do salina como
controle negativo. Decorrida 1h dos tratamentos, a pleurisia foi induzida com
hemina na concentracdo de 100nM. Apdés 6h, o lavado foi coletado para realizar
as andlises descritas anteriormente.

Ainda, outras analises serdo realizadas. O sobrenadante sera utilizado
para dosagem de proteinas totais e mediadores inflamatérios como citocinas e
eicosanoides. J4 as células terdo seu RNA extraido para avaliacao da expresséo
génica de genes relacionados com o processo inflamatério. Analises de perfil e
composicdo quimica do extrato estdo sendo realizadas pela equipe da Dra.
Yanna Teles, e serdo utilizadas posteriormente para melhor entendimento dos
mecanismos de a¢ao do extrato.

As analises estatisticas foram realizadas utilizando o teste One-way
ANOVA no software Graphpad Prism 8.0.2. As diferencas entre os valores serao
consideradas estatisticamente significativas quando p < 0,05.

4. Resultados

A fim de avaliar a melhor concentracdo de Hemina a ser utilizada como
indutor da inflamacéao, foi realizada a contagem total e diferencial de leucdcitos
do lavado, mostrados na figura 1. A figura 1A e 1B mostram que a concentragéo
de 100nM de hemina séo capazes de estimular a quimiotaxia leucocitaria,
principalmente de polimorfonucleares, indicando um processo inflamatorio local.
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Devido a isto, a concentracédo de 100nM de Hemina foi escolhida para as

analises.
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Figura 1. Contagem total e diferencial de leucocitos no lavado pleural de camundongos
desafiados com heme. Valores absolutos de Leucdcitos totais (A), Polimorfonucleares (B) e
Mononucleares (C). Em cinza, animais estimulados com salina; em verde, azul e rosa, animais
estimulados com hemina nas concentra¢des de 50nM, 100nM e 200nM, respectivamente. n=6-

8. Os dados apresentados foram apresentados em média e erro padrdo da média usando o teste
One-way ANOVA (*p<0,05).

Com intuito de verificar a interferéncia dos extratos na migracao

leucocitaria, foi realizada a contagem total e diferencial de leucocitos do lavado
apos os tratamentos, mostrados na figura 2.

A figura 2A mostra que apenas a concentracado de 250mg/kg do extrato
foi capaz de diminuir a migracao leucocitaria, se assemelhando a dexametasona,
quando comparados aos animais ndo tratados. Ja na contagem de
polimorfonucleares (figura 2B), todas as concentracfes do extrato reduziram a

migracao dessas células para o lavado, indicando uma diminuicdo na migracdo
leucocitaria caracteristica da inflamacao.
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Figura 2: Contagem total e diferencial de leucocitos no lavado pleural de camundongos
desafiados com heme e tratados. Valores absolutos de Leucécitos totais (A),
Polimorfonucleares (B) e Mononucleares (C). Em cinza, animais estimulados com hemina e
tratados com salina; em verde claro e escuro, animais tratados e com indometacina e
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dexametasona, respectivamente. Em azul ciano, azul claro e azul escuro, animais tratados com
extrato na concentragdo de 2,5mg/Kg, 25mg/kg e 250mg/kg, respectivamente. n=6-8. Os dados
apresentados foram apresentados em média e erro padrao da média usando o teste One-way
ANOVA (*p<0,05).

5. Conclusao

Os resultados do presente estudo demonstram que a espécie utilizada
apresenta uma possivel atividade anti-inflamatoria, uma vez que foi capaz de
reduzir a migracdo de leucocitos para o local da inflamacgéo, principalmente
polimorfonucleares, células principais da inflamag¢éo aguda. Analises futuras
serdo realizadas para desvendar os mecanismos moleculares relacionados com
a atividade anti-inflamatoria.
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