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RESUMO

Os fluidos laticiferos tém sido explorados devido ao seu vasto potencial
farmacoldgico, incluindo, atividade anti-inflamatoria, antimicrobiana e antitumoral.
Entretanto, sdo também descritos como detentores de moléculas pré-inflamatérias e
com propriedades téxicas. Plumeria pudica Jacq. € uma planta ornamental
caracterizada pela intensa producao de latex. Estudos realizados com seu latex tém
demostrado que sua fracdo proteica (PLPp) apresenta acdo anti-inflamatéria em
diferentes modelos animais. Por outro lado, o latex desta planta ndo foi investigado
quanto a presenca de moléculas com acao pro-inflamatoria. Diante dos relatos de
que as atividades anti- e pro-inflamatdria podem coexistir em fluidos laticiferos, o
objetivo desse estudo foi de investigar a presenca destas atividades nas fracdes
obtidas do latex de P. pudica. O latex foi coletado em agua destilada (1:1; v/v) e
submetido a fracionamento por meio de centrifugacéo e dialise contra dgua destilada
utiizando membranas com porosidade de 8 kDa. Foram obtidas duas fracbes
distintas, a fracdo Proteinas do Latex (PLPp), caracterizada pela presenca de
moléculas com massa molecular superior a 8 kDa e a fracdo Dialisado do Léatex
(DLPp), compreendendo moléculas com massa molecular inferior a 8 kDa. Para
verificar a presenca de atividade pro-inflamatoria, diferentes concentracdes das
fracbes PLPp e DLPp (100, 300 e 500ug) solubilizadas em salina estéril (0,9%)
foram administradas por via intraplantar em camundongos. A atividade anti-
inflamatoria de DLPp (10, 20 e 30 mg/kg) foi investigada no modelo de edema de
pata induzido por carragenina. Para avancar no estudo do mecanismo de acao pro-
inflamatéria de DLPp, animais foram pré-tratados com Cloridrato de Prometazina
(PROM), um farmaco anti-histaminico, antes de receberem DLPp. Em paralelo, foi
investigado se PLPp, detentora de atividade anti-inflamatoria, poderia inibir a acéo
pro-inflamatéria promovida por DLPp. Para complementar, as atividades das
enzimas mieloperoxidase (MPO) e superoxido dismutase (SOD) foram
determinadas. O teor de proteinas soltveis em DLPp foi avaliado bem como o perfil
proteico por eletroforese em gel de poliacrilamida (17,5%). Além disso, a presenca
de histamina em DLPp foi investigada por espectrofotometria. Como resultados
observamos que somente a fracdo DLPp (300 pg/pata) induziu a formacdo do
processo inflamatorio, com pico ocorrendo nos primeiros 30 minutos. A inflamacao
induzida por DLPp foi inibida pelo anti-histaminico PROM e PLPp. Nao houve
alteracdo nas atividades de MPO e SOD, sugerindo o ndo envolvimento de células
de defesa na indugéo da inflamacédo. Em relacdo a atividade anti-inflamatéria, DLPp
nao inibiu significativamente a inflamacdo nas concentracbes testadas. A
composicdo de DLPp releva uma baixa concentracdo de proteinas sollveis com a
presenca de peptideos e de histamina. Portanto, é possivel concluir que o latex de
P. pudica induz inflamacdo aguda e que as propriedades pré- e anti-inflamatoria
coexistem no latex da planta, podendo ser separadas por meio de etapas de
centrifugacéo e dialise.
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ABSTRACT

Lactiferous fluids have been exploited due to its very large pharmacological potential,
including, anti-inflammatory, antimicrobial and antitumor activity. However, they are
also described to have proinflammatory and toxic molecules. Plumeria pudica Jacq.
is an ornamental plant characterized by intense latex production. Studies with its
latex have shown that its protein fraction (PLPp) has anti-inflammatory action in
different animal models. On the other hand, the latex of this plant has not been
investigated for the presence of molecules with proinflammatory action. Considering
that anti-inflammatory and proinflammatory activities can coexist in laticiferous fluids,
the objective of this study was to investigate the presence of these activities in the
fractions obtained from P. pudica latex. The latex was collected in distilled water (1:1;
v/v) and fractioned by centrifugation and dialysis against distilled water using
membranes with 8 kDa porosity. Two distinct fractions were obtained, the Latex
Proteins fraction (PLPp), characterized by the presence of molecules with molecular
weight higher than 8 kDa and the Dialyzed Latex fraction (DLPp), comprising
molecules with a molecular weight less than 8 kDa. In order to verify the presence of
proinflammatory activity, different concentrations of PLPp and DLPp (100, 300 and
500ug) solubilized in sterile saline (0.9%) were administered intraplantarly in mice.
The anti-inflammatory activity of DLPp (10, 20 and 30 mg/kg) was investigated in the
carrageenan-induced paw edema model. Advancing the study of the proinflammatory
action mechanism of DLPp, animals were pretreated with Promethazine
Hydrochloride (PROM), an antihistamine drug, before receiving DLPp.
Simultaneously, inhibition of DLPp-induced paw edema by PLPp, which possesses
anti-inflammatory activity, was investigated. In addition, the activities of the
myeloperoxidase (MPO) and superoxide dismutase (SOD) enzymes were
determined. The content of soluble proteins in DLPp was evaluated as well as the
protein profile by electrophoresis in polyacrylamide gel (17.5%). In addition, the
presence of histamine in DLPp was investigated by spectrophotometry. As a result,
we observed only the DLPp fraction (300 pg/pata) induced the formation of the
inflammatory process, occurring the peak within the first 30 minutes. The DLPp-
induced inflammation was inhibited by the antihistamine PROM and PLPp. There
was no change in MPO and SOD activities, suggesting the non-involvement of
defense cells in the induction of inflammation. Regarding anti-inflammatory activity,
DLPp did not significantly inhibit inflammation at the concentrations tested. The
composition of DLPp shows a low concentration of soluble proteins with the presence
of peptides and histamine. In summary, P. pudica latex induces acute inflammation
and the proinflammatory and anti-inflammatory properties coexist in the latex of this
plant and they can be separated by centrifugation and dialysis steps.

Keywords: Apocynaceae, Lactiferous Fluids, Inflammation, Histamine
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1 INTRODUCAO

O latex é um fluido, geralmente de aspecto leitoso, produzido por algumas
espécies de plantas cuja fungdo ainda ndo esta totalmente esclarecida, mas tem
sido relacionado as funcdes de excrecdo, secrecdo, defesa mecéanica e bioquimica
das plantas contra herbivoros e insetos (BAUER, 2013).

As moléculas encontradas em latex de plantas sdo muitas. Estes sao
constituidos de proteinas enzimaticas e ndo enzimaticas, terpenos, carbonatos,
alcaloides, vitaminas, carboidratos, lipidios e aminoacidos (MAZOIR et al., 2008).
Vérias proteinas ja foram identificadas em fluidos laticiferos, como quitinases (VIANA
et al.,, 2017), beta-1,3-glucanases (CHEYE; CHEUNG, 1995), lisozimas, Proteinas
Inativadoras de Ribossomos (RIPs), glicosidases (GIORDANI; LAFON, 1993),
amilases (LYNN; CLEVETTE-RADFORD, 1987) e inibidores de proteinases
(SRITANYARAT et al.,, 2006). Porém, as mais conhecidas e estudadas sdo as
proteinases (LEMOS et al., 2018).

Muitas propriedades farmacoldgicas de plantas produtoras de latex tém sido
relatadas tanto por parte da populacdo como pela comunidade cientifica. Dentre elas
destacam-se atividades antidiarreica, anti-inflamatdria, antinociceptiva e antitumoral
(SOARES et al., 2005; HERNANDEZ-HERNANDEZ et al., 2017; GEBREMESKEL et
al., 2018; GHANDEHARI et al., 2018).

O latex da planta Plumeria pudica Jacqg. (Apocynaceae) tem sido estudado e
relevantes propriedades farmacolégicas tém sido descritas. O latex desta planta tem
sido submetido a fracionamento através de etapas de centrifugacao e dialise contra
adgua destilada levando a obtencdo de uma fracdo, ausente de borracha, e com
moléculas com massa molecular superior a 8 kDa. Esta fracdo, caracterizada por ser
rica em proteinas, foi denominada Proteinas do Latex de P. pudica (PLPp) e nesta
foi observada a presenca de propriedades anti-inflamatodrias em diferentes modelos
experimentais (FERNANDES et al., 2015, SANTANA et al., 2018, OLIVEIRA et al.,
2019).

Apesar da fracdo PLPp ndo ter apresentado toxicidade crbnica e subcrénica
para camundongos (SOUZA, 2018), existem relatos que mostram a indugcdo de
resposta pro-inflamatéria associada ao latex de plantas. Alencar e colaboradores
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(2006), por exemplo, demonstraram a coexisténcia dos efeitos anti- e proé-
inflamatorio em fracdes distintas do latex de Calotropis procera, evidenciando a
possibilidade de separacdo entre seu efeito toxico e outro benéfico. Em 2018, Brito
(2018) iniciou um estudo de caracterizacdo de uma segunda fracdo do latex de P.
pudica, aquela nao retida no interior da membrana de didlise, e caracterizada por
conter moléculas de massa molecular inferior a 8 kDa. A fracdo denominada
Dialisado do Latex de P. pudica (DLPp) ainda nédo foi alvo de investigacdo quanto a
presenca de moléculas com acéo farmacoldgica ou toxica.

Nesse contexto, estudar os efeitos de diferentes fracbes obtidas de latex
plantas no processo inflamatério pode contribuir de forma significativa para o
entendimento das reacdes que podem ser causadas por tais no que se refere tanto a
inibicdo quanto a inducdo de respostas inflamatorias. Assim, o presente estudo
objetivou caracterizar fracdes distintas do latex de Plumeria pudica quanto a suas
propriedades anti- e pro-inflamatoéria visando explorar ferramentas farmacolégicas
Uteis para a investigacdo de respostas inflamatorias, assim como, desenvolvimento

de futuro de farmacos com efeito anti-inflamatério ou imunoestimulador.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Latex

As plantas que produzem latex sdo conhecidas como plantas laticiferas, cuja
identificacdo segue em torno de mais de 20.000 plantas (LEWINSOHN, 1991). O
latex é caracterizado como um fluido vegetal de aspecto, geralmente leitoso, que flui
de dentro de estruturas celulares especializadas chamadas de laticiferos (HAGEL,;
YEUNG; FACCHINI, 2008) cuja funcdo tem sido relacionada a producdo de
substancias que auxiliam a planta na defesa contra herbivoros e microorganismos
(RAMOS et al., 2019).

A coloragdo (branco, amarelo, vermelho ou incolor) e viscosidade do latex
podem variar dependendo da espécie (KONNO, 2011). Alguns deles sdo toxicos e
corrosivos, como por exemplo, o latex da planta Euphorbia tirucalli, conhecida
popularmente como aveloz, cuja composi¢cdo € rica em diterpenos, podendo causar
coceira, lesdes e edema (COSTA, 2011; TOFANELLI; SILVA, 2011).

Em relacdo a composicdo quimica, a maior parte dos seus constituintes €
aproximadamente 55,5% de agua, 38% de material sdélido (cis-1,4-poliisopreno), 1 —
2% de proteinas e fosfoproteinas, 2% resinas, 1% acidos graxos, 1% carboidratos, e
0,5% de sais inorganicos (GREVE, 2012). Observa-se que a composicdo quimica do
latex ndo € semelhante para todas as plantas, pois existem espécies que produzem
latex ricos em terpenos (1994), carboidratos (ARRUDA et al. 2015) ou proteinas
(AZARKAN et al. 1997; FREITAS et al. 2007; MALEK et al. 2016).

Muitos estudos tém utilizado o latex de plantas para investigar suas atividades
farmacoldgicas e, para isso, fazem a separacdo da fase sélida e liquida para sua
caracterizacdo. A partir da fase liquida do latex, alguns grupos de pesquisa tém

|”

conseguido separar um “pool” de moléculas de tamanhos variados por meio de
dialise, como proteinas acima de 8.000 Da e outros metabdlitos menores que esse
valor (FREITAS et al., 2007; OLIVEIRA, 2009; SOUZA et al., 2011; FERNANDES,
2014; BRITO, 2018).

Na literatura, é possivel encontrar algumas classes de proteinas bioativas que

foram isoladas do latex de plantas, como por exemplo, proteinases cisteinicas e
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serinicas, peroxidases, quitinases, lectinas e osmotinas (VAN PARIJS et al. 1991;
RAMOS et al, 2014; FREITAS et al, 2016; SHUKLA; GUNDAMPATI;
JAGANNADHAM, 2016; OLIVEIRA et al.,, 2017). Em 1960, Hevein foi a primeira
proteina isolada a partir do latex fresco de Hevea brasiliensis Muell. Arg.,
(Euphorbiaceae), popularmente conhecida como seringueira, pelo pesquisador B. L.
Archer (ARCHER, 1960).

2.2 Plumeria pudica

2.2.1 Caracteristicas gerais

O latex pode ser encontrado em mais de 40 familias, cerca de 900 géneros e
mais de 20.000 espécies, sendo que destas, aproximadamente 1.000 contém
borracha (ADIWILAGA; KUSH, 1996; HAGEL; YEUNG,; FACCHINI, 2008). As
diversas plantas que produzem latex sdo derivadas das familias Euphorbiaceae
(SABANDAR et al. 2013; FLEMMING et al. 2017; MALI; PANCHAL, 2017),
Apocynaceae (OLIVEIRA et al. 2010; CHANDA et al. 2011; WONG et al. 2013;
FERNANDES et al. 2015; SANTANA et al. 2018), Papaveraceae (NAWROT, 2017),
Moraceae (SHARMA et al. 2009), Convolvulaceae (KUSTER et al. 2016),
Asteraceae (GERACI; POLIZZANO; SCHICCHI, 2018) e Araceae (MOON; LEE;
CHUN, 2011).

O género Plumeria, pertencente a familia Apocynaceae, é nativo do
continente americano e suas plantas sao largamente cultivadas nas regides tropicais
e subtropicais sendo encontrado desde regides do sul do México até o norte da
América do Sul, e é também abundantemente encontrada na india. S&o
reconhecidas como excelentes plantas ornamentais, muitas vezes sendo vistas em
cemitérios (SANTOS; LISBOA; CARVALHO, 2012; SHINDE; PATIL; BAIRAGI,
2014).

A espécie Plumeria pudica Jacq. (Figura 1) é nativa da Colémbia, Panama e
Venezuela, mas é bastante popular no Nordeste brasileiro, sul da Florida (EUA) e no
Caribe (FERNANDES et al., 2015; SUAREZ et al., 2017). Apresenta ramos retos

com 1 a 3 metros de altura, haste cilindrica de cor cinza, casca suave, folhas verdes
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brilhantes, peciolo de 1 a 2 cm de comprimento. Suas flores sédo brancas com centro
amarelado e l6bulos redondos ou amplamente elipticos. Esta € conhecida como
‘Buqué de noiva’, Plumeria folha-de-violino, Plumeria selvagem, Oleandro
Bovairiano ou Frangipani Branco. Adapta-se a clima seco e luz solar direta em todo
0 ano (JOGDAND; DHABE, 2013).

Figura 1. Aspecto geral de P. pudica.
A

(A) arbusto (B) frutos e (C) flores. Fonte: Autoria propria.

2.2.2 Atividades farmacoldgicas e toxicoldgicas do latex de P. pudica

Popularmente, P. pudica esta entre as cinquenta plantas medicinais usadas
para o tratamento de patologias ginecoldgicas na india de acordo com Dwivedi e
colaboradores (2017). Em relacdo as suas atividades farmacoldgicas, o latex de P.
pudica ainda é pouco estudado. No entanto, algumas dessas atividades tém sido

caracterizadas em ensaios in vivo por nosso grupo de pesquisa. Fernandes (2014)
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fracionou o latex de P. pudica através de centrifugacdo e dialise até obtencao de
uma fracdo caraterizada por conter moléculas com massa molecular superior a 8
kDa. Por ser rica em proteinas, a fracdo foi denominada Proteinas do latex de P.
pudica (PLPp). Foi demonstrado que PLPp possui atividade anti-inflamatoria e
antinociceptiva. Neste estudo, a fracdo PLPp inibiu o edema de pata induzido por
carragenina de modo dose dependente (melhor dose 40 mg/kg) em um evento que
foi acompanhado pela reducao da atividade de mieloperoxidase no tecido inflamado.
Ainda, PLPp reduziu a inflamacao induzida por histamina, serotonina, bradicinina e
prostaglandinas E2 (FERNANDES et al., 2015).

Posteriormente, Santana (2018) avaliou seu efeito antidiarreico em
camundongos, utilizando modelo de diarreia induzida por 6leo de ricino, e mostrou
que PLPp apresentam efeito antidiarreico. Além disso, seus efeitos na colite induzida
por acido acético e na periodontite induzida por ligadura em ratos foram
demonstrados por Oliveira et al. (2019) e Oliveira (2019), respectivamente.

Em termos de toxicologia, Souza (2018), ao avaliar a toxicidade de PLPp em
camundongos, demonstrou que parametros de toxicidade como peso corporal dos
animais, peso dos 6rgaos avaliados e contagem total e diferencial de leucocitos néo
foram alterados em animais tratados por 10 ou 20 dias consecutivos com a fracéo
proteica ha mesma dose com acéo terapéutica.

A fracdo DLPp inicialmente estudada por Brito (2018) € caracterizada por
moléculas de massa molecular inferior a 8 kDa e apresenta metabélitos secundarios,
como fendis e flavonoides. Neste estudo ainda foi demostrado que DLPp possui
acdo antioxidante, mas a mesma nao foi investigada quanto a presenca de

moléculas com ac¢do farmacoldgica ou toxica.

2.3 Efeito anti- e pré-inflamatério do latex de plantas

As plantas laticiferas tém sido investigadas em relacdo a diversas atividades
biologicas devido aos compostos bioativos presentes em seu latex (CHAVAN;
HUNDIWALE; PATIL, 2015). O potencial anti-inflamatério do latex de Calotropis
procera, por exemplo, tem sido muito estudado por varios grupos de pesquisa. O

estudo de Alencar e colaboradores (2004), ao analisar uma fracado proteica nao-
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dialisavel em trés modelos diferentes de inflamac&o, demonstrou ter efeito inibitério
mediado por células. Outros ensaios mostram seu potencial anti-inflamatorio nos
modelos de peritonite (RAMOS et al., 2009; OLIVEIRA, 2009; VIANA et al., 2017)
edema de pata (ARYA; KUMAR, 2005; KUMAR et al., 2015) e monoartrite (KUMAR,;
ROY, 2009).

Mais recentemente, o latex de Aloe megalacantha, (GEBREMESKEL et al.,
2018) e de Euphorbia helioscopia (SALEEM et al., 2015) demonstraram reduzir a
inflamag&o induzida por carragenina em camundongos. Quando avaliada em
modelos de inflamacéo e irritacdo, uma substancia isolada a partir do latex de
Plumeria rubra apresentou efeito anti-inflamatorio (AZIZ et al., 2018). A espécie
Hancornia speciosa, arvore nativa do Brasil, tem seu latex mencionado por
apresentar significativa atividade anti-inflamatoria em varios modelos de inflamagéo
(MARINHO et al., 2011). No latex de Synadenium carinatum, foi observada acao
anti-inflamatéria e antialérgica (ROGERIO et al., 2007).

Salim e colaboradores (2018) desenvolveram uma pomada com o latex de
Jatropha curcas para o tratamento de lesdes de pele em camundongos e verificaram
uma reducao de infiltrado celular inflamatério nos cortes histolégicos analisados.
Além disso, o latex de Jatropha neopauciflora inibiu o efeito inflamatério durante o
processo de cicatrizacdo de feridas em modelo murino (HERNANDEZ-HERNANDEZ
et al., 2017).

Por outro lado, alguns estudos demostraram que moléculas presentes em
latex podem causar efeito pro-inflamatério. Singh e colaboradores (2000)
propuseram um novo modelo para avaliar farmacos anti-inflamatérios ao verificar
que o extrato aquoso do latex de C. procera promoveu resposta pro-inflamatoria
dose-dependente quando administrado localmente nos modelos de edema de pata,
em evento acompanhado pelo aumento na permeabilidade vascular. Por sua vez,
Shivkar e Kumar (2003) relacionaram o mesmo efeito edematogénico observado
com a ativacado de vias de liberagdo de aminas vasoativas como a histamina, mas
com inibicdo por interleucina IL-1 (ARYA; KUMAR, 2004). Além disso, respostas
imunoldgicas e alergénicas tém sido observadas quando fragcfes distintas do latex

de C. procera sédo administradas por via subcutanea (RAMOS et al., 2007).
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Investigando o mesmo efeito desse fluido laticifero, Kumar e Shivkar (2004)
mostraram que prostaglandinas estdo envolvidas no processo de inflamacédo com a
presenca de fluido rico em proteinas e leucécitos acumulado. Outros autores
confirmaram mais sinais pro-inflamatérios, como por exemplo, hiperalgesia
(SEHGAL; KUMAR, 2005) e derrame pleural com presenca de leucadcitos infiltrados
no modelo de pleurite (SHIVKAR; KUMAR, 2004).

Alencar e colaboradores (2006) também avaliaram o latex de C. procera
quanto sua acao pro-inflamatéria em modelo de peritonite. Duas fragbes distintas
foram obtidas, a fracdo dialisavel e a ndo-dialisavel. A primeira induziu inflamacéao e
a segunda reduziu o efeito inflamatoério provocado pela primeira, evidenciando que
atividades contrérias sdo observadas em fragfes distintas.

A atividade proé-inflamatéria do latex de Cryptostegia grandiflora foi também
investigada por Albuquerque e colaboradores (2009). Proteinas do latex desta planta
foram isoladas e testadas em modelos de inflamacao (peritonite, edema de pata e
impulso de ar) in vivo, mostrando que um longo efeito pro-inflamatorio foi observado
com migracdo de neutréfilos, permeabilidade vascular e atividade de
mieloperoxidase aumentadas em ratos.

Diante dos relatos da presenca de atividade pro-inflamatoria em fluidos
laticiferos, torna-se importante avaliar a presenca de atividade proé-inflamatéria no
latex da planta P. pudica.

2.4 Eventos da inflamacéo

2.4.1 Processo inflamatorio

A inflamacédo é naturalmente considerada uma resposta a lesdo causada por
microrganismos e/ou trauma (INSEL, 2005). O desencadeamento de uma resposta
inflamatéria € importante, pois mantém a homeostase do organismo (MEDZHITOV,
2008). Tal resposta é caracterizada pela acdo de mediadores pro-inflamatérios que
sinalizam ndo somente a eliminag¢do de patdgenos, mas a estimulacdo do reparo da
lesdo (SONIS et al., 2004; ABBAS et al., 2008). Embora seja importante no processo

de reparo tecidual e na manutencdo da homeostase, € evidente que a inflamacéo
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em si acaba tornando-se um sinal para o diagndstico da maioria das condi¢cdes
patologicas (JANSSEN; HENSON, 2012).

Classicamente, existem sinais inflamatdérios tipicos que recebem o nome de
sinais cardinais: calor, rubor, edema, dor e perda de funcdo. Esses sinais aparecem
devido a acdo de diferentes mediadores quimicos liberados em resposta a leséo
(ANDRADE, 2016).

A partir disso, a inflamacao € vista em trés fases distintas. Primeiramente,
uma fase transitéria aguda € desencadeada, cujos principais eventos sao
vasodilatacdo local e permeabilidade capilar aumentada. A segunda € a fase
subaguda tardia, tendo a predominancia de infiltrado de células fagociticas e
leucocitos. Por ultimo, é possivel observar uma fase proliferativa crénica, na qual o
tecido é degenerado e o estado de fibrose pode ser formado. Naturalmente, as fases
transitéria aguda e subaguda tardia sdo esperadas a ocorrer, pois refletem uma
resposta celular regulada, permitindo sua identificacdo por meio de sinais e sintomas
locais (SANTOS JUNIOR, 2003).

2.4.2 Mediadores quimicos do processo inflamatério

O processo inflamatério € mediado por varias moléculas, as quais séo
denominadas mediadores quimicos (TEIXEIRA et al., 2003). Alguns podem ser
originados a partir dos tecidos, como as aminas vasoativas, fator de ativacao
plaquetéaria (PAF), eicosanoides, citocinas, radicais livres superéxidos, 6xido nitrico e
neuropeptidios. Por outro lado, os sistemas de coagulacdo, do complemento e das
cininas séo provenientes do plasma (BRUNTON; LAZO; PARKER, 2006; SPINOSA
et al., 2006). Uma vez que sdo substancias pro-inflamatérias, estas tém sido alvos
na terapia de diversas doencas inflamatorias (KAWAHARA et al., 2015; SOUALMIA;
EL AMRI, 2018; THANGAM et al., 2018).

O processo inflamatério se da pela ativacdo da fase vascular desencadeada
apos lesdo ou infeccdo do tecido. Isso inclui fluxo e calibre dos vasos da
microcirculacdo alterados de forma rapida ou ndo, dependendo de quéo intensa seja
a lesdo. Dentre tais alteracdes, estdo a vasoconstricdo arteriolar, o qual ocorre

inicialmente por poucos segundos; vasodilatacdo e permeabilidade vascular
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aumentada causada por alguns mediadores como histamina, serotonina, bradicinina
e prostaglandinas. Estas moléculas permitem que as células endoteliais se
contraiam a fim de que as juncdes intercelulares se abram (SERHAN; CHIANG; VAN
DYKE, 2008).

Logo apos, os esfincteres pré-capilares sédo abertos, provocando aumento do
fluxo sanguineo local, o que caracteriza o calor e a vermelhiddo. O edema ou
inchago caracteristico ocorre devido ao extravasamento de grande quantidade de
dgua e proteinas provenientes do plasma para o tecido. Esse fendmeno é
caracterizado quando ions e moléculas, como agua, albumina e fibrinogénio passam
para fora do vaso, aumentando a pressao hidrostatica local e possibilitando acumulo
de liquido no intersticio (MURPHY; WARD, 2006).

Em termos experimentais, existem padrdes de permeabilidade vascular
previamente conhecidos que norteiam a investigacdo de propriedades anti- e pro-
inflamatoérias de muitas moléculas ainda desconhecidas. Em uma resposta
inflamatoéria natural, diferentes padrdes podem ser desencadeados. Dessa forma,
esses padrdes sdo classificados de acordo com mediadores quimicos liberados pela
lesédo do vaso. Em picadas de insetos e aracnideos, aquecimento da pele, erupcao
alérgica e na urticaria, por exemplo, a resposta é do tipo imediata transitoria, a qual
é iniciada entre cinco e dez minutos e terminada dentro de trinta minutos, e esta
associada a liberacdo de histamina, serotonina ou bradicinina (MAJNO; PALADE,
1961; BECHARA; SZABO, 2006; WOLOSKI; BURMAN; ADEBONA, 2018).

2.4.2.1. Histamina

A histamina € uma amina vasoativa derivada do aminoacido histidina (Figura
2) e tem como principal fonte os mastécitos e basofilos. Apresenta efeitos ao se ligar
aos seus receptores (HR1, HR2, HR3 e HR4), mantendo os efeitos de fase aguda
durante processos inflamatoérios (JUTEL; BBLASER; AKDIS, 2005; GILFILLAN;
METCALFE, 2011; CARDOZO et al., 2013). O receptor H1, por exemplo, esta
associado a sintomas de doencas alérgicas, como prurido. Mais especificamente, o
receptor H2 tem envolvimento na producao de citocinas por linfécitos Thl, enquanto

0 receptor H3 participa principalmente da funcdo de barreira hematoencefalica. Por
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fim, o receptor H4 tem maior expressao em mastécitos, os quais produzem citocinas
e histamina de forma exacerbada quando estes séo estimulados. Dessa forma, os
receptores H1 e H4 participam essencialmente no desencadeamento de doencas
alérgicas mediadas por histamina no que tange a sua progressdo e modulacao
(THANGAM et al., 2018).

As aminas vasoativas sdo moléculas de baixo peso molecular, compostas
basicamente por nitrogénio com presenca de grupos alquila e/ou arila. Sua formacao
se da quando aminoacidos livres sdo descarboxilados enzimaticamente e/ou quando
aldeidos e cetonas sofrem transaminacdo. Estas sdo provenientes do metabolismo
proteico de microorganismos, plantas e animais e atuam fisiologicamente em varios
processos (ERDAG; MERHAN; YILDIZ, 2018).

No metabolismo vegetal, tém participacdo na floragdo, desenvolvimento do
fruto, resposta ao estresse e sintese de metabolitos secundarios (HUI; SHERKAT,
2005). Um exemplo disso é o fato de que aminas vasoativas, como a histamina, tém
sido detectadas em plantas (SCHMIDT; MOULT, 1983; SHIVKAR; KUMAR, 2003;
FU et al., 2006). Dessa forma, é importante a pesquisa desses compostos no
sentido de correlaciona-los as propriedades anti- e/ou pré-inflamatérias observadas

em amostras vegetais.

Figura 2. Origem molecular da histamina.

L-histidina
descarboxilase
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Histidina Histamina

Fonte: Adaptado de CARDOZO et al. (2013)
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2.4.3 Processo inflamatério mediado por células

Para que eventos da inflamacéo relacionados a vascularidade, exsudagédo de
liqguidos e reparacdo tecidual ocorram, células de defesa como neutrofilos,
mastocitos e macrofagos participam desse processo (JANSSEN; HENSON, 2012;
ANDRADE, 2016).

Quando um patdgeno se instala em um tecido, este precisa ser debelado pelo
organismo. Isso ocorre pela acdo de células fagociticas (neutréfilos e macréfagos),
pertencentes ao sistema imune inato, que infiltram-se através de vénulas pos-
capilares por meio da liberacdo e resposta aos diferentes mediadores quimicos
(CHAVAKIS et al., 2009; ZARBOCK; LEY, 2009).

Esta infiltracdo € chamada de diapedese. Esse fendbmeno é parte do processo
de recrutamento celular (Figura 3), o qual é formado por diversas etapas.
Inicialmente, leucdcitos circulantes ligam-se a selectinas presentes na superficie de
células endoteliais e, dessa forma, ficam a margem do endotélio vascular. Em
seguida, os leucocitos sdo ativados por quimiocinas, a fim de que figuem aderidos
firmemente por integrinas e a etapa de rolagem aconteca. Por ultimo, ocorre o
processo de diapedese, que se caracteriza pela migracdo tecidual por entre os
espacos interendoteliais, migrando para a matriz extracelular (LEY et al.,, 2007
CHAVAKIS et al., 2009; ANDRADE, 2016).

Secundariamente, outras células podem estar envolvidas em processos de
inflamacédo, como por exemplo, 0s mastocitos. Estes tém maior participacdo em
reacoes alérgicas do que durante processos autoimunes e inflamatorios (BENOIST;
MATHIS, 2002; WOOLLEY, 2003). No processo alérgico, os mastdcitos reconhecem
receptores de superficie para anticorpos IgE e, posteriormente, sofrem a
degranulacao, liberando o conteudo de mediadores vasoativos, pro-inflamatoérios e
noceptivos como histamina, citocinas e enzimas proteoliticas (KOBAYASHI et al.,
2000; GALLI et al., 2002).

Por sua vez, os macréfagos tém sido associados a processos de inflamacao e
formacdo de novo tecido. Estes atuam no tecido lesionado por induzir a sintese de

varias moléculas sinalizadoras (fatores quimiotéaticos, regulatérios e de crescimento),
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a fim de que estas moléculas induzam células inflamatérias e células de reparo
tecidual (fibroblastos, células endoteliais e queratindcitos) (HART, 2002).

Figura 3. Recrutamento de leucécitos para o local da leséo.

Fonte: Adaptado de PHILLIPSON; KUBES (2011)
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Fracionar o latex da planta Plumeria pudica Jacg. visando a investigacdo das
atividades pré- e anti-inflamatéria e avancar na caracterizacdo dos mecanismos

pelos quais estas promovem seus eventos biologicos.

3.2 Objetivos especificos

v' Coletar e fracionar o latex de P. pudica através de etapas de centrifugacao e
dialise para obtencdo de duas fracdes com massas moleculares distintas (DLPp
e PLPp);

v' Avaliar as fragbes quanto a concentracdo e o perfil de proteinas/peptideos por
eletroforese em gel de poliacrilamida;

v Investigar a presenca de atividade pré-inflamatéria nas fragcbes DLPp e PLPp e
atividade anti-inflamatéria de DLPp utilizando o modelo de edema de pata em
camundongos;

v' Caracterizar o mecanismo de acdo proé-inflamatéria das frac6es utilizando
farmaco anti-inflamatério especifico;

v Investigar a capacidade da fracdo PLPp, detentora de acdo anti-inflamatéria, de
inibir inflamac&o induzida por DLPp;

v' Detectar a presenca de compostos semelhantes a histamina por meio de

espectrofotometria.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Delineamento experimental

O estudo em questéo foi desenhado de forma a responder as perguntas feitas
conforme mostradas na Figura 4. Este apresenta como pontos principais o
fracionamento do latex, avaliacdo das atividades anti- e proé-inflamatéria e

entendimento da causa do efeito biolégico encontrado.

Figura 4. Desenho experimental do estudo.

[ Fracionamento do latex ]

A
I 1

| Efeito Anti-inflamatorio ][ Efeito Pré-inflamatério ]

Curso temporal
Migragéo celular

Estresse oxidativo
X Mecanismo de agdo )

[ Aminas vasoativas ] Causa do efeito

biologico

Fonte: Autoria propria.

4.2 Material vegetal

Amostras do latex de Plumeria pudica Jacq. foram coletadas na cidade de
Parnaiba - Pl (02° 54' 17" S e 41° 46' 36" O), onde é abundantemente encontrada.
Uma exsicata da planta (N° 2432) foi depositada no Herbario Delta do Parnaiba da
Universidade Federal do Piaui.
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4.3 Coleta e processamento do latex

O latex de P. pudica foi coletado de acordo com a descricdo de Oliveira
(2011) como demonstrado na Figura 5. Galhos da planta foram cortados e 10 mL de
latex foram coletados em tubos do tipo Falcon contendo 10 mL de agua destilada
(1:1 v/v) a fim de que o processo natural de coagulacao do latex fosse minimizado.

Para obtencdo de duas fracBes laticiferas diferentes, o processamento foi
iniciado com a centrifugacdo da amostra a 5.000 x g durante 15 minutos,
descartando-se o primeiro precipitado (borracha). Para separar moléculas proteicas
de metabdlitos secundarios, a didlise do sobrenadante obtido contra dgua destilada
(1:1 v/v) foi realizada, por meio de uma membrana capaz de reter moléculas com
massa molecular superior a 8 kDa. Ap6s uma hora de diélise, a 4gua proveniente foi
recuperada e liofilizada. A essa primeira fracéo foi dado o nome de fracao Dialisavel
do Latex de Plumeria pudica (DLPp). A partir dessa etapa, o material retido na
membrana permaneceu sob didlise em agua destilada (1:20 v/v) durante 48 horas a
8° C, sendo a 4gua periodicamente trocada a cada 6 horas. A segunda centrifugacéo
ocorreu sob as mesmas condi¢cdes anteriores, obtendo-se uma nova fracdo, a qual

foi liofilizada e chamada de Proteinas do Latex de Plumeria pudica (PLPp).

Figura 5. Processo de coleta e processamento do latex de Plumeria pudica.

Fase soélida

[

5.000 x g por 15 min.

Coleta 20 mL
£ (11 VIv) J—» [ Centrifugacgao ]

(1:1 v/v) por 1h

| Dialise |—> Fase liquida
I

(1:20 v/iv) por 48h (6/6h)

Centnfugagao ]—> Liofilizagao

Fonte: Adaptado de OLIVEIRA (2011).
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4.4 Eletroforese (SDS-PAGE) para peptideos (17,5%)

Para avaliar o perfil proteinas/peptideos da fragdo DLPp, foi utilizada a técnica
de eletroforese em gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sédio (SDS)
adaptada de Santana (2016). O gel de empilhamento foi preparado com
poliacrilamida 3,5% e tampéo Tris-HCI 0,5M (pH 6,8) contendo 10% de SDS. O gel
de separacgao, por sua vez, foi composto por poliacrilamida 17,5% e montado em
uma solucéo tampéao Tris-HCI| 3M (pH 8,8) contendo 10% de SDS. 20 mg da fracao
DLPp foi dissolvida em 150 pL de tampéo Tris-HCI 0,0625M (pH 6,8) contendo 2%
de SDS e 5% de 2-mercaptoetanol e 150 uL de agua destilada. Logo apés, a fracdo
foi aplicada no interior dos pocos do gel, sendo submetidas a uma voltagem
constante de 100V e 25mA por placa a temperatura ambiente, utilizando Tris-HCI
0,025M pH 8,3, contendo 0,192M de glicina e 0,1% de SDS, como tampado de
corrida. Apds a eletroforese, o gel foi corado com uma solucdo de azul brilhante de
Coomassie R-350 0,1% solubilizado em agua: acido acético: metanol (8:1:3,5 v/v/v)
durante 4 horas e depois descorados com a mesma solugéo na auséncia do corante

para visualizacdo das bandas proteicas.

4.5 Determinacédo da concentracdo de proteinas no latex

A quantidade de proteinas soluveis na fracdo DLPp foi detectada por meio do
método de Bradford (1976) em triplicata. O método se baseia na ligacdo do reagente
Coomassie Brilliant Blue G-250 as proteinas presentes na solucdo e mudanca de
coloragdo (marrom para azul). Em seguida, o aumento da absorbéncia lida em 595

nm é monitorada.

4.6 Determinacao da concentracao de histamina

Uma vez que aminas vasoativas tém sido detectadas no latex de plantas
(SHIVKAR; KUMAR, 2003), a presenca de histamina foi investigada na fracdo DLPp,
como descrito por Jannatin, Supriyanto e Pudjiastuti (2017) com modificacbes, por
meio de espectrofotometria. Para quantificar histamina, foram utilizados 1000 uL de
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tampéo contendo 1M de Fosfato de Sodio Monobasico e 1M de Fosfato de Sdadio
Bibasico (pH 7), 1000 pL de Cobre Il penta-hidratado a 0,05 M, 250 pL de Vermelho
de Alizarina S a 0,04 M e 1250 pL da fracdo DLPp (300ug/50ul) diluida em metanol.
A leitura foi realizada a 505,5 nm apés 10 minutos de reacdo. O composto histamina

foi utilizado como padréo, sendo o ensaio realizado em triplicata.

4.7 Ensaios bioldgicos

4.7.1 Animais

A fim de avaliar os efeitos de inflamacdo do latex de P. pudica, foram
utilizados camundongos fémeas da linhagem Swiss (Mus musculus), pesando entre
25-30g com grupos experimentais compostos por cinco animais. Os animais foram
obtidos do Biotério da Universidade Federal do Piaui, Campus Universitario Ministro
Petrénio Portella e mantidos no Laboratério de Fisiofarmacologia Experimental da
Universidade Federal do Piaui, Campus Ministro Reis Velloso. Para os ensaios, as
amostras foram solubilizadas em solugéo salina estéril (NaCl 0,9%).

4.7.2 Aspectos bioéticos

O estudo foi realizado seguindo procedimentos e protocolos aprovados pelo
Comité de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal do Piaui (CEUA-UFPI),
sob o numero de protocolo 318/17 (ANEXO 1). Os ensaios foram conduzidos
conforme as diretrizes do COBEA (Colégio Brasileiro de Experimenta¢do Animal). O
método de eutanasia utilizado se baseou na administracdo combinada dos
anestésicos Ketamina (3 x 60mg/kg) e Xilazina (3 x 10mg/kg) por via intraperitoneal,

confirmando-se o procedimento pela auséncia de batimentos cardiacos.

4.7.3 Caracterizacao do efeito pré-inflamatério das fragdes do latex de P. pudica

no edema de pata
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Os ensaios foram conduzidos de acordo com Winter, Risley e Nuss (1962)
com modificacbes. Os volumes das patas traseiras direitas de cada animal foram
medidos em pletism6metro digital (Modelo LE 7500, Panlab, Barcelona, Espanha)
antes da injecdo dos estimulos inflamatorios (tempo zero). Um volume de 50uL de
diferentes concentracbes de PLPp (100, 300, 500 pg/pata) e DLPp (100, 300, 500
pg/pata) foram injetados por via intraplantar. Os volumes das patas foram medidos
apos 30 minutos, 1, 2, 3, 4, 5 e 6 horas apds a administracdo das fracdes. O edema
foi calculado como variacéo de volume, ou seja, a diferenca entre o volume em um
determinado tempo apds o estimulo e volume antes do estimulo (tempo zero). O
grupo controle (solucdo salina estéril) também recebeu o0 mesmo volume na pata.
Apéds o ensaio, os animais foram eutanasiados e o tecido da face plantar da pata foi
coletado para dosagens de mieloperoxidase (MPO).

4.7.4 Caracterizacao do efeito anti-inflamatoério da fracdo DLPp no edema de

pata

Baseado na metodologia descrita por Winter, Risley e Nuss (1962), a
atividade anti-inflamatéria foi determinada. O edema de pata foi induzido pela
administracdo de carragenina (500ug/pata), o qual foi solubilizado em solucédo salina
estéril (NaCl 0.9%), injetando-se 50uL na pata traseira direita. O volume da pata foi
lido antes da injecéo e 1, 2, 3, e 4 h depois da administragdo de carragenina por
meio de um pletismémetro. Um volume de 500 pL da fracdo DLPp (10, 20 e 40
mg/kg) foi injetado por via intraperitoneal (i.p.) 1 h antes da injecdo de carragenina.
O grupo controle recebeu solucao salina estéril. A expressado dos resultados se deu
pela subtracdo do aumento do volume da pata pelo volume no tempo basal. Apos o
ensaio, os animais foram eutanasiados e o tecido da face plantar da pata foi

coletado para dosagens de MPO.

4.7.5 Determinacéo da atividade de mieloperoxidase (MPO)

A dosagem da atividade de MPO foi conduzida conforme metodologia descrita

por Bradley e colaboradores (1982). Para mensurar a concentracdo desta enzima,
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50 a 100mg do tecido da pata dos animais foram homogeneizadas em solucéo
tampdo de brometo de haxadeciltrimetilaménio 0,5% (HTAB). O material foi
macerado e centrifugado a 3000 rpm por 15 minutos a 4°C. Em seguida, 100 uL do
sobrenadante foram pipetados em placa e 200 pyL da solucao de leitura (27 mL de
agua + 5 mg de O-dianisina em 3 mL de fosfato de potassio + 15 uL de perédxido de
hidrogénio). Os resultados foram obtidos em um leitor de ELISA e expressos em
UMPO/mg de tecido.

4.7.6 Caracterizacao do efeito pré-inflamatério no modelo de edema de pata

com bloqueador farmacol6gico

Para o estudo do mecanismo de acdo proé-inflamatéria, camundongos foram
pré-tratados com um farmaco cujo respectivo mecanismo de acdo sobre a resposta
inflamatoria € bem compreendido. A metodologia foi baseada conforme Canabrava,
Oliveira e Canabrava (2008). Os animais receberam 5 mg/kg de Cloridrato de
Prometazina por via intraperitoneal 30 minutos antes de receberem DLPp (melhor
dose) na pata traseira direita por via intraplantar. Ap6s 30 minutos da inducéo
inflamatoria por DLPp, os volumes das patas traseiras direitas de cada animal foram
medidos em pletismometro. Os animais foram eutanasiados e o tecido da face
plantar da pata foi coletado para dosagens bioquimicas. O grupo controle recebeu

solucéo salina estéril.

4.7.7 Inibicdo do estimulo inflamatorio induzido pela fracdo DLPp por PLPp

Sabendo que a fracdo de alta massa molecular (PLPp) apresenta efeito anti-
inflamatorio (Fernandes et al., 2015), os animais receberam PLPp (40 mg/kg, dose
anteriormente demostrada apresentar melhor efeito) por via intraperitoneal 1 hora
antes de receberem DLPp (300 ug), por via intraplantar. Os volumes das patas
traseiras direitas de cada animal foram medidos em pletismémetro apés 30 minutos
apos a administracdo de DLPp. O edema foi calculado como variacdo de volume, ou
seja, a diferenca entre o volume em um determinado tempo apds o estimulo e

volume antes do estimulo (tempo zero). Grupo controle recebeu somente solugéo
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salina estéril, por via intraplantar. Apés ensaio os animais foram eutanasiados e o

tecido da face plantar da pata foi coletado para dosagens bioquimicas.

4.7.8 Determinacao da atividade de superéxido dismutase (SOD)

A atividade da enzima superoxido dismutase foi determinada de acordo com
metodologia descrita por Das, Samanta e Chainy (2000). Caracteriza-se por ser um
ensaio colorimétrico, em que radicais superoxidos sao gerados por fotorreducéo da
riboflavina sendo detectados pelo nitrito formado a partir de cloridrato de

hidroxilaminados.

4.7.9 Andlise Estatistica

Para todos os ensaios realizados foram utilizados grupos de n=5 e os dados
obtidos foram calculados como média + E.P.M. de um numero de eventos em cada
grupo. As diferencas estatisticas entre os grupos foram obtidas através da andlise
de variancia (ANOVA) e teste de Neuman-Keuls (p < 0,05).
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5 RESULTADOS

5.1 Efeito pré-inflamatério das fracdes do latex de P. pudica

A acédo inflamégena das frag6es do latex de P. pudica foi verificada no modelo
de edema de pata em camundongos. O curso temporal de desenvolvimento de
edema induzido pelas fracbes PLPp e DLPp €& mostrado na Figura 6A e 6B,
respectivamente. A fragdo PLPp n&o demonstrou ter efeito edematogénico
significativo (p > 0,05) nas concentragcdes administradas (100, 300 e 500 pg/pata)
durante as 6 horas de avaliacdo quando comparado ao grupo controle. Por outro
lado, a fracdo DLPp apresentou um curso temporal significativo (p < 0,05) com pico
edematogénico, ocorrendo nos primeiros trinta minutos apés administracéo de DLPp
na concentracdo de 300 pg/pata quando comparado ao grupo salina. Isso pode ser
percebido quando os volumes das patas dos animais sdo comparados com 0 grupo
salina (0,020 £ 0,00 AmL) e o grupo DLPp 300 (0,044 + 0,01 AmL). A Figura 7B
mostra a pata traseira direita do animal com uma leve tumefacdo em toda sua

extensao.
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Figura 6. Efeito da inducdo de edema de pata pelas fragdes do latex de P. pudica.
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Os animais receberam (A) PLPp: proteinas do latex de P. pudica (100, 300 e 500ug/pata); (B) DLPp:
fracdo dialisavel do latex de P. pudica (100, 300 e 500ug/pata) e Sal: solucéo salina (NaCl 0,9%) por
via intraplantar. Os valores foram dados como a média + E.P.M. (n = 5) analisados por ANOVA
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seguido do teste de Newman Keuls. * indica diferenca significativa (p < 0,05) quando comparado ao
grupo salina.

Figura 7. Efeito da inducao de edema de pata pela fragdo DLPp ap6s 30 minutos.

Imagens representativas de cada grupo de animais: (A) Pata normal; (B) Fracdo dialisavel do latex de
P. pudica (DLPp 300 ug/pata).

5.2 Avaliacédo da atividade de mieloperoxidase no efeito pré-inflamatério de
DLPp e PLPp.

A atividade de MPO foi investigada a partir de tecido plantar coletado da
pata dos animais nos primeiros trinta minutos apds administracdo da fracdo DLPp
(Figura 8 A) e da fracdo PLPp na sexta hora (Figura 8 B). Os grupos PLPp 100
Mg/pata (2,63 £ 0,50 UMPO/mg de tecido), 300 ug/pata (2,50 + 0,50 UMPO/mg de
tecido) e 500 pg/pata (2,50 = 0,54 UMPO/mg de tecido) e o grupo DLPp 300 (1,49 +
0,41 UMPO/mg de tecido) ndo foram capazes de alterar os niveis de MPO de forma
significativa (p<0,05) quando comparado ao grupo salina (1,80 + 0,36 UMPO/mg de

tecido).
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Figura 8. Determinacao da atividade de mieloperoxidase no efeito pro-inflamatorio
de DLPp e PLPp.
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Os animais tratados com (A) DLPp: fragdo dialisavel do latex de P. pudica (300 pg/pata) e (B) PLPp:
proteinas do latex de P. pudica (100, 300 e 500ug/pata). A eutanasia foi realizada nos grupos DLPp
e PLPp ap6s 30 minutos e 6 horas, respectivamente. Amostras do tecido plantar das patas direitas
traseiras foram retirados para determinar a atividade de mieloperoxidase. Os valores foram dados
como a média + E.P.M. (n = 5) analisados por ANOVA seguido do teste de Newman Keuls.
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5.3 Efeito anti-inflamatério da fracdo DLPp do latex de P. pudica

Em relagdo a atividade anti-inflamatoria da fracdo de menor massa molecular,
foi possivel observar na Figura 9 que ndo houve reducdo significativa do efeito
edematogénico induzido pela administracdo intraplantar de carragenina (0,076 *
0,01 AmL) quando tratado com DLPp 10 (0,064 + 0,01 AmL), DLPp 20 (0,078 + 0,01
AmL) e DLPp 40 (0,056 + 0,00 AmL). Diferenca significativa foi observada somente
entre 0 grupo carragenina e o grupo salina (0,000 £ 0,00 AmL). Segundo Di Rosa
(1972), a formacao do pico da resposta inflamatéria pela carragenina ocorre entre a
terceira e quarta hora apés o processo inflamatoério ser induzido. Dessa forma, néo
foi visto inibicAo de edema entre esse intervalo apds a indugdo por carragenina,

como pode ser também mostrado na Figura 10.

Figura 9. Efeito anti-inflamatério da fracdo DLPp no edema de pata induzido por
carragenina.
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Os animais receberam Sal: solucdo salina (NaCl 0,9%) e Cg: carragenina nas patas por via
intraplantar. Os animais foram tratados 1 hora antes com DLPp: fracdo dialisavel do latex de P.
pudica (10, 20 e 40 mg/kg). Os valores foram dados como a média + E.P.M. (n = 5) analisados por
ANOVA seguido do teste de Newman Keuls. * indica diferenca significativa (p < 0,05) quando
comparado ao grupo salina.
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Figura 10. Efeito anti-inflamatério da fracdo DLPp no edema de pata induzido por
carragenina na 32 hora de tratamento.

Imagens representativas de cada grupo de animais: (A) Salina; (B) Carragenina; (C) Tratamento com
DLPp 10 mg/kg; (D) Tratamento com DLPp 20 mg/kg; (E) Tratamento com DLPp 40 mg/kg.

5.4 Inibicdo do estimulo inflamatdrio (induzido pela fracdo DLPp) causado

por PLPp e Cloridrato de Prometazina

A Figura 11 mostra como o efeito edematogénico induzido por DLPp foi
inibido por moléculas conhecidas por apresentarem propriedades anti-inflamatérias.
Primeiramente, é possivel notar que o grupo de animais que recebeu somente a
fracdo DLPp apresentou efeito edematogénico significativo (0,048 + 0,00 AmL) em
relacdo ao grupo controle (0,022 + 0,00 AmL). Embora os grupos PLPp 40 mg/kg
(0,036 + 0,01 AmL) e Cloridrato de Prometazina (0,036 += 0,01 AmL) nao
apresentaram valores significativos (p > 0,05), estes demonstraram tendéncia de
reducdo do efeito pré-inflamatério de DLPp nos primeiros 30 minutos apds sua

administracao.

Em relacdo a atividade de superéxido dismutase (Figura 12), ndo houve
diferenca significativa (p > 0,05) entre o grupo que recebeu somente DLPp (52,89 +
3,74 ug/g de tecido) comparado com o grupo salina (65,50 = 7,05 pg/g de tecido),
assim como, nao houve diferenca dos grupos tratados com 40 mg/kg de PLPp
(49,15 + 9,49 pg/g de tecido) e Cloridrato de Prometazina (33,27 + 6,91 ug/g de
tecido) em relacdo ao grupo que recebeu somente DLPp.
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Figura 11. Inibicho do efeito pro-inflamatério de DLPp por moléculas anti-
inflamatorias avaliado em 30 min.
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Os animais receberam Sal: salina e DLPp (fragdo dialisavel do latex de P. pudica 300ug/pata) por via
intraplantar e foram pré-tratados com diferentes moléculas com atividade anti-inflamatéria conhecida
por via intraperitoneal. (-): grupo ndo-tratado; PLPp: proteinas do latex de P. pudica (40 mg/kg); Prom:
cloridrato de prometazina (5 mg/kg). Os valores foram dados como a média £+ E.P.M. (n = 5)
analisados por ANOVA seguido do teste de Newman Keuls. * indica diferenca significativa (p < 0,05)
quando comparado ao grupo salina.

Figura 12. Determinacdo da atividade de superdoxido dismutase no efeito pro-
inflamatério de DLPp avaliado em 30 minutos.
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Os animais foram tratados com PLPp: proteinas do latex de P. pudica (40 mg/kg) e Prom: cloridrato
de prometazina (5 mg/kg) foram eutanasiados e amostras do tecido plantar de suas patas direitas
traseiras foram retirados para determinar a atividade de superdxido dismutase. Os valores foram
dados como a média + E.P.M. (n = 5) analisados por ANOVA seguido do teste de Newman Keuls.
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5.5 Perfil proteico da fracéo dialisavel do latex de P. pudica

A Tabela 1 mostra a concentracdo de proteinas sollveis presentes na fracao
dialisavel do latex de P. pudica. O valor médio é de 6,9 ug de proteinas a cada
100uL da fracdo DLPp. Por outro lado, o perfil de proteinas/peptideos da mesma
fracdo é revelado por eletroforese SDS-PAGE. E possivel observar a presenca de

duas bandas de natureza proteica no gel (Figura 12).

Tabela 1. Concentracdo de proteinas totais da
fracdo dialisavel do latex de P. pudica (DLPp).

DLPp Concentragao proteica (ug/100uL)
Amostra 1 7,5
Amostra 2 6,3
Amostra 3 7,1
Média 6,9+0,3

O valor de concentracdo proteica (média + E.P.M.) foi
determinado em triplicata, sendo estimado a partir de uma
solucdo aquosa da fracdo DLPp de 20 mg/mL.

Figura 13. Eletroforese para peptideos em gel de poliacrilamida (17,5%) da fracédo
dialisavel do latex de P. pudica (DLPp).

DLPp
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A fracdo foi dissolvida em agua destilada e tamp&o Tris-HCI 0,0625M (pH 6,8) contendo 2% de SDS e
5% de 2-mercaptoetanol, sendo que 2,4 ug de conteudo proteico foi aplicado nos pocos do gel, o qual
foi corado com uma solucéo de azul brilhante de Coomassie R-350 0,1%.
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5.6 Determinacdo da presenca de histamina na fracdo pro-inflamatoria
(DLPp) do latex de P. pudica

Concomitantemente a identificacdo de compostos de natureza proteica, a
presenca de histamina foi determinada na fracdo DLPp através de ensaio
colorimétrico a fim de verificar a existéncia de compostos classicamente pro-

inflamatorios (Tabela 2). Seu valor médio foi de 22,7 ug por mL da fracao.

Tabela 2. Concentracdo de histamina da fracao
dialisavel do latex de P. pudica (DLPp).

DLPp Histamina (ug/mL)
Amostra 1 23,0
Amostra 2 22,5
Amostra 3 22,7
Média 22,7+0,2

O valor de concentragdo de histamina (média £ E.P.M.) foi
determinado em triplicata, sendo estimado a partir de uma
solug&o metandlica da fracdo DLPp de 6 mg/mL.
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6 DISCUSSAO

O latex de plantas tem sido explorado pelo seu potencial farmacolégico em
modelos de inflamac&o. Isso € notavel em estudos que mostram tanto o potencial de
moléculas laticiferas em reduzir o processo inflamatério como de induzi-lo (SINGH;
AZIZ et al., 2018). No presente estudo, somente a fracdo dialisavel do latex de P.
pudica (DLPp) apresentou acao pro-inflamatéria no modelo de edema de pata
enquanto PLPp, anteriormente mostrada por inibir eventos inflamatorios
(FERNANDES et al., 2015), ndo apresentou efeito pro-inflamatorio.

O latex € um fluido heterogéneo composto por varias moléculas e pode
apresentar atividades distintas em modelos de inflamacédo. Isso pode ser
evidenciado no estudo realizado por Alencar e colaboradores (2006), em que
observaram a coexisténcia dos efeitos anti- e pro-inflamatoério no latex de Calotropis
procera, promovidas por moléculas de tamanhos diferentes e que foram separadas
utilizando procedimento experimental semelhante ao desenvolvido aqui.

A fim de avaliar o envolvimento da migracdo de células de defesa no
processo inflamatério desencadeado por DLPp, foi realizado o ensaio de
guantificacdo da atividade da mieloperoxidase. Esta € uma enzima oxidativa tida
como um marcador indireto de migracao celular, pois € sintetizada e armazenada
nos granulos azurdfilos dos neutrdéfilos (KLEBANOFF, 2005). Tal participacao celular
é tida como pico de resposta da fase tardia da inflamacao (32 e 42 hora) (DI ROSA;
WILLOUGHBY, 1971), em que ha acentuada migracdo de neutréfilos (DI ROSA,
1972; KULINSKY, 2007). Os resultados obtidos demonstraram que nado houve
alteracdo da atividade de MPO quando DLPp foi injetada na pata do animal,
sugerindo que ndo ha envolvimento de células de defesa no efeito pré-inflamatério
estudado. Os dados obtidos foram diferentes daqueles encontrados por Alencar e
colaboradores (2006), ao observaram, no modelo de peritonite, que a fracéo
dialisavel do latex de C. procera apresentou efeito pré-inflamatério, mas com um
aumento significativo na contagem de células.

Considerando que o pico edematogénico da fracdo DLPp foi formado nos
primeiros 30 minutos do processo inflamatério, foram conduzidos ensaios cujos

objetivos foram inferir um possivel mecanismo de acgdo inflamatéria da fracao.
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Baseado no fato de que o padrdo de permeabilidade vascular do tipo resposta
imediata transitoria aparece entre 10 e 30 minutos apés estimulo inflamogeno pela
liberacdo de mediadores quimicos como a histamina, serotonina e bradicinina
(BECHARA; SZABO, 2006), ensaios com anti-inflamatorios anti-histaminicos foram
realizados a fim de verificar se DLPp pode atuar ou ndo causando um edema
histaminérgico. Para isso foi utilizado Cloridrato de Prometazina, um anti-histaminico
que antagoniza efeitos centrais e periféricos de histamina mediada por receptores do
tipo H1. Este esta relacionado a diminui¢cdo da permeabilidade capilar, formacéo de
edema e prurido, 0s quais sao caracteristicos da acdo de histamina nos receptores
H1. Mais especificamente, o farmaco bloqueia o sitio de ligacdo do receptor H1,
evitando a atividade da histamina a nivel celular (CANTISANI et al., 2013). Os dados
obtidos evidenciam uma tendéncia de reducdo do edema induzido por DLPp,
indicando que a via pela qual o edema esta sendo formado pode estar relacionada a
moléculas da fracdo DLPp que tém afinidade pelos receptores histaminicos do tipo
H1.

Além disso, foi investigado se houve producao de radicais livres no processo
inflamatorio induzido por DLPp por meio da determinacdo da atividade de
superéxido dismutase (SOD). Esta enzima é considerada um marcador molecular
indireto de estresse oxidativo tecidual, pois degrada espécies reativas de oxigénio e
aumenta a permeabilidade vascular devido a lesdo de células (MITTLER, 2002;
BECHARA; SZABO, 2006; NIU et al., 2015). Foi observado que SOD n&o
apresentou sua atividade alterada durante o processo inflamatério induzido por
DLPp. Esse dado corrobora com o fato de que ndo houve inflamagdo mediada por
células no efeito pré-inflamatério de DLPp uma vez que o estresse oxidativo gerado
pela inflamacdo esta relacionado a migracdo de células fagociticas ativadas, as
quais liberam uma grande quantidade de espécies reativas de oxigénio, como por
exemplo, superdxidos (FIALKOW; WANG; DOWNEY, 2007).

Objetivando avancar na caracteriza¢do bioquimica da fracdo DLPp no que diz
respeito a identificacdo de moléculas que poderiam estar envolvidas com o efeito
pro-inflamatério observado, DLPp foi avaliada quanto a presenca de
proteinas/peptideos e quanto a presenca de moléculas semelhantes a histamina. A
dosagem de proteinas soluveis pelo método de Bradford mostra pioneiramente que
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existem moléculas de natureza proteica na fracdo estudada. No entanto, sua
concentracdo é baixa e menor do que a observada na fragdo PLPp, a qual possui
um valor de 650 pg/mL (FERNANDES, 2014), enquanto DLPp possui um valor
quase dez vezes menor (69 pg/mL).

A andlise do perfil de proteinas através de eletroforese para investigacdo de
peptideos permitiu a visualizacdo de compostos de natureza proteica com baixa
massa molecular inferior a 8 kDa em DLPp. Esse resultado revela a presenca de
possiveis peptideos na fracdo DLPp, os quais podem estar envolvidos na indugéo do
efeito pro-inflamatério observado. A literatura aponta a identificacéo de peptideos de
origem laticifera como é o caso de Alencar et al. (2006) que mostram a presenca de
peptideos na fracdo dialisavel do latex de C. procera com acédo pro-inflamatoria no
modelo de peritonite.

Apesar do latex de P. pudica ser rico em proteinas (FERNANDES, 2014) e o
fato de que a hipersensibilidade ao latex de plantas em algumas pessoas se da pela
presenca das proteinas (REIS, 1994; GOMES, 2006; CABANES et al., 2012), ndo
seria possivel dizer claramente, neste momento, que sdo proteinas/peptideos as
responsaveis pela formacdo do leve efeito edematogénico observado pela fracdo
DLPp. Por outro lado, € importante destacar que compostos pré-inflamatorios, como
aminas vasoativas, tém sido identificados em fluidos laticiferos de plantas
(SHIVKAR; KUMAR, 2003). Dessa forma, a investigacao da presenca de moléculas
semelhantes a histamina na fracdo DLPp foi realizada para elucidar se este tipo de
molécula estaria presente em DLPp e associado ao efeito pro-inflamatorio
observado.

Os dados de quantificagdo de histamina em DLPp revelaram a presenca
desta molécula na fracdo. Foram observados em média 3,7 mg de histamina por
grama de DLPp. A presenca de histamina foi também vista no latex seco de C.
procera com uma estimativa de 6,13 ug/g da fracdo alvo de estudo (SHIVKAR,;
KUMAR, 2003). Outras plantas, como a urtiga (Urtica urens) e uva-de-cdo (Tamus
communis), sdo descritas como produtoras de histamina e causadoras de efeitos
pré-inflamatérios (SCHMIDT; MOULT, 1983; CZARNETZKI et al., 1990).

O efeito edematogénico causado pela histamina € visto devido seu potencial

em provocar aumento da permeabilidade vascular, eritema e edema. Isso foi
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demonstrado pela primeira vez em 1927 quando Thomas Lewis injetou histamina por
via intracuténea em tecido dérmico (LEWIS, 1927). No entanto, este pode também
variar conforme o modelo utilizado para o ensaio, como por exemplo, a poténcia de
inflamabilidade da histamina € maior em coelhos do que em ratos (LEME, 1981).
Considerando que somente o grupo DLPp 300ug/pata foi estatisticamente
significativo para o efeito edematogénico, € possivel estimar que a quantidade de
histamina injetada na pata do animal foi de 1,13 pg/pata. Sugere-se, dessa forma,
que a fracdo DLPp do latex de P. pudica contém uma quantidade de histamina
suficiente para desencadear um efeito pré-inflamatério significativo e, ao mesmo
tempo, ndo duradouro.

Em relacdo a atividade anti-inflamatéria de PLPp contra o edema de pata
induzido por DLPp, é possivel sugerir que tal atividade pode estar envolvida com a
inibicdo da acao de histamina por parte de PLPp. Esse resultado corrobora com o
estudo de Fernandes e colaboradores (2015), em que foi verificado a capacidade de
PLPp inibir a formagé&o do edema na pata dos animais induzido pela administracao
intraplantar de histamina. Este achado é bastante interessante, uma vez que revela
a presenca das atividades antagonistas (anti e pré-inflamatérias) no latex de P.
pudica e o fato de que a fracdo com acdo anti-inflamatéria é capaz de reverter a
inflamacéo induzida pela fracao pro-inflamatoria.

Em adicéo, os dados demostraram que PLPp néo foi capaz de induzir evento
pré-inflamatério quando administrado por via intraplantar nos animais. Estudo
anterior demonstrou que a administracdo de PLPp na cavidade peritoneal de
camundongos durante 10 ou 20 dias consecutivos, mostrou ndo alterar
significativamente os niveis de parametros inflamatérios no figado, rins e bago de
animais (SOUZA, 2018), evidenciando que PLPp esta estreitamente relacionada a
reducao da inflamacao e ndo com sua inducéo.

Por fim, a analise da capacidade de DLPp inibir o evento inflamatério induzido
por carragenina foi investigado. O tratamento dos animais com diferentes
concentragcdes de DLPp néo foi capaz de inibir o efeito edematogénico induzido pelo
agente inflamatério. Estudo realizado por Brito (2018) revelou que DLPp apresenta
atividade antioxidante promovida por flavonoides, moléculas descritas por

apresentarem acao anti-inflamatoria (RAUF et al., 2016; FAN et al., 2018). A néo
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observacdo de efeito pode estar relacionada ao baixo teor de flavonoides nessa
fracdo, o qual é de 1,22 miligrama equivalente de quercetina por grama de DLPp ou
a auséncia de tal atividade por este grupo de molécula presente no latex de P.
pudica.
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7 CONCLUSOES

O estudo realizado permite concluir que as propriedades pro- e anti-
inflamatoéria coexistem no latex de P. pudica, podendo estas serem separadas por
meio de etapas de centrifugacao e didlise.

Dentre as duas fracGes obtidas, a fracdo DLPp foi aguela que apresentou
atividade pré-inflamatéria ao passo que nao apresenta propriedades anti-
inflamatoérias. A inflamacdo promovida por DLPp parece ndo envolver o
recrutamento de células de defesa. Dessa forma, sugere-se que DLPp pode atuar
exclusivamente na fase vascular da inflamac&o. No que se refere a sua composicao,
€ notavel a presenca de peptideos e histamina, 0os quais parecem estar envolvidas
com o efeito pro-inflamatério promovido por DLPp. No entanto, € necessario
investigacdo mais aprofundada para sua confirmacao.

A fracdo PLPp, detentora de acdo anti-inflamatéria, ndo induz efeito pro-
inflamatério quando administrada por via intraplantar em camundongos. Apresenta
tendéncia de efeito anti-inflamatorio frente ao edema induzido por DLPp, evento
esse provavelmente relacionado a presenca de proteinas que possam atuar
bloqueando receptores de histamina.

Este € o primeiro relato que mostra a presenca concomitante de duas
atividades distintas do latex de P. pudica em modelo de edema de pata,
evidenciando que a fracdo de baixa massa molecular (< 8 kDa) é inflamdgena ao
passo que sua fracdo de alta massa molecular (> 8 kDa) reduz a inflamacéo
induzida pela primeira.

Tendo em vista a atividade pré-inflamatéria que o latex de P. pudica pode
desencadear, esses dados podem ajudar a projetar novas alternativas para tratar as
reacoes inflamatérias locais caracteristicas da exposicdo ao latex produzido por
Plumeria pudica, norteando para um possivel tratamento que neutralize a reacéo.
Além disso, a fracdo DLPp é vista como uma potencial fonte de moléculas
inflamoégenas, a partir da qual modelos de inflamagédo podem ser desenvolvidos,

bem como servir de base para estudos de moléculas imunoestimuladoras.
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