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RESUMO
O sistema imune inato € capaz de promover respostas inflamatorias imediatas a lesoes e atua
como mecanismo inicial de defesa no corpo, estando seus defeitos associados a respostas
exacerbadas, como na asma, ou a deficiéncias que levam a infecgdes graves, de aparecimento
rapido. Assim, um melhor entendimento do processo inflamatorio, bem como a utilizagao
de moléculas modulatorias é de extrema importancia. Polissacarideos de plantas sao
reconhecidos por suas atividades antiviral, antitumoral, imunoestimulante, anti-inflamatoria
e anticoagulante. O extrato polissacaridico da casca de Caesalpinia ferrea
(Caesalpinioideae), planta muito utilizada na medicina popular, possui efeito cicatrizante de
feridas. O presente estudo avaliou a atividade inflamatoria de extratos polissacaridicos
obtidos da casca (EPC), vagens (EPV) e folhas (EPF) de Caesalpinia ferrea. A planta foi
coletada em Custodio, municipio de Quixada-CE, para extragao dos polissacarideos. Casca,
vagens e folhas foram suspensas em metanol, ressuspensas em NaOH (0,1 M), neutralizadas
com HCI (1 M) e avaliadas quanto aos teores de carboidrato e proteina. EPC, EPV e EPF
foram testados em ratos Wistar fémeas (150-250g) no modelo de edema de pata, induzido
pela administragao subcutanea (s.c.) intraplantar de dextrana (300 pg), carragenana (300 pg)
ou dos extratos polissacaridicos (0,01, 0,1 e 1 mg/kg), e mensurado por plestismometria (0-
8 horas). Os extratos polissacaridicos apresentaram elevado teor de carboidratos (EPC: 44%;

EPV: 31%; EPF: 44%) e atividade edematogénica, com maior
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eficacia na dose de 1 mg/kg: EPC (0,75+0,05 mL vs. salina: 0,45+0,04 mL); EPV (0,46+0,06
mL; vs salina: 0,16+0,02 mL); EPF (0,3=0,01 mL; salina: 0,18+0,02 mL).

Além disso, o efeito edematogénico apresentado pelos extratos foram inferiores aos dos
induzidos pelos agentes flogisticos carragenana e dextrana: EPC: 1,5X vs. carragenana
(93,746,1) e 1,2x vs. dextrana (76,5+5,0); EPV: 1,6x vs. carragenana (82,5+6,1) e 3,9x vs.
dextrana (76,5+5,0); EPF: 2.8x vs. carragenana (93,7+6.1) e 2,1x vs.-dextrana (76,5£5,0).
Conclui-se que EPC, EPV e EPF apresentam efeito edematogénico em grau diferenciado em
ratos, sendo o do EPF de menor intensidade, sugerindo seu uso como imunoestimulante.

Palavras-chave: Caesalpinioideae, Polissacarideos vegetais, Inflamagao.

ABSTRACT

The innate system is able to promote immediate inflammatory response to injuries, acting as
an initial defense mechanism, being its failing associated to exacerbated response as asthma
or to deficiencies, that lead to rapid serious infection. Thus, the better understanding of this
process as well as the use of modulatory molecules is extremely important. Plant
polysaccharides are recognized for its antiviral, antitumor, immunostimulant, anti-
inflammatory and anticoagulant effects. Polysaccharide extract obtained from Caesalpinia
ferrea barks, a plant widely is used in folk medicine for wound healing, among others. This
effect had been confirmed for the polysaccharide extract obtained from its barks. The present
study evaluated the inflammatory activity of polyssaccharide extracts obtained from barks
(PEB), pods (PEP) and leaves (PEL) of Caesalpinia ferrea. The plant was collected at
Custodio, Quixada-CE for obtention of the polyssaccharide extracts. Barks, pods and leaves
were suspended in methanol, re-suspended in 0.1 M NaOH, neutralized with 1 M HCI and
evaluated for carbohydrate and protein content. PEB, PEP and PEL were tested in female
Wistar rats (150-250g) in the model of paw edema induced by subcutaneous (s.c.)
intraplantar administration of dextran (300 pg), carrageenan (300 pg) or polyssaccharide
extracts (0.01, 0.1 e 1 mg/kg) and measured by plesthysmometry (0 - 8h). C. ferrea
polyssaccharide extracts presented high content of carbohydrate (PEB: 44%: PEP: 31%;
PEL: 44%) and edematogenic activity, with maximal efficacy at 1 mg/kg: PEB (0.75+0.05
mL vs. saline: 0.45+0.04 mL); PEP (0.46+0.06 mL; vs saline: 0.16+0.02 mL); PEL (0.3+0.01
mL; saline: 0.18+0.02 mL). In addition, the edematogenic effect presented by the extracts
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were inferior compared to those induced by the flogistic agents carrageenan or dextran: PEB:
1.5x vs. carrageenan (93.7+6.1) and 1.2x vs. dextran (76.5+5.0); PEP: 1.6x vs. carrageenan
(82.5+6.1) and 3.9x to dextran (76.5+5.0); PEL: 2.8x inferior to carrageenan (93.7+6.1) and
2.1x vs. dextran (76.5+5.0). In conclusion PEB, PEP and PEL induce edematogenic effect
at different degrees in rat, being that of PEL of minor intensity, suggesting its use as
immunostimulant.

Keywords: Caesalpinioideae, Plant polysaccharides, Inflammation

INTRODUCAO

A inflamagao, componente de nosso sistema imune inato, € um fenomeno complexo
e multimediado, que atua no intuito de eliminar microorganismos ou outros agentes
agressores, bem como no reparo tecidual. Apesar do carater fisiologico, a inflamagao
apresenta potencial lesivo aos tecidos, como na asma, choque séptico e rejei¢ao de enxertos,
em que o evento inflamatorio € a causa maior de morbidade e mortalidade (MOILANEN,
2014). Em outros casos, esse processo se da de maneira deficiente, em que os pacientes
apresentam dificuldades em desenvolver uma resposta adequada contra agentes agressores,
tal como ocorre na imunossupressao. No entanto, as patologias associadas ao processo
inflamatorio ainda ndao sao bem compreendidos, abrindo possibilidades de estudos de
substancias naturais, que possam interferir neste complexo processo biologico.

Os polissacarideos isolados de plantas superiores tém sido amplamente estudados
na pesquisa biomédica, destacando-se como biomoléculas capazes de modular atividades
celulares, principalmente no que se refere ao sistema imune, atuando no processo
inflamatorio. Com relagdo as atividades biologicas (in vitro e in vivo), os polissacarideos
isolados de plantas superiores apresentam atividades anticoagulante e antitrombotica
(SOUZA et al., 2015), anti-inflamatoria (PEREIRA er al., 2012a,, b), anti-tumoral (XIE et
al., 2016), antioxidante (SZEWCZYK er al., 2018), antidiabetica (WANG, 2018),
inflamatoria (ASSREUY et al., 2016), imunoestimulante (OVODOV, 2010) e cicatrizante
(PEREIRA et al., 2016). Além disso, estes compostos apresentam baixa toxicidade
(OVODOV, 2010).
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A Caesalpinia ferrea Mart (Caesalpmnioideae) ¢ uma planta do tipo leguminosa,
amplamente distribuida no Norte e Nordeste brasileiro e popularmente conhecida como
"pau-ferro" ou "juca". Suas cascas sdo usadas na medicina popular, para tratar enterocolites
(BALBACH, 1972), reumatismo e feridas (OLIVEIRA et al.; 2010) e suas partes aéreas para
tratamento do Diabetes bem como de varios sinais clinicos/sindromes como, reumatismo,
diarréia, inflamacao e dor (BRAGANCA 1996; BALBACH, 1972; HASHIMOTO, 1996:
GOMES, 2003).

Experimentalmente, demonstrou-se para os extratos brutos da casca e das vagens
de C. ferrea as agOes antinociceptiva (FREITAS et al., 2012) e anti-inflamatoria
(CARVALHO er al., 1996). Para os extratos das folhas, foram demonstrados os efeitos anti-
ulcerogénico (BACCHI e SERTIE, 1994; BACCHIE er al, 1995) e antioxidante
(NAWWAR er al., 2015).

Estudos que avaliaram o efeito de extratos e fragdes polissacaridicas isoladas das
vagens de C. ferrea demostraram atividade anti-inflamatoria em ratos (PEREIRA er al.,
2012b) e do extrato polissacaridico obtido das cascas efeito cicatrizante de feridas cutaneas
excisionais (PEREIRA et al., 2016), demonstrando um possivel efeito modulatorio do
processo inflamatorio

O presente estudo teve por objetivo avaliar o efeito edematogénico dos extratos
polissacaridicos obtidos da casca, folhas e vagens de C. ferrea no modelo de edema de pata

em ratos.

MATERIAL E METODOS

Animais

Ratos Wistar fémeas (150-200 g), provenientes do Biotério Central da Universidade
Federal do Ceara (UFC), foram mantidos sob condi¢oes adequadas de luz (12 h claro/12 h
escuro) e temperatura (25 °C), recebendo ragao e agua ad libitum e manipulados de acordo
com principios eticos mternacionais. Todos os protocolos experimentais adotados no
presente trabalho foram aprovados pelo Comité de FEtica da UECE (CEUA n°
5748564/2015).

Identificacio e coleta da planta
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A identificagdo da espécie da planta foi realizada pela botanica Profa. MSc.
Vaneicia dos Santos Gomes e a exsicata (n° 46085) depositada na Faculdade de Educacao,
Ciéncias e Letras do Sertao Central (FECLESC/UECE). Uma duplicata da amostra foi
depositada no Herbario Prisco Bezerra da UFC.

As partes das plantas de Caesalpinea ferrea (vagem sem sementes, casca e folha)
foram coletadas na localidade de Custodio, municipio de Quixada-CE, lavadas com agua
destilada, secas em estufa a 40 °C e moidas em triturador de alimentos para obtencao do po

sendo armazenado em recipiente hermeticamente fechado.

Extracao dos polissacarideos

Cinco gramas do po seco foram suspensos em metanol absoluto (1:50, p/v, 76 °C,
2 h), homogeneizados e as suspensoes filtradas em tecido de nylon (procedimento repetido
2x), para a despigmentagao e remocao de contaminantes lipidicos. O residuo msoluvel foi
ressuspenso em NaOH 0,1 M (1:50, p/v, 97 °C, 2h), homogeneizado e centrifugado (2496 xg,
15 min, 25 °C) (procedimento repetido 3x) para extrag¢ao de hemicelulose e polissacarideos,
pecticos ancorados a parede celular. Os sobrenadantes alcalinos foram reunidos,
neutralizados com HCI1 1 M, precipitados em quatro volumes de etanol e re-centrifugados
nas mesmas condigdes. Os sobrenadantes foram dialisados em agua destilada por 72 h,
centrifugados (2496xg, 15 min, 25 °C) e os sobrenadantes finais, contendo os extratos
polissacaridicos das cascas (EPC), vagens (EPV) e folhas (EPF) de C. ferrea liofilizados
(PEREIRA er al., 2012a). Os extratos foram analisados quimicamente, quanto aos teores de
carboidratos totais a 490 nm (DUBOIS er al., 1956) e de proteinas totais a 595 nm
(BRADFORD, 1976), utilizando-se D-galactose, acido D-galacturonico e albumina sérica

bovina como padrdes.

Avaliacio do efeito inflamatorio dos extratos polissacaridicos de C. ferrea no modelo

de edema de pata

O edema de pata foi avaliado por pletismometria, por meio da medida dos volumes
das patas de cada animal antes (tempo zero) e apos a inje¢ao dos estimulos inflamatorios ao
longo do seu curso temporal. O edema foi calculado como a diferenca entre o volume das
patas direitas de cada animal, nos diferentes tempos apos a administra¢ao do estimulo e no

tempo zero. Os resultados foram expressos em mL (curso temporal) e area sob a curva-ASC
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(unidades arbitrarias) (LANDUCCI er al., 1995). A ASC foi avaliada no periodo de 0 a 120
min do curso temporal do efeito edematogénico, visto que esse periodo correspondeu ao
exponencial das curvas dose — resposta.

Os extratos polissacaridicos (0,01; 0,1: 1,0 mg/Kg: 0,1 mL/100 g de peso corporal)
oriundos de C. ferrea (casca, vagem e folha), dextrana ou carragenana (300ug/pata) foram
administrados por via subcutanea (s.c.) nas patas de cada animal, como estimulo
inflamatorio. Os animais-controle receberam solugao salina estéril (NaCL 0.9%), em lugar

dos estimulos inflamatorios.

Analise estatistica

De todos os experimentos, foram calculadas as medias das respostas = erro padrao
da meédia. As diferencgas estatisticas entre os grupos foram obtidas por analise de variancia
(ANOVA) e pelo pos-teste de Bonferroni, tendo sido considerados significativos valores de
p<0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados do trabalho mostraram o efeito nflamatorio dos extratos
polissacaridicos totais extraidos das vagens, cascas e folhas de Caesalpinea férrea em
modelo de edema de pata em ratos.

A extragao dos extratos polissacaridicos das vagens (EPV) e cascas (EPC) de C.
Jerrea produziu rendimentos de 2,8% e de 3,1%, respectivamente, superiores aos obtidos do
extrato das folhas (EPF), que foi de 1.4%. Rendimentos similares ja haviam sido descritos
para os extratos polissacaridicos das sementes de 4zadirachta indica (1,3%) (PEREIRA et
al., 2012b) e das cascas de Geoffroea spinosa (5%) (SOUZA et al., 2015), obtidos pelo
mesmo metodo de extracdo.

A analise quimica dos extratos polissacaridicos revelou maior teor de carboidratos
no EPC (44,3%) e no EPF (44%), em comparacao ao EPV (31%), enquanto que os menores
teores de contaminantes proteicos foram demonstrados para o EPV (3%) e EPF (3,5%), em
comparag¢do ao EPC (6%) (Tab. 1).
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Tabela 1: Rendimento e analise quimica dos polissacarideos totais de diferentes partes

(vagem, casca, folha) de C. férrea.
iDubois (1956); "Bradford (1976); ¢ Pereira (2012a); YPereira (2016).

Extratos Rendimentos *Carboidratos totais  "Proteinas totais
polissacaridicos (%) (%) (%)
‘EPV 2,8 31 3
YEPC 3,1 443 6
EPF 1,4 < 35

A avaliac¢@o dos extratos polissacaridicos de C. ferrea no modelo de edema de pata
demonstrou que, tanto aqueles obtidos das cascas (EPC) e das vagens (EPV), quanto das
folhas (EPF) induziram edema de pata; entretanto, de forma diferenciada.

O EPC nas doses de 0,1 mg/kg (0,73+0,05 mL) e 1 mg/kg (0,75+0,05 mL) induziu
edema, a partir de 30 min, comparado ao controle salina (0,45+0,04 mL), enquanto que, na
dose de 0,01 mg/kg, o efeito so foi iniciado aos 60 min. Na dose de 1 mg/kg, o efeito
edematogénico do EPC perdurou até 420 min (Fig. 1A). Considerando que a fase
exponencial do curso temporal do edema ocorreu até 120 min, neste periodo o EPC (1
mg/kg) produziu resposta de maior eficacia (ASC: 61,5+4.4), cerca de 1,8x superior a salina
(ASC: 32,2+5,3) (Fig. 1B). Além disso, o efeito edematogénico apresentado pelo EPC foi
1,5x inferior ao induzido pela carragenana (ASC: 93,7+6,1) e 1,2x inferior ao da dextrana
(ASC: 76,5+5,0).
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=¥~ EPC (1 mgkg)
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E
m
g
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Figura 1a: Efeito edematogénico do EPC de Caesalpinia ferrea
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Figura 1b: Efeito edematogénico do EPC de Caesalpinia ferrea

O edema de pata foi induzido pela administragao subcutanea (s.c) do EPC (0,01;
0,1: 1 mg/Kg), carragenana 300 pg/pata ou dextrana 300 pg/pata. O grupo controle negativo
recebeu salina (0,1 mL/100 g de peso corporal); (A) curso temporal do edema induzido por
EPC (mL); (B) Area sob a curva (ASC) (unidades arbitrarias). Média + E.P.M. (n=6). PS:

*p<0,05 em relacdo a salina. EPC: extrato polissacarideo da casca.

O EPV induziu edema de pata, a partir de 30 min, em todas as doses testadas (0,01
mg/kg: 0,35+0,02 mL; 0,1 mg/kg: 0,46+0,03 mL; 1 mg/kg: 0.46+0,06 mL; vs salina:
0,16+0,02 mL), se mantendo até os 300 min em todas as doses (Fig. 2A). Na dose de 1
mg/kg, o efeito edematogénico do EPV foi 2.4x (ASC: 51+5.7) superior a salina (ASC:
2,2+2.5) nas duas primeiras horas (Fig. 2B). Além disso, o efeito edematogénico apresentado
pelo EPV foi 1,6x inferior ao induzido pela carragenana (ASC: 82,5+6,1) e 3,9x inferior ao
da dextrana (ASC: 76,5+5.0).
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Figura 2a: Efeito edematogénico do EPV de Caesalpinia ferrea.
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Figura 2b: Efeito edematogénico do EPV de Caesalpinia ferrea.

O edema de pata foi induzido pela administragao subcutanea (s.c) do EPV (0,01;
0,1; 1 mg/Kg), carragenana (300 pg/pata) ou dextrana (300 pg/pata). Os animais controle
receberam salina (0,1 mL/100 g de peso corporal); (A) curso temporal do edema induzido
por EPV (mL); (B) Area sob a curva (ASC) (umidades arbitrarias). Meédia = E.P.M. (n= 6).

PS: *p<0.05 em relagdo a salina. EPV: extrato polissacarideo da vagem.
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O EPF induziu edema de pata, a partir de 30 min, somente na dose de 1 mg/kg
(0,3+0,01 mL vs. salina: 0,18+0,02 mL), efeito que foi mantido até 420 min (Fig. 3A). Este
efeito fo1 3.5x (ASC: 36,7+2,7) superior a salina (10,5+2,5) nas duas primeiras horas (Fig.
3B). Aléem disso, o efeito edematogénico apresentado pelo EPF foi 2,8x inferior aquele

induzido pela carragenana (ASC: 93,7+6,1) e 2,1x inferior ao da dextrana (ASC: 76,5£5,0).
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Figura 3a: Efeito edematogénico do EPF de Caesalpinia férrea.
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Figura 3b: Efeito edematogénico do EPF de Caesalpinia férrea.
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O edema de pata foi induzido pela administragao subcutanea (s.c) do EPF (0,01;
0,1; 1 mg/Kg), carragenana (300 pg/pata) ou dextrana (300 pg/pata). Os animais-controle
receberam salina (0,1 mL/100 g de peso corporal); (A) curso temporal do edema induzido
por EPF (mL); (B) Area sob a curva (ASC) (unidades arbitrarias). Média + E.P.M. (n= 6).
*p<0,05 em relagao a salina. EPF: extrato polissacarideo da folha.

E importante destacar que o efeito dos extratos das diferentes partes da planta foi
menos eficaz do que os induzidos pelos estimulos flogisticos dextrana e carragenana,
moléculas de polissacarideos compostas por monomeros de glicose e galactose,
respectivamente, conhecidas pelos efeitos inflamatorios agudos em modelos experimentais.
O edema de pata induzido por carragenana é bifasico, sendo que a fase inicial é caracterizada
por extravasamento proteico, com participacao dos mediadores inflamatorios bradicinina,
histamina e serotonina e a fase tardia caracterizada por intenso infiltrado neutrofilico, com
participacdo de prostaglandinas, oxido nitrico e citocinas (DI ROSA er al., 1971; KATZ et
al., 1984). Por outro lado, o edema de pata induzido por dextrana é exclusivamente osmotico,
no qual ocorre aumento de permeabilidade vascular, sem a presenca de infiltrado
neutrofilico, mediado por bradicinina, histamina e serotonina (LO er al.,1982).

O efeito edematogénico dos extratos polissacaridicos de C. ferrea demonstrado no
presente estudo esta de acordo com o ja bem descrito efeito imunoestimulante de
polissacarideos de plantas (OVODOV, 2010). Além disso, estes resultados apoiam o efeito
inflamatorio demonstrado para o extrato polissacaridico das cascas de Mimosa tenuiflora
(ASSREUY et al., 2016), planta pertencente a mesma familia de C. ferrea (Leguminosae),
tendo sido utilizado o mesmo metodo de extracdo e avaliado no mesmo modelo

experimental.

CONCLUSOES

Diante do conjunto de dados obtidos no presente estudo, conclui-se que os extratos
polissacaridicos das cascas, vagens e folhas de C. ferrea revelam altos teores de carboidrato

e efeito mnflamatorio agudo em ratos.
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