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RESUMO

Os medicamentos anti-inflamatérios e analgésicos atualmente disponiveis no
mercado apresentam limitac6es quanto ao uso. Assim, a Indigofera suffruticosa se
apresenta como potencial fonte de prospeccédo de novos compostos biologicamente
ativos. Devido a grande diversidade quimica de substancias presentes nessa espécie
vegetal, algum ativo da I. suffruticosa pode vir a apresentar um melhor perfil de
toxicidade e eficacia que os farmacos atualmente utilizados na clinica. O extrato
aguoso de . suffruticosa (EAlsu) foi obtido por maceracéo dinamica das folhas secas
trituradas com agua destilada. A atividade anti-inflamatdria foi avaliada pela inibicdo
do edema de pata induzido por carragenina e pela inibicdo da desnaturacao proteica,
enquanto a atividade antinociceptiva foi avaliada pela inibicdo das contorces
abdominais induzidas por acido acético e pelo teste da formalina. o EAlsu, na dose de
20 mg/kg, apresentou inibicbes do edema superiores a 90% nos intervalos
amostrados entre 1 e 4h, e 84% em 5h. Na dose de 0,5 mg/mL o EAlsu apresentou
inibicdo da desnaturacdo proteica semelhante a indometacina, no entanto, nao
apresentou um comportamento de dose dependéncia. Além disso, o EAlsu foi capaz
de inibir o numero de contor¢ces abdominais induzidas por acido acético em 58,17%,
além de promover uma inibicdo estatisticamente igual a indometacina do tempo de
lambida na segunda fase do teste da formalina (fase inflamatoéria). Assim, o presente
estudo mostrou a presenca de atividade anti-inflamatéria no EAIsu. Espera-se em
pesquisas futuras que as substancias responsaveis por essa atividade farmacoldgicas

sejam isoladas e que os mecanismos de acdo dessas atividades sejam elucidados.

Palavras-chave: Indigofera suffruticosa; anti-inflamatério; contorcdo abdominal,
edema; antiartrite.



ABSTRACT

Anti-inflammatory and analgesic drugs currently available for human use have
limitations in their use. Thus, Indigofera suffruticosa is a potential source for
prospecting new biologically active compounds that may have a better toxicity and
efficacy profile. Aqueous extract of I. suffruticosa (EAlsu) was obtained by dynamic
maceration of crushed dried leaves with distilled water. Anti-inflammatory activity was
evaluated by inhibition of carrageenan-induced paw edema and inhibition of protein
denaturation, while the antinociceptive activity was evaluated by inhibition of acetic
acid-induced abdominal contortions and the formalin test. EAlsu, at a dose of 20
mg/kg, showed edema inhibition greater than 90% in the intervals sampled between 1
and 4h, and 84% in 5h. At a dose of 0.5 mg/mL, EAlsu showed protein denaturation
inhibition similar to indomethacin, however, it was not dose-dependent. Additionally,
EAlsu was able to inhibit the number of acetic acid-induced abdominal contortions by
58.17%, and promote statistically equal inhibition to indomethacin of the licking time in
the second phase of the formalin test (inflammatory phase). Thus, the present study
showed presence of anti-inflammatory activity in EAIsu. It is expected that in future
research, the substances responsible for these pharmacological activities will be
isolated and the mechanisms of action of these activities will be elucidated.

Keywords: Indigofera suffruticosa; anti-inflammatory; writhing; edema; antiartrite.
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1. INTRODUCAO

As plantas medicinais sdo espécies vegetais utilizadas com finalidades
curativas, por conta de substancias presentes nas mesmas que possuem
propriedades farmacologicas. Os responsaveis por essas atividades sdo o0s
metabdlitos secundarios, que sédo substancias do metabolismo vegetal que auxiliam
na adaptacdo das plantas ao ambiente, mas que ndo S&o essenciais para a
sobrevivéncia das mesmas (AHAMMED et al., 2023; BEDNAREK et al., 2012).

Os metabdlitos secundéarios sdo categorizados em varias classes quimicas,
podendo ser citado como exemplo os terpenos, esteroides, saponinas, antraquinonas,
alcaloides e os flavonoides (SIMOES et al., 2016). Assim, as plantas medicinais
constituem uma vasta biblioteca de moléculas com potencial atividade farmacologica
a serem exploradas para o futuro desenvolvimento de novos medicamentos para tratar
doencas em que as terapias atualmente disponiveis apresentem eficacia limitada ou

um elevado perfil de toxicidade.

Podendo atingir entre 1 e 2 metros de altura, Indigofera suffruticosa Miller é
uma planta medicinal que se distribui por todo o territdrio brasileiro, sendo comum
encontra-la em terrenos baldios e pastos (MATOS et al.,, 2011; LORENZI, 2000).
Conhecida popularmente como anileira, é utilizada para tratar diversas condi¢cdes
clinicas na medicina popular, como dor e febre, existindo evidéncias na literatura que
a mesma possa estar associada a atividade anti-inflamatéria e analgésica
(HASTINGS, 1990; LEITE et al., 2003).

A inflamacéo constitui uma das primeiras linhas de defesa do organismo frente
a um dano tecidual ou agente infeccioso, sendo uma resposta fundamentalmente
protetora com o0 objetivo de eliminar a causa inicial da injaria e restabelecer a
homeostase (SUGIMOTO et al., 2019; ALESSANDRI et al., 2013). Apesar de ter o
objetivo de proteger o organismo, em situa¢des onde a inflamacéo é mal regulada,
mal direcionada ou ocorre contra substancias indcuas, a inflamacao passa a ser causa
de doencas (KUMAR; ABBAS; ASTER, 2015). De forma semelhante, a dor também
exerce uma funcao de protecao para o organismo ao alertar sobre condi¢des nocivas,
mas existem condi¢cdes onde a dor exacerbada passa a ser algo prejudicial para o
individuo (LEE; NEUMEISTER, 2020).
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A inflamacao e a dor estdo presentes em diversas condi¢des clinicas, muitas
vezes sendo necessario realizar o manejo das mesmas através de medicamentos, e
os anti-inflamatérios ndo esteroides (AINES) constituem os medicamentos mais
utilizados para tratar as afeccdes inflamatérias e dolorosas (HIJOS-MALLADA,;
SOSTRES; GOMOLLON, 2022; BATLOUNI, 2010). Os efeitos farmacolégicos dessa
classe séo explicados principalmente pela inibicdo da sintese de prostanoides ao inibir
enzimas cicloxigenases (COX-1 e COX-2) (KATZUNG; MASTERS; TREVOR, 2017).
Entretanto, a utilizacdo desses medicamentos, especialmente quando por tempo
prolongado, em altas doses e em pessoas idosas, estdo associados a efeitos
adversos como Uulcera péptica e insuficiéncia renal (HIJOS-MALLADA; SOSTRES;
GOMOLLON, 2022; BENSMAN, 2020). Opioides, uma outra classe de medicamentos
utilizadas para tratar afec¢des dolorosas, também apresentam uma limitacdo quanto
a sua utilizacao clinica em decorréncia do seu perfil de reacdes adversas, que incluem

risco de depressao respiratéria, adiccado e dependéncia (LABIANCA et al., 2012).

Assim, existe uma limitacdo dos medicamentos atualmente disponiveis no
mercado para o tratamento da dor e inflamacao, havendo a necessidade da busca de
novas alternativas terapéuticas para essas condicdes. Nesse sentido, a I. suffruticosa
se apresenta como um potencial fonte de novas substancias com atividades
farmacoldgicas que podem apresentar um melhor perfil de eficacia e toxicidade do

gue os atualmente disponiveis no mercado.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. O processo inflamatorio

Integrando importante parte da imunidade inata e adaptativa, a resposta
inflamatoria constitui uma das primeiras linhas de defesas do organismo frente a um
dano tecidual ou a presenca de um agente infeccioso, com o objetivo de eliminar a
causa inicial da injaria, possibilitar o reparo tecidual e restaurar a homeostasia
(SUGIMOTO et al., 2019; ALESSANDRI et al., 2013). E uma resposta complexa que
envolve varios componentes, incluindo células do sistema imune, proteinas

plasmaticas, mediadores quimicos e os vasos sanguineos (WIDGEROW, 2012).

De modo geral, a resposta inflamatéria € iniciada quando células sentinelas,
como os macrofagos residentes, detectam a presenca de padrdes moleculares
associados a patégenos (PAMPSs) através de receptores, tais como receptores do tipo
Toll (TLRs) e receptores do tipo NOD (NLRs), com a subsequente liberagdo de
diversos mediadores inflamatdérios, como interleucinas (IL), fator de necrose tumoral
(TNF) e eicosanoides, como as prostaglandinas (PG) (CEN; LIU; CHENG, 2018;
CHEN; ICHINOHE, 2015; NORRIS et al., 2011). Além de detectar PAMPs, os TLRs
também reconhecem moléculas enddgenas que sao liberadas das células lesionadas,
conhecidas como padrées moleculares associadas ao perigo (DAMPs) (CEN; LIU;
CHENG, 2018; KONO; ROCK; 2008).

Os mediadores quimicos liberados vdo conduzir diferentes etapas da
inflamac&o. A histamina, tal qual outros mediadores, como leucotrienos (LT) e
bradicinina, promovem a retracdo das juncdes entre as células endoteliais,
aumentando assim a permeabilidade vascular com subsequente formacéo de edema
(LOTUFO et al., 2006). A migracao de leucdcitos para o exterior dos vasos sanguineos
€ intermediada por fatores inflamatdrios como o TNF e IL-1, que induzem células do
endotélio a expressar moléculas de adesao, como E-selectinas, molécula de adesao
de célula vascular 1 (VCAM-1) e molécula de adeséao intercelular-1 (ICAM-1), que
interagem com as seus ligantes expressos nas membranas dos leucdcitos,
possibilitando posteriormente a diapedese (MEAGER, 1999). O efeito quimiotatico de

mediadores como IL-8, fragmento C5a do complemento e LTB4, promovem o



18

deslocamento dos leucocitos até a regido lesada, seguindo o gradiente de
concentracdo dessas moléculas (KUMAR; ABBAS; ASTER, 2015).

Em uma resposta inflamatéria aguda bem sucedida, o agente desencadeador
da inflamacéo é eliminado e a resposta inflamatoéria se encerra (SUGIMOTO et al.,
2019; BUCKLEY et al.,, 2013). No entanto, se for mal sucedida e o agente
desencadeador persistir, uma resposta inflamatoria cronica serd instaurada,
apresentando caracteristicas distintas da resposta aguda (Tabela 1). O predominio de
células mononucleares (macroéfagos e linfocitos), angiogénese e fibrose sdo exemplos
de caracteristicas da inflamacéo crénica. Além disso, os cinco sinais cardinais da
inflamacéo (elevacdo da temperatura, eritema, algesia, edema e perda de fungao),
tipicamente presentes nos processos inflamatérios agudos, podem ndo ser tao
evidentes na inflamacédo crbnica, com excec¢do do ultimo (MEDZHITOV 2010;
FERGURSON, 2010; FUJIWARA; KOBAYASHI, 2005).

Tabela 1 - Comparativo entre inflamacgé&o aguda e crbnica

Inflamac&o Aguda Inflamagé&o Crbnica
inicio repentino inicio insidioso
curta duracdo longa duragéo
infec¢des, traumas, infecgBes persistentes,
queimaduras doencas autoimunes
leucocitos leucécitos
polimorfonucleares mononucleares

sinais cardinais da

. ~ fibrose, angiogénese
inflamacé&o aparentes

Fonte: O AUTOR (2023)

Apesar de ser uma resposta que essencialmente objetiva proteger o organismo
de danos teciduais e agentes infecciosos, quando é deflagrada contra substancias
inGcuas, como ocorre nas reacoes alérgicas, quando mal regulada ou mal direcionada,
a inflamagao passar a ser causa de doengas (SUGIMOTO et al.,, 2019; KUMAR,;
ABBAS; ASTER, 2015). A inflamagcdo desempenha um importante papel na
fisiopatologia de muitas condigdes clinicas, como no diabetes mellitus (OGUNTIBEJU,
2019; TSALAMANDRIS et al., 2019), insuficiéncia cardiaca (ADAMO et al., 2020),
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Alzheimer (TAO et al., 2018; TUBLIN et al., 2019), osteoartrite (CHOW; CHIN, 2020)
e cancer (GRETEN; GRIVENNIKOV, 2019).

A resposta inflamatéria exacerbada pode promover lesdo tecidual por
diferentes mecanismos, incluindo a producéo elevada de radicais livres e de outras
espécies reativas de oxigénio (ROS) e de nitrogénio (RNS), liberacdo de enzimas
proteoliticas e pela acdo do sistema complemento (TIWARI; MARTINEAU, 2023;
CHAKRABORTY; BHATTACHARYYA 2013; COOK; BOTTO, 2006; ARUMUGAM et
al., 2004). Além disso, uma inflamacao muito prolongada que causa lesdes repetitivas
pode desregular o processo normal de cicatrizacéo, levando a ativacao de fibroblastos
locais com uma deposi¢cdo excessiva de componentes da matriz extracelular (como
colageno e fibronectina) e subsequente formacéao de fiborose (HENDERSON; RIEDER;
WYNN, 2020; DUFFIELD et al., 2013). A substituicdo permanente do parénquima
tecidual por fibrose pode levar a reducéo de func¢éo tecidual e, em casos mais graves,
a faléncia do 6rgdo (HENDERSON; RIEDER; WYNN, 2020; KISSELEVA; BRENNER,
2008).

Além dos danos teciduais, a inflamacéo esta associada a dor em diversas
afeccdes. Mediadores inflamatérios, como a interleucina IL-1B, IL-6, TNF-aq,

prostaglandinas, H* e bradicinina, interagem com receptores de neurdnios
nociceptores, alterando o funcionamento de circuitos neurais envolvidos na percepgao
da dor, desencadeando dor exagerada por estimulo lesivo (hiperalgesia) e dor a partir
de estimulos nao lesivos (alodinia) (JI et al., 2011; ZHANG; AN, 2007).

2.2. Nocicepcao

Atualmente a Associacao Internacional para o Estudo da Dor (IASP) define a
dor como “uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel associada, ou
semelhante aquela associada, a uma leséo tecidual real ou potencial” (RAJA et al.,
2020). Desse modo, dor ndo é entendida como um sinénimo de nocicep¢ao, uma vez
nocicepcao se limita a atividade de neurdnios sensoriais, enquanto a dor também leva
em consideracao o estado psicoldgico de sofrimento e desconforto do individuo (RAJA
et al., 2020; SNEDDON 2019).



20

Uma das possibilidades de classificacdo da dor € em relagdo ao mecanismo
neurofisiolégico, podendo ser nociceptiva ou nao-nociceptiva (Figura 1). A dor
nociceptiva refere-se a estimulacéo dos neurbnios nociceptores em situacdes de dano
tecidual real ou potencial, com subsequente transducao e transmissao do sinal pelas
vias ascendentes da dor (ANWAR, 2016; BERRY et al., 2001). Pode ser subdividida
em dor visceral e somatica, que diferem uma da outra ndo apenas pela regido
anatdbmica, mas também por algumas das caracteristicas neurobiologicas e clinicas.
Como exemplo, a dor visceral é mais mal localizada e difusa que a dor somética, e
cada uma ativam algumas regides do coértex cerebral com intensidades distintas
(GRUNDY et al., 2019; DUNCLEY et al., 2005). Por sua vez, a dor ndo-nociceptiva
pode ser subdividida em dor neuropatica, que ocorre de forma subsequente a lesédo
ou doenca do sistema nervoso somatossensorial, € em dor idiopatica, que engloba
um amplo espectro de dores ainda mal compreendidas (FINNERUP 2021; ANWAR,
2016).

Figura 1 - Classificacdo da dor em relagdo ao mecanismo neurofisiolégico
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Fonte: O AUTOR (2023)

De modo geral existem duas vias da dor, uma ascendente e uma descendente

(Figura 2). A via ascendente inicia-se quando neurbnios sensoriais primarios, 0s
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nociceptores, sofrem um estimulo térmico, mecanico ou quimico intenso o suficiente
(potencialmente lesivo) para promover um influxo de ions, com subsequente
despolarizagdo da membrana e geracédo de um potencial de acédo (ELLISON, 2017,
GOLAN et al, 2014). Esse sinal se propaga até o terminal axonal, promovendo a
liberacdo de mediadores quimicos que irdo deflagrar o potencial de acdo nos
neurdnios secundarios da via ascendente, localizados no corno dorsal da medula
espinhal (STEEDS, 2009). O potencial de acédo se propaga para o talamo e é entdo
direcionado para o cOrtex somatossensorial, responsavel pelo processamento do
estimulo e fornecimento de informacfes sobre sua localizagéo e intensidade (YAM et
al., 2018).

Figura 2 - Vias da dor
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Na via descendente os nervos partem do cérebro para a medula espinhal e
exercem uma importante funcdo na modulacao da dor transmitida pela via ascendente
(ANWAR, 2016). Essa modulagdo pode reduzir a percep¢do da dor através de
diferentes neurotransmissores, como opioides enddgenos, norepinefrina e serotonina,
que atuam por mecanismos distintos (YAM et al., 2018). Por exemplo, opioides
enddgenos ao interagirem com os receptores opioides p, 6, K, limitam a propagacéao
do impulso nervoso ao bloguearem a liberagdo de neurotransmissores dos
nociceptores pela reducdo do influxo de calcio, bem como ao hiperpolarizar os
neurénios secundarios pelo aumento do efluxo de potassio, atuando dessa forma
tanto em nivel pré-sinaptico quanto pos-sinaptico (ELLISON, 2017; KWON et al.,
2014).

Embora a dor fisiolégica tenha a importante funcao de alertar sobre condi¢cbes
nocivas e, assim, proteger o organismo de possiveis lesdes fisicas, em situacdes em
gue a dor se torna exacerbada ela passa a ser algo prejudicial para o individuo (LEE;
NEUMEISTER, 2020). A exemplo de dores agudas que se enquadram nessa situagao,
podemos citar dores associada ao trauma, ao pdés-operatorio, e cefaleia aguda
(SMALL; LAYCOCK, 2020; KARAMCHANDANI et al., 2019; HAINER; MATHESON,
2013). Apesar de nédo existir uma delimitacdo muito clara do momento em que um
processo doloroso agudo se torna crénico, € aceita como crbénica a dor que persiste
por mais de 3 meses (TREEDE et al.,, 2019). Muitas doencas, como osteoartrite,
fibromialgia, diabetes, cefaleia tensional cronica e cancer, apresentam dor cronica
como uma de suas manifestacdes clinicas. Os pacientes afetados por essas doencas
frequentemente necessitam de um tratamento adequado para obter uma melhor
qualidade de vida (SILVA et al., 2020; KRISTOFFERSEN; FAIZ; WINSVOLD, 2019;
BENNET et al., 2019; MANTYSELKA et al., 2008; VIERCK JR, 2006).

2.3. Terapia anti-inflamatéria e analgésica

Os anti-inflamatdrios ndo esteroides (AINES) sdo uma classe de medicamento
amplamente utilizados para tratar afec¢des inflamatorias e dolorosas, sendo uma das
classes de medicamentos mais prescritas em todo o mundo (HIJOS-MALLADA,;
SOSTRES; GOMOLLON, 2022; BATLOUNI, 2010). Os principais efeitos
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farmacoldgicos desta classe de medicamentos sdo decorrentes da inibicdo das
isoformas das enzimas cicloxigenase (COX-1 e COX-2), blogueando a sintese de
prostanoides (Figura 3) (KATZUNG; MASTERS; TREVOR, 2017).

Figura 3 - Mecanismo de agéo dos AINEs
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Fonte: O AUTOR (2023).

A COX-1 é expressa constitutivamente em muitos tecidos, exercendo
importante papel na manutencdo da homeostase (Tabela 2), incluindo protecdo do
trato gastrointestinal (TGI), funcdo renal e ativacdo plaquetaria (GOMEZ-LUQUE,
2005). Por esse motivo os AINEs, principalmente quando utilizado por tempo muito
prolongado, altas doses e por pessoas de idade avancada, estdo associados a efeitos
adversos como Ulcera péptica e insuficiéncia renal (HIJOS-MALLADA; SOSTRES;
GOMOLLON, 2022; BENSMAN, 2020).

Tabela 2 - A¢éo fisioldégica dos prostanoides em diferentes sistemas

Prostanoide Efeito Fisiologico
Trato Gl PGE2?3/PGI2P Citoprotecéao
Sistema Circulatério TxA2°¢ Vasoconstrigao;

Agregacédo Plaquetéaria

Sistema Circulatério PGI2/PGE2/PGD2d Vasodilatacao;

Antiagregante
Rins PGE2/PGI2 Fluxo sanguineo normal
Utero PGE2 Contracéo

Fonte: Adaptado de BRUNTON, HILAL-DANDAN e KNOLLMANN (2018). @Prostaglandina E2;

bProstaciclina; cTramboxano A2; YProstaglandina D2
Décadas atras, como pode ser visto no trabalho de VANE e BOTTING (1998),
acreditava-se que a COX-2 era expressa exclusivamente em processos inflamatérios,

sendo a COX-1 a Unica que exercia atividade fisiologica e, desse modo, o seu bloqueio

era o responsavel pelas reacdes adversas dos AINEs. Em uma tentativa de reduzir as
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reacoes adversas dos AINES, em especial os efeitos deletérios ao TGI, foram
desenvolvidos AINEs que apresentam uma maior seletividade para COX-2, os
coxibes. Representantes dessa classe, como o celecoxibe e o etoricoxibe, de fato
apresentam uma menor incidéncia de efeitos adversos ao TGl (LANA, 2016).
Entretanto, deve-se evitar o uso desses medicamentos em pacientes com historico de
doencas cardiovasculares, uma vez que a producdo de prostaciclina (PGI2, que
exerce atividade vasodilatadora e anti-agregante) depende da COX-2 endotelial e a
producdo de Tromboxano A2 (TxA2, que estimula a agregacao plaquetaria) depende
da COX-1 plaquetéaria, o bloqueio seletivo da COX-2 aumenta a razdo TxA2/PGI
podendo trazer risco de complicacbes cardiovasculares (BRUNTON, HILAL-
DANDAN, KNOLLMANN, 2018; GROSSER et al., 2006; CHAN et al., 2009). De fato,
coxibes muito seletivos para COX-2, como o rofecoxibe, foram retirados do mercado
devido a alta incidéncia de eventos adversos cardiovasculares graves, como infarto
agudo do miocardio e morte cardiaca subita (HORTON, 2004). Importante ressaltar
que alguns AINEs classicos, como o diclofenaco, embora ndo tenha sido
intencionalmente desenvolvido para ser um inibidor com maior seletividade para a
COX-2, apresenta essa propriedade (STILLER; HIJEMDAHL, 2022; BRUNTON,
HILAL-DANDAN, KNOLLMANN, 2018; LANA, 2016). Além dos efeitos adversos
decorrentes da inibicdo das COX, também deve-se levar em conta a possibilidade de
reacOes alérgicas aos AINEs. Estudo realizado por AUN et al. (2014) mostrou que,
dentre 117 pacientes admitidos em um hospital universitario por anafilaxia causada
pelo uso de medicamentos, a maior parte das admissdes (48,7%) foram decorrentes
do uso de AINEs.

Uma outra limitacdo dos AINES sdo as situacBes clinicas em que eles,
isoladamente, podem ser ineficazes para controlar a dor, como ocorre na dor
neuropatica, fiboromialgia e na enxaqueca cronica (BECKER, 2017; COLLOCA et al.;
KOGURE et al., 2007). Os opioides sdo uma alternativa terapéutica para promover
analgesia nessas situacdes, constituindo a principal classe farmacoldgica utilizada
para tratar a dor moderada e intensa. As atividades analgésicas dos opioides
decorrem da ligagdo dos mesmos aos receptores y, suprimindo a liberacdo de
neurotransmissores pré-sinapticos e hiper polarizando os neurénios pos sinapticos da
via ascendente da dor, dificultando dessa forma a conducé&o do impulso nervoso

(GOLAN et al., 2014). Um fator limitante para a utilizagédo de opioides no tratamento
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das dores cronicas, além da tolerancia, sdo as suas possiveis reacdes adversas, que
incluem o risco de depressdo respiratdria, nauseas, constipacdo e dependéncia
(LABIANCA et al., 2012).

Dado as limitacbes do uso dos medicamentos atualmente disponiveis no
mercado, existe uma necessidade do desenvolvimento de novos medicamentos anti-
inflamatorios e analgésicos. Diante disso, as plantas medicinais apresentam-se como
uma grande fonte de novas moléculas bioativas que podem ser exploradas na busca
de ativos que apresentem um melhor perfil de toxicidade e eficacia que os atualmente

disponiveis no mercado.

2.4. Plantas medicinais

O uso de plantas medicinais é uma das formas mais antigas de tratamento de
doencas, sendo utilizadas por diversas culturas e de diferentes formas, desde
tratamento para doencas fisicas até para rituais espirituais (ROCHA et al., 2021;
FERREIRA et al., 2021). Dentre as escrituras que relatam a utilizacdo de plantas
medicinais na antiguidade, podem ser citados o papiro de Ebers (Egito), datado do
século XVI a.C, que relata 700 substancias de origem vegetal, animal e mineral no
Egito que exercem atividades farmacoldgicas (KLEIN, 1905), bem como a Susrata-
samhiita (india), do ano 600 a.C., que cataloga 700 plantas medicinais (SHAH, 2018).
A utilizagé@o de plantas medicinais continua presente na atualidade, onde as terapias
tradicionais, com destaque para as plantas medicinais, sao utilizadas por cerca de

80% da populacédo dos paises em desenvolvimento (RANA et al., 2021)

De acordo com a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria (ANVISA), no Brasil
plantas medicinais sdo definidas como “espécie vegetal, cultivada ou ndo, utilizada
com propoésitos terapéuticos” (ANVISA, 2014). O que proporciona essa propriedade
terapéutica é a presenca de metabdlitos secundarios, moléculas ndo essenciais para
a sobrevivéncia da planta, mas que facilitam a adaptacdo da mesma ao meio ambiente
por mecanismos que incluem protecao contra o estresse oxidativo e modulacdo da
imunidade vegetal (AHAMMED et al.,, 2023; BEDNAREK et al.,, 2012). Essas
moléculas sao biossintetizadas por diversas vias metabdlicas (Figura 4), como a via

do chiquimato que promove a sintese de fenilpropanoides e ligninas, a via do
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mevalonato que promove a producdo de terpenoides e esteroides, além dos
metabdlitos de vias mistas, como os flavonoides que séo sintetizados por uma via
mista do chiquimato e acetato (SIMOES et al., 2016). Importante ressaltar que fatores
ambientais como a luz, temperatura e agua do solo podem afetar a producao desses
compostos bioativos (YANG et al., 2018).

Figura 4 - Vias de sintese dos metabdlitos secundarios
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Fonte: O AUTOR (2023)

Na literatura cientifica esta muito bem documentado a atividade anti-
inflamatoria de diferentes classes de metabdlitos secundarios de espécies vegetais,
como flavonoides (MOLCANOVA et al., 2022; PENG et al., 2022), taninos (EBRAHIM
et al., 2022), lignanas (HU et al., 2022; MOU et al., 2020) e alcaloides (WANG et al.,
2023; TENG et al.,, 2023). Eles podem exercer essa atividade por diferentes
mecanismos, desde a reducdo da expressao génica de mediadores inflamatérios
como TNF-a e IL-6, inibicdo de enzimas como a COX e a lipoxigenase (LOX), até a
modulacdo negativa da explosédo oxidativa em fagocitos (AL-ATTAS et al., 2015; HU
et al., 2019; ERUKAINURE et al., 2017).

Apesar de muitas plantas medicinais serem utilizadas ha séculos, nem todas

foram completamente estudadas em relacdo a sua seguranca e eficacia (YANG et al.,
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2018). Assim, é necessario realizar pesquisas mais aprofundadas sobre essas

espécies vegetais para identificar as substancias ativas e seus efeitos farmacolégicos.

2.5. Indigofera suffruticosa

Apresentando 19.500 espécies de plantas classificadas em cerca de 751
géneros, a familia Fabaceae, também denominada Leguminosae, apresenta-se como
a maior familia da flora brasileira em termos de numero de espécies, bem como a
terceira maior familia de angiospermas do mundo (FLORA E FUNGA DO BRASIL,
2023; CHRISTENHUZ; BYNG, 2016). Excluindo a Antéartida, os integrantes dessa
familia estdo distribuidos em todos os continentes e estdo presentes em diferentes
condicBes climaticas e ambientais (BURLEY; EVANS; YOUNGQUIST, 2004). Dentre
0s principais géneros que constituem essa familia, podem ser citados o género
Astragalus, Acacia e Indigofera (AHMAD et al., 2016).

Indigofera € o terceiro maior género da familia Fabaceae, com cerca de 750
espécies vegetais, composto principalmente por ervas e arbustos (RAHMAN et al.,
2018; KAUSHIK et al.,, 2017). Na literatura cientifica estd documentado Vvarios
metabdlitos secundarios, de diferentes classes, que foram isolados de espécies do
género Indigofera. E possivel mencionar flavonoides isolados de |. spicata e de |.
hebepetala; esterdides de I. pseudotinctoria e de I. kirilowi; alcal6ides de I. tinctoria e
terpendides de |. hetrantha (GEROMETTA et al., 2020; RAHMAN et al., 2018).

Popularmente conhecida como anileira, Indigofera suffruticosa Miller € uma
planta perene, de porte ereto, com ramos pubescentes que pode atingir entre 1 e 2
metros de altura (Figura 5) (LORENZI, 2000). Foliculos de formato alongado
constituem as suas folhas, seus frutos sdo vagens que contém por volta de 8
sementes, e suas flores sdo pequenas e apresentam uma coloragdo rosada. Esta
distribuida por todo o Brasil, sendo comum em terrenos baldios e pastos (MATOS et
al., 2011).
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Figura 5 — Indigofera suffruticosa Miller

Fonte: O AUTOR (2023).

Na medicina popular a |. suffruticosa € historicamente utilizada para tratar
diversas condi¢Bes clinicas, como epilepsia, constipacao intestinal, febre e dor
(HASTINGS, 1990). Na literatura podem ser encontrados varias classes de
metabdlitos secundarios presentes nessa espécie, incluindo alcaloides, triterpenoides,
flavonoides e outros compostos fendlicos. Dentre os flavonoides na forma de
heterosideos que foram isolados do extrato metandlico das folhas de I. suffruticosa,
podem ser citados a quercetina 7-O-B-d-glicopiranosideo e a quercetina 3-O-[B-d-
xilopiranosil-(1—2)-B-d-galactopiranosideo] (CALVO, 2007; CAMPOS et al., 2018).
Esses metabdlitos secundarios podem ser 0s responsaveis pelas atividades
farmacoldgicas associadas a essa espécie vegetal, o que na literatura inclui atividade
antitumoral, hepatoprotetora, antimicrobiana, antioxidante e anti-inflamatéria (CALVO
et al., 2011; LIMA et al., 2014; LEITE et al., 2003; SANTOS et al., 2015; ARRIAGA et
al., 2013).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral
Avaliar o efeito anti-inflamatério e analgésico in vivo e in vitro do extrato aquoso

de folhas de Indigofera suffruticosa

3.2. Objetivos especificos

e Preparar o extrato aquoso de folhas de |. suffruticosa;

e Avaliar a atividade anti-inflamatoria in vivo do extrato;

e Avaliar a atividade analgésica in vivo do extrato;

e Verificar a atividade antiartrite in vitro por método que se baseia na

inibicdo da desnaturacao proteica.
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4. METODOLOGIA

4.1. Obteng&o do material vegetal

Foram coletadas folhas de I. suffruticosa em Sao Caitano (08°19'3”S, 36°
04’21”0), regido agreste de Pernambuco. A amostra foi encaminhada ao herbario
HFP Geraldo Mariz, onde a Dra. Marlene Carvalho de Alencar Barbosa, do
Departamento de Botanica da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), realizou
sua identificacdo. O namero de depdsito atribuido a amostra € 45.217. Além disso, a
amostra também foi cadastrada no Sistema Nacional de Gestdo do Patrimoénio
Genético e do Conhecimento Associado (SisGen), com o codigo de identificacédo
A149769.

4.2. Animais utilizados

Foram adquiridos camundongos albinos suicos, machos, com idades variando
entre 2 e 4 meses, provenientes do Laboratério de Imunopatologia Keizo Asami (LIKA)
da UFPE, para o desenvolvimento do projeto. Esses animais foram alojados no
Biotério do Departamento de Bioquimica, onde ficaram em um ambiente com
temperatura de 22°C e ciclos de iluminacgéo de 12h-ligado/12h-desligado, com comida
(Presence) e bebida ad libitum, por um periodo de adaptacdo de 7 dias. Os
experimentos envolvendo animais foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da UFPE, com o numero de processo 23076.042305/2017-67.

4.3. Preparagao do extrato

As folhas de I. suffruticosa foram submetidas a secagem em estufa a 38°C por
um periodo de 72 horas e, em seguida, trituradas em um liquidificador industrial
(Vithory) até que se obtivesse um p6. Utilizando 50g do material triturado, foi realizada
a extracdo a frio com cerca de 200 mL de agua destilada (25% m/v), mantendo o

material sob agitacdo durante um intervalo de tempo de 15 horas. O extrato foi entéo
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filtrado, e o residuo sélido da filtracéo foi submetido a uma segunda extracao utilizando
100 mL de agua destilada, com mais 15 horas de agitacdo. Apés este periodo, 0
extrato da segunda extracéo foi filtrado usando papel filtro (Unifil, qualitativo, 80 g/m2)
e adicionado ao extrato da primeira extracdo. O extrato aquoso de I. suffruticosa
(EAIsu) foi liofilizado (Liofilizador Liotop, L101) e armazenado em tubos de 50 mL a -
22°C. O rendimento obtido foi de 10,64% (m/m).

4.4. Edema de pata induzido por carragenina

O teste foi realizado de acordo com a metodologia de WINTER, RISLEY e
NUSS (1962). Randomicamente foram divididos trés grupos de seis camundongos
cada. Antes do inicio do teste os animais passaram por um jejum de 6h. Cada grupo
recebeu um tratamento distinto: EAlsu (20 mg/kg), indometacina (20 mg/kg) e veiculo
(grupo controle negativo), todos por via oral. O edema de pata foi induzido pela
administracdo subplantar de 15uL de carragenina 2% (m/v) na pata direita e, para
controle, foi administrado 15 pL de solucao salina na pata esquerda. O volume das
patas direita e esquerda de cada animal foram medidas nos intervalos de tempo de
30min, 1, 2, 3, 4 e 5h apds a administracdo da carragenina, utilizando um paquimetro
digital (Stainless Hardened). O edema em cada grupo teste (EGT) e 0 edema no grupo
controle negativo (EGC) foi célculo pela diferenca de volume entre a pata direita e
esquerda. O percentual de inibicdo dos edemas foi calculado por (100*(EGC-
EGT)/EGC)-100).

4.5. Dor abdominal induzida por acido acético

O teste foi realizado de acordo com a metodologia de Collier et al. (1998).
Randomicamente foram divididos trés grupos de seis camundongos cada. Um
tratamento distinto foi destinado a cada grupo: EAlsu (20 mg/kg), indometacina (20
mg/kg) e 100uL do veiculo (grupo controle negativo), todos por via oral. A dor
abdominal foi induzida uma hora ap6s os grupos receberem os tratamentos por via
oral, pela administracdo intraperitoneal de acido acético dissolvido em agua destilada

até a concentracao de 0,8% (v/v) na dose de 0,1 mL/10g. Foi contabilizado o nimero
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de contor¢cdes abdominais no intervalo entre 5 e 15 minutos apos a administracéo do
acido acético (QUEIROZ et al., 2010). A porcentagem de inibicdo de dor abdominal
foi calculada pela comparacgéo entre o nUmero de contor¢gfes dos grupos tratados com

0 grupo controle negativo.

4.6. Teste da formalina

O teste foi realizado de acordo com a metodologia proposta por Hunskaar e Hole
(1987). Os camundongos foram randomicamente divididos em quatro grupos, cada
grupo contendo seis animais. Cada grupo recebeu um tratamento distinto: EAIsu (20
mg/kg), indometacina (20 mg/kg), morfina (10 mg/kg) e 100 uL do veiculo (grupo
controle negativo), todos por via oral. Apés 1h, 20uL de solugao de formalina (2,5%
em solucao salina 0,9%) foi administrada por via subplantar na pata posterior direita
(QUEIROZ et al., 2010). A resposta (tempo que os camundongos despenderam
lambendo a pata) foi avaliada durante 5 minutos (primeira fase, correspondendo a dor
neurogénica) e entre 15-30 minutos apds administracdo da formalina (segunda fase,

correspondendo a dor inflamataria).

4.7. Inibicdo da desnaturacao proteica

O teste foi realizado de acordo com a metodologia de GHOSH et al. (2015),
com modificacées. Foram adicionados 50 uL de diluicbes seriadas do EAIlsu, com
concentracdes variando de 2 a 0,5 mg/mL, a 450 yL de uma solugdo aquosa de
albumina sérica bovina (BSA) a 5% (m/v). Como controles, foram utilizados 50uL de
adgua destilada (correspondente a 100% de desnaturacdo) e 50 pyL de diluicdes
seriadas de indometacina (2-0,5 mg/mL), adicionados a 450 pL de BSA 5%. Além
disso, foram adicionados 50uL das diluicbes seriadas do EAlsu e da indometacina a
450 mL de agua destilada, para se ter o controle da absorbancia inerente a cada um
dos tratamentos. Todas as amostras foram incubadas a 37°C em banho-maria por 20

minutos e, em seguida, foram aquecidas a 57°C por 3 minutos. Em cada amostra,
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apos o resfriamento, foi adicionada 2,5 mL de tampéo fosfato salina (PBS) 0,2 M, pH

6,3. As absorbancias foram medidas por espectrofotometria a 255nm.

4.6. Andlise estatistica

Para o teste de edema de pata induzido por carragenina, as diferencas entre
0s grupos de tratamento foram determinadas utilizando two-way ANOVA, engquanto
no teste da formalina e na dor abdominal induzida por acido acético utilizou-se one-
way ANOVA. GraphPad Prism 9 foi utilizado como software estatistico para realizar
esse tratamento de dados. Para todos estes foram considerados significativos os
resultados a partir de p<0,05.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Sendo um dos sinais cardinais da inflamag&do, o acumulo de plasma e
leucécitos em uma regido que sofreu algum dano tecidual é denominado edema
inflamatorio. No estudo experimental da inflamacao in vivo, uma forma de induzir o
edema inflamatério local é pela administracdo de carragenina, método que é
amplamente utilizado em modelos animais com camundongos e ratos. O trabalho de
MYERS, DEAVER e LEWANDOWSKI (2019) demonstra que a carragenina inicia a
resposta inflamatoria predominantemente pela ativacdo de receptores TLR2/6 e
TLR4/6.

Neste estudo o EAIsu, na dose de 20 mg/kg, demonstrou possuir atividade
antiedematogénica em camundongos, sendo capaz de reduzir significativamente o
edema de pata induzido por carragenina em diferentes intervalos de tempo quando
comparado ao grupo controle, apresentando uma inibicdo estatisticamente igual a
promovida pela dose de 20 mg/kg controle positivo (indometacina) em todos o0s

intervalos de tempo amostrados. Os resultados desse ensaio estdo apresentados na

Figura 6.
Figura 6 - InibicAo do edema de pata induzido por carragenina.
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Diversos estudos tém investigado a atividade antiedematosa dos extratos de
espécies vegetais pertencentes ao género Indigofera, podendo ser citado os extratos
etandlicos de I. cordifolia (EElco) (KARUNAKAR, 2022), I. glandulosa (EElgla)
(KARUNAKAR, 2022), I. trita (EEItri) (KUMAR et al., 2009) e I. argentea (EElar)
(JAVED et al., 2020), além do extrato aquoso (EAIspi) e metandlico (EMIspi) de I.
spicata (BIRHANE; SHIBESHI; ASRES, 2014). Nas medicdes realizadas 3 horas apos
a administracdo subplantar de carragenina, os extratos EAlsu, EElgla, EAlspi, EEItri,
EMiIspi, EElco e EElar, apresentaram, respectivamente, inibicdes de 92,00; 64,29;
59,33; 52,00; 48,50; 42,86 e 18,72% da formacdo de edema de pata induzida por
carragenina, nas respectivas doses de 20, 400, 400, 400, 400, 400 e 300 mg/kg. De
forma geral, o EAIsu apresentou uma maior porcentagem de inibicdo do edema nos
diferentes intervalos de tempo, mesmo com dose muito abaixo dos demais extratos
do mesmo género, como pode ser observado na Tabela 3. Importante levar em
consideracdo que nessa comparacdo muitas das espécies vegetais utilizaram
solventes diferente de 4gua, bem como diferentes partes da planta e métodos de
extracdo, e todos esses fatores influenciam a composic¢ao quimica final do extrato e,
consequentemente, suas atividades farmacologicas.

Tabela 3 - Inibicdo do edema de pata por carragenina em diferentes espécies de Indigofera
% de inibicdo do edema

Tratamento  Dose (mg/kg)

30min 1h 2h 3h 4h 5h
EAlsu? 20 28,12 94,20 9565 92,00 95,00 84,00
EElco® 400 * 4091 2593 4286 82,05 *
EElgla® 400 * 50,00 51,85 6429 71,79 *
EAlspi® 400 * 18,89 62,27 59,33 57,27 33,76
EMIspi® 400 * 13,70 44,22 48,50 38,22 29,42
EEltrif 400 * 36,36 41,38 52,00 * *
EElar9 300 * 6,10 9,11 18,72 20,12 *

Fonte: Autor, 2023; Karunakar, 2022; Kumar et al., 2009; Javed et al., 2020; Birhane; Shibeshi; Asres,
2014. *ndo amostrado; 2Extrato aquoso de Indigofera suffruticosa; "Extrato etandlico de Indigofera
cordifolia; °Extrato etandlico de Indigofera glandulosa; “Extrato aquoso de Indigofera spicata ;®Extrato
metandlico de Indigofera spicata; ‘Extrato etandlico de Indigofera trita; 9Extrato etandlico de Indigofera
argentea.

A inibicdo da formacdo de edema (induzido por carragenina) pela acdo do
extrato aquoso de folhas de I. suffruticosa em camundongos ja havia sido analisada
anteriormente por Leite et al. (2003). Entretanto esse estudo utilizou uma dose de 250

mg/kg (12,5 vezes maior que a dose utilizada no presente trabalho) administrada por
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via intraperitoneal e a inibicdo do edema, apos 4 horas, foi de apenas 45%, menos da
metade do valor que encontramos para esse mesmo intervalo de tempo. E importante
ressaltar que a metodologia utilizada por Leite et al. (2003) para quantificar o edema
de pata, diferentemente da utilizada nesse trabalho, baseou-se na pesagem das
patas. Desse modo, a diferenca de sensibilidade entre os dois métodos pode ter
contribuido para a discrepancia entre os resultados, bem como a metodologia utilizada
para a extracdo, onde no trabalho de Leite et al. (2003) foi realizado uma sequéncia
de infusbes em ordem crescente de polaridade, podendo alguns compostos
responsaveis pela atividade anti-inflamatéria terem sido extraida nas outras fracoes.
Como a via de administracéo utilizada no presente estudo foi oral, evidenciamos que
as substancias responsaveis pela atividade anti-inflamatéria do EAlsu séo resistentes

ao metabolismo de primeira passagem em camundongos.

Os resultados do ensaio de dor abdominal induzida por acido acético podem
ser observados na Tabela 4. O grupo controle negativo, que nao recebeu nenhum
tratamento por via oral além do veiculo, apresentou um valor médio de 34,67
contorcdes, correspondente a 100% das contor¢cdes. Estatisticamente a inibicdo do
namero de contor¢des promovido pelo EAIsu (58,17%) e pela indometacina no grupo
controle positivo (76,43%) nao apresentaram diferenca, as duas demonstrando ser
capaz de reduzir significativamente o nimero de contor¢des quando comparadas ao
grupo controle negativo com p<0,05. Comparando esses resultados com outras
espécies de Indigofera, o EElar (300 mg/kg), EAIspi (100 mg/kg), EMIspi (100 mg/kg)
e 0 extrato metandlico de I. linnaei (EMIlin, 200 mg/kg) (Kumar et al., 2016)
apresentaram inibicdo no ndmero das contor¢cdes de 52,8%, 61,29%, 50,64% e
36,75%, respectivamente. Apenas o EAIlspi apresentou um porcentual de inibicdo
levemente maior que a do EAlsu, porém a dose utilizada foi cinco vezes maior que a
do EAIsu. Os demais extratos apresentaram atividade inferior mesmo com doses

muito maiores.



Tabela 4 - Inibicdo do nimero de contor¢des induzida por acido acético

NuUmero de contorcdes

UTELENTIEINE (Percentual de inibicao)
Veiculo 34,67
EAlsu (20 mg/kg) 14,50* (58,17%)
Indometacina (20 mg/kg) 8,17* (76,43%)

Fonte: O AUTOR (2023). *p<0,05 one-way ANOVA.
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O teste da formalina possibilita avaliar a presenca de atividade analgésica, e

diferenciar se essa analgesia ocorre por mecanismos de acao neurogénicos ou anti-

inflamatoérios. Como pode ser observado na Figura 7, o EAlIsu ndo apresentou uma

reducao significativamente estatistica do tempo de lambida da primeira fase do teste

da formalina quando comparado ao controle negativo, indicando que o extrato nao

exerce agcdes analgésicas por mecanismos neurogénicos. Entretanto, corroborando

com os achados nos outros ensaios, o0 EAlsu apresentou uma reducéo significativa do

tempo na segunda fase do teste quando comparado ao controle negativo, indicando

gue o extrato, na dose de 20 mg/kg, apresenta atividade analgésica decorrente de sua

acdo anti-inflamatoria. Comparado aos controles positivos na segunda fase do teste,

a atividade do EAlsu foi estatisticamente inferior & morfina, mas a reduc¢é@o do tempo

de lambida néo apresentou diferenca estatistica quando comparado a indometacina.

Tempo de Lambida (s)
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Figura 7 - Teste da formalina

Fonte: O AUTOR (2023). *p<0,05 one-way ANOVA.
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Outras espécies do género indigofera, como a I. argentea (JAVE et al., 2020) e
a |. spicata (BIRHANE et al., 2014), quando avaliadas pelo teste da formalina,
apresentaram atividade analgésica tanto na segunda fase do teste como na primeira,
indicando assim uma atividade analgésica neurogénica. Diferente das outras
especies, a |. suffruticosa pode néo ter apresentado essa atividade por diversos
motivos, 0 que inclui desde a mesma nao expressar metabdlitos secundarios
associados a essa atividade, bem como o procedimento de maceracao dinamica com
agua pode ter sido ineficiente em extrair as substancias associadas a essa atividade.
Além disso, deve-se considerar que o farmacogeno utilizado também pode influenciar
no perfil fitoquimico do extrato, uma vez que foram utilizadas raizes para a |. spicata

e a planta inteira para a |. argentea.

A inibicdo da desnaturacdo proteica estd associada a atividade anti-
inflamatoria, onde esse comportamento ja foi observado em alguns AINEs (SASO et
al., 2001). Essa atividade possui correlacdo com a atividade em algumas doencas
inflamatorias crbnicas, como a artrite. Uma possivel explicacdo para essa associacao
€ que, durante a inflamacédo, os mediadores inflamatdrios podem induzir a liberagao
de proteases, que causam desnaturacdo de proteinas presentes nas articulacdes
(GONZAL et al, 2020). A Figura 8 apresenta os resultados encontrados para o ensaio
de desnaturacao proteica do EAlsu. Na menor concentracéo (0,5 mg/mL) as inibi¢cdes
da desnaturacao proteica promovida pelo EAIsu e pela indometacina apresentaram
valores préximos. No entanto, nas demais concentracfes o EAIsu ndo demonstrou
um comportamento de dose dependéncia, sendo assim a sua atividade visualmente

inferior & da indometacina.

A inibicdo da desnaturacdo proteica foi baixa quando comparada aos
resultados apresentados por outros extratos de plantas. Algumas plantas, como a
Moringa oleifera (SALEEM; SALEEM; AKHTAR, 2020), Ochna schweinfurthiana
(DJOVA et al, 2019) e Ribes orientale (UTTRA et al, 2019), apresentaram expressiva
inibicdo da desnaturagdo de BSA mesmo em concentragdes muito baixas, na ordem
de pg/mL. Pela baixa inibigcao da inibicdo da desnaturacédo da BSA, possa ser que 0s
constituintes do EAIsu apresentem fracamente essa atividade, no entanto, é possivel
as substancias responsaveis por essa atividade representem uma baixa porcentagem

da composi¢cdo do EAIlsu. No trabalho de QAMAR et al. (2022) foi observado uma
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elevacao da inibicdo da desnaturacédo proteica do extrato hidrometandlico de Grewia
asiatica, onde o extrato hidrometandlico exibia uma inibicdo de 65% da desnaturacao,
ao passar por particdes liquido-liquido, a fracdo de aquosa passou a apresentar uma
inibicdo de 70%, e apds ser fracionado por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC) a inibicdo aumentou para 75%. Dessa forma, possa ser que com fragdes mais
purificadas do EAlsu possa ser observada um aumento em sua capacidade de inibir

a desnaturacao proteica.

Figura 8 - Inibicdo da desnaturacado proteica
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Fonte: O AUTOR (2023).

A atividade anti-inflamatéria de |. suffruticosa pode tentar ser correlacionada
com o seu perfil fitoquimico. Calvo (2007) identificou a presenca dos flavonoides
rutina, acido galico e quercetina. A atividade anti-inflamatéria desses metabdlitos esta
muito bem documentado na literatura (WU et al., 2023; TIAN et al., 2021; OJEABURU;
ORIAKHI, 2021), podendo serem responsaveis pela atividade anti-inflamatoria
observada na Indigofera suffruticosa. Eles atuam por diversos mecanismos de acao,
0 que inclui a reducdo do estresse oxidativo (ZENG et al, 2020), supressdo da
expressdo génica de mediadores inflamatérios (OJEABURU; ORIAKHI, 2021), e a
inibicdo da expressao de enzimas COXs (PANDURANGAN et al., 2015; RAMYAA et

al., 2014). De fato, Chen et al (2013), ap6s administrar extratos de |. suffruticosa em
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camundongos, conseguiu detectar quantidades significativas de acido salicilico no
plasma sanguineo desses animais, uma substancia sabidamente anti-inflamatoria,
com capacidade inibir as enzimas COXs, sendo estd a substancia bioativa
responsavel pela atividade anti-inflamatoria do pré-farmaco &cido acetilsalicilico, um
AINE disponivel para uso humano (CHUNG; FERREIRA, 1999). Além disso, foi
observado que extratos de I. suffruticosa apresentam, in vitro, capacidade de reduzir
significativamente a expressao de mediadores pro-inflamatérios em macréfagos RAW
264.7 estimulados por lipopolissacarideos, incluindo 6xido nitrico, TNF-alfa e a pro-IL-
1b, onde esse efeito também pode ser responsavel pela atividade anti-inflamatoria in
vivo (CHEN et al., 2013).
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6. CONCLUSAO

O presente estudo mostrou a atividade anti-inflamatoéria do EAlsu, sendo este
capaz de reduzir significativamente, em camundongos, o edema de pata induzido por
carragenina, o numero de contor¢des abdominais induzido por acido acético e o tempo
de lambida na segunda fase do teste da formalina. Além disso, o EAlsu também
apresentou atividade antiartrite limitada in vitro na menor dose testada, porém a
atividade ndo demonstrou ser dose dependente no ensaio realizado. Espera-se em
pesquisas futuras que as substancias responsaveis por essas atividades
farmacoldgicas sejam isoladas e que os mecanismos de ac¢do dessas atividades

sejam elucidados.
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