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RESUMO 

 
Produtos naturais são comumente usados para o tratamento de diferentes 
patologias, incluindo inflamação. Dentre as moléculas obtidas a partir de espécies 
vegetais, os terpenos exibem diferentes atividades biológicas, como anti-inflamatória 
e antioxidante. No presente estudo, buscou-se investigar o efeito da friedelina sobre 
a resposta inflamatória in vivo, bem como caracterizar a formação do seu complexo 
de inclusão em hidroxipropil-β-ciclodextrina, avaliando ainda seu potencial em inibir 
a inflamação alérgica no modelo de asma experimental em camundongos. Para este 
propósito, diferentes metodologias foram utilizadas. Inicialmente, demonstrou-se que 
a friedelina inibiu o extravasamento plasmático no modelo de edema de pata 
induzido por carragenina, histamina e PGE2, mas não por serotonina. Em seguida, 
com o propósito de avaliar se as ações da friedelina se estendiam sobre os 
fenômenos celulares da inflamação, avaliou-se o efeito deste triterpeno na resposta 
inflamatória induzida por LPS, utilizando o modelo de pleurisia. Neste grupo de 
experimentos, constatou-se que a friedelina inibiu o influxo de neutrófilos, bem como 
a produção e/ou secreção de citocinas e quimiocinas pró-inflamatórias no efluente 
pleural. Para melhor avaliar o impacto da friedelina na mobilização de neutrófilos, 
demonstrou-se, in vitro, que o tratamento de neutrófilos humanos com friedelina 
resultou em uma menor adesão desta célula ao endotélio ativado, bem como em 
uma menor resposta quimiotática, fenômenos que não foram associados à redução 
na viabilidade deste tipo celular. Tais resultados sugerem um efeito direto da 
friedelina nos neutrófilos. Com propósito de confirmar se estes efeitos teriam 
repercussões in vivo, avaliaram-se os eventos de motilidade de leucócitos, usando a 
metodologia de microscopia intravital. Neste modelo, confirmou-se que a friedelina 
reduz fenômenos de rolamento e adesão, característica que parece estar associada 
ao menor influxo de leucócitos para o sítio inflamatório. Em continuidade, confirmou-
se que a friedelina mostrou-se capaz de formar complexo com ciclodextrina, 
fenômeno que foi caracterizado por metodologias espectroscópicas, tais como 
análise no ultravioleta visível e infravermelho. Por fim, os efeitos da friedelina e de 
seu complexo com ciclodextrina foram avaliados frente à inflamação pulmonar 
alérgica induzida por ovalbumina. Neste modelo experimental, verificou-se que a 
friedelina, bem como seu complexo em ciclodextrina, inibiu parâmetros da mecânica 
respiratória, como a resistência e elastância das vias aéreas. Verificou-se ainda que 
tanto o recrutamento de leucócitos quanto a produção de citocinas e quimiocinas no 
lavado broncoalveolar mostraram-se inibidos pelo tratamento com friedelina e pelo 
complexo friedelina:ciclodextrina. Cabe destacar que o tratamento com 
friedelina:ciclodextrina aumentou a quantidade de IL-10 no lavado broncoalveolar. 
Estendendo as análises para o pulmão, constatou-se que as alterações 
histopatológicas, como deposição de colágeno e produção de muco, foram também 
inibidas. Além disso, o tratamento com friedelina:ciclodextrina restaurou a atividade 
da enzima catalase no pulmão de animais asmáticos. Assim, concluiu-se que o 
carreamento da friedelina com hidroxipropil-beta-ciclodextrina incrementa os efeitos 
anti-inflamatórios da friedelina, por prevenir a instalação da inflamação do quadro de 
asma aguda.  
 
Palavras-chave: Friedelina. Ciclodextrina. Inflamação. Asma.  

 



 

 

ABSTRACT 

 

Natural products are commonly used for the treatment of different pathologies, 
including inflammation. Among the molecules present in plants, the triterpenes exibith 
wide range of pharmacological effects, including anti-inflammatory and antioxidant 
actions. In the present study were sought to investigate the effect of friedelin at the 
inflammatory response in vivo. The study also looked to characterize the formation of 
inclusion complex between friedelin and hydroxypropyl-β-cyclodextrin, and to 
evaluate its potential to inhibit allergic inflammation in experimental asthma model 
mice. Initially, were demonstrated that friedelin is able to inhibit the plasma 
extravasation at the edema model induced by carrageenan, histamine and PGE2, but 
not by serotonin. Then, with the purpose of evaluating with the actions of friedelin 
extend on the cellular events of inflammation; we assessed the effect of this 
triterpene on the inflammatory response induced by LPS using the pleurisy model. In 
this experimental model, friedelin inhibited the influx of neutrophils as well as the 
amount of cytokines and inflammatory chemokines in the pleural effluent. 
Furthermore, in assessing the effect of friedelin on mobilization of human neutrophils, 
were demonstrated, in vitro, that friedelin induced in a lower adherence of neutrophils 
to activated endothelium, as well as a lower chemotactic response which were not 
associated with reduction in viability. These results suggest a direct effect of friedelin 
in neutrophils. Subsequently, to confirm whether these effects would be also 
observed in vivo, were decided to evaluate leukocyte motility events using intravital 
microscopy. In this model, we confirmed that friedelin was able of reducing rolling and 
adhesion of leukocytes, events that can be associated with lower influx of leukocytes 
to the inflammatory site. Additionally, we confirmed that friedelin allowed be attached 
to cyclodextrin, phenomenon that was demonstrated by using spectroscopic 
methods, such as analysis by ultraviolet-visible and infrared. Moreover, the effects of 
friedelin and its complex with cyclodextrin were evaluated against allergic pulmonary 
inflammation induced by ovalbumin. In this experimental model, both friedelin and 
friedelin:cyclodextrin inhibited the parameters of respiratory mechanics as resistance 
and airway elastance. We also verify that both leukocyte recruitment and the 
production of cytokines and chemokines in bronchoalveolar lavage were inhibited by 
the treatment with friedelin and friedelin:cyclodextrin. Additionally, treatment with 
friedelin:cyclodextrin increased the amount of cytokine IL-10 in bronchoalveolar 
lavage. Evaluation of lung tissue from asthmatic animals we noted that several 
histopathological changes, such as extracellular matrix deposition and mucus 
production, were also inhibited under friedelin and friedelin:cyclodextrin treatments. 
These treatments also restored the activity of catalase in lung from asthmatic 
animals. In conclusion, the data obtained in this study shows that the carrier system 
of friedelin with hydroxypropyl-beta-cyclodextrin increases the anti-inflammatory 
effects of friedelin in preventing the onset of inflammation in acute asthma. 
 

Keywords: Friedelin. Cyclodextrin. Inflammation. Asthma. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 A resposta inflamatória é um processo fisiopatológico que ocorre em tecidos 

vascularizados como resultado de agressões físicas, químicas ou biológicas, com o 

objetivo de eliminar a agressão, confinar a lesão a uma área limitada e restaurar a 

homeostase (MEDZHITOV, 2008). Dentre as modificações observadas durante a 

resposta inflamatória destacam-se as alterações na microcirculação, extravasamento 

plasmático, migração de células do sangue periférico para o sítio da injúria e 

secreção de diferentes classes de mediadores inflamatórios (ASHLEY; WEIL; 

NELSON, 2012). Como consequência destes eventos, ocorrem mudanças teciduais 

que passam a apresentar um ou mais sinais típicos da inflamação, conhecidos como 

sinais cardinais: calor, dor, rubor, edema e perda funcional (GILROY et al., 2004). 

 As desordens inflamatórias das vias respiratórias geram grande preocupação 

no cenário de saúde mundial, por estarem relacionadas a altos índices de morbi-

mortalidade (OMS, 2010). Dentre essas desordens inclui-se a asma, uma inflamação 

alérgica crônica caracterizada por obstrução do fluxo de ar, hiperreatividade 

brônquica e intensa resposta inflamatória das vias aéreas (GINA, 2014). 

 Na asma, há um forte envolvimento de diferentes tipos celulares, como 

mastócitos, eosinófilos, neutrófilos, linfócitos, macrófagos e células epiteliais. Estas 

células estão envolvidas com a síntese/secreção de diferentes mediadores 

químicos, que incluem prostaglandinas, quimiocinas e interleucinas (IL) 4, IL-5 e IL-

13 que contribuem para exacerbação dos sintomas frequentes associados à doença, 

como tosse, chiado no peito e falta de ar (NIH, 2007). Como terapia de primeira 

escolha para o tratamento da asma, os glicocorticoides mostram-se úteis para o 

controle da doença em uma parcela dos pacientes asmáticos. Porém, atualmente, 

há um crescente número de indivíduos que não respondem a esta terapia, 

resultando em agravamento do quadro clínico e repercutindo no aumento do número 

de internações, aumento na frequência de ausência no trabalho e gastos com 

medicamentos, o que leva a uma baixa qualidade de vida destes indivíduos 

(BARNES et al., 2015).  

 Nos últimos anos, um grande esforço científico e tecnológico vem sendo 

empreendido para identificar e/ou desenvolver novas substâncias com potencial 

para tratamento de desordens com base inflamatória. Neste cenário, princípios 

ativos de origem vegetal ainda despontam como uma fonte promissora para o 
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desenvolvimento de novos fármacos. Até o momento, a prospecção a partir de 

produtos naturais contribuiu para o tratamento da asma, pois quatro (β2-agonistas, 

anticolinérgicos, metilxantinas e cromonas) das seis classes de fármacos usados 

para o tratamento desta doença têm origem no uso de plantas com propriedades 

medicinais (TAUR; PATIL, 2011). 

 Dentre a vasta gama de metabólitos secundários obtidos de plantas com 

propriedades medicinais destaca-se o triterpeno friedelina. A friedelina é classificada 

como um triterpeno pentacíclico e pode ser encontrada em diferentes espécies 

vegetais. Além disso, mostra-se possuidora de relevantes efeitos farmacológicos, 

que incluem ações antinociceptivas, antipiréticas e anti-inflamatórias (ANTONISAMY 

et al., 2011; SUNIL et al., 2013; ANTONISAMY et al., 2015). No entanto, até o 

momento, ainda não foram investigados os efeitos da friedelina sobre a resposta 

inflamatória alérgica. Cabe destacar também que os triterpenos possuem baixa 

solubilidade em água e propensão para a oxidação, o que restringe sua 

biodisponibilidade e impede que atinjam seus efeitos terapêuticos desejáveis (ADER 

et al., 2000). Logo, faz-se necessária a busca por estratégias capazes de garantir a 

adequada disponibilidade desta substância no sítio inflamatório. 

 Pesquisas recentes demonstram que os complexos de inclusão envolvendo 

ciclodextrinas e substâncias farmacologicamente ativas vêm contribuindo para 

revelar propriedades terapêuticas de substâncias com limitações físico-químicas 

(ZHU; TAN, 2014). Devido ao impacto positivo desta estratégia, a agência Food and 

Drug Administration (FDA) já autorizou o uso de formulações medicamentosas com 

ciclodextrinas como carreador de fármacos no mercado norte-americano 

(LAKKAKULA; KRAUSE, 2014). 

 Portanto, considerando todas as informações mencionadas anteriormente, 

este estudo objetivou investigar o efeito anti-inflamatório da friedelina e caracterizar 

a formação do seu complexo de inclusão em ciclodextrina. Em seguida, buscou-se 

avaliar o efeito da friedelina e do seu complexo com ciclodextrina sobre a inflamação 

alérgica no modelo de asma experimental.  
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 Considerações gerais sobre a resposta inflamatória 

 

 A inflamação é uma resposta do organismo às agressões teciduais visando 

confinar a lesão e restaurar a homeostase do tecido. No entanto, ao ocorrer de 

maneira persistente e ultrapassando os limites fisiológicos do organismo, torna-se 

responsável por danos teciduais que estão envolvidos na patogênese de um grande 

número de doenças (HENSON, 2005; MEDZHITOV, 2008). 

 A inflamação pode ser avaliada a partir de vários aspectos que incluem o 

perfil de células e mediadores envolvidos, a área do organismo afetada, intensidade, 

evolução e tempo de duração. Quanto ao tempo de duração, a resposta inflamatória 

divide-se em aguda ou crônica. A inflamação aguda caracteriza-se por ser uma 

resposta de curta duração, enquanto a inflamação crônica evidencia-se pela 

constante exposição ao agente agressor ou quando o processo inflamatório agudo 

não foi capaz de limitar sua ação e eliminá-lo (FULLERTON; GILROY, 2016). Cabe 

mencionar que o perfil da resposta inflamatória também varia de acordo com as 

características do agente agressor (MEDZHITOV, 2008).  

 Componentes da resposta inflamatória mostram-se presentes na patogênese 

de diversas doenças, incluindo infecções, artrite reumatoide, gota, câncer, esclerose 

múltipla, enfisema, Doença Pulmonar Obstrutiva Crônica (DPOC) e asma (ASHLEY; 

WEIL; NELSON, 2012; DONATE et al., 2012; GRANOT; JABLONSKA, 2015; 

CHAVAKIS, 2012; CHUNG, 2015; EDWARDS et al., 2015; FISHER; VOYNOW; 

GHIO, 2015). 

 A inflamação induz nas células residentes (como mastócitos, macrófagos e 

células epiteliais) ou emigrantes (neutrófilos, eosinófilos, monócitos e linfócitos) a 

liberação de mediadores pré-formados, incluindo as proteases e aminas vasoativas, 

ou mediadores neo-sintetizados, como eicosanoides, citocinas e quimiocinas. Estes 

e outros mediadores contribuem para a ativação de diferentes tipos celulares e 

determinam o curso da inflamação (ASHLEY; WEIL; NELSON, 2012; FULLERTON; 

GILROY, 2016). No desenvolvimento dessas patologias, a mobilização de leucócitos 

para o sítio da lesão é um fator determinante para o curso da doença. Precursores 

de leucócitos localizados na medula óssea (MO) sofrem diferenciação e, 

posteriormente, norteados por quimiocinas, mobilizam-se para o local da agressão 
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utilizando moléculas de adesão expressas na superfície de leucócitos e células 

endoteliais e aumentam a expressão dos seus receptores na superfície celular 

(GRIFFITH; SOKOL; LUSTER, 2014). 

 Dentre os mediadores que participam do estabelecimento da resposta 

inflamatória, os lipídicos apresentam significativa contribuição. Nesta classe de 

moléculas, os mediadores derivados do ácido araquidônico são formados por duas 

vias distintas: a via de atuação da enzima ciclooxigenase (COX), que produz 

prostaglandinas, prostaciclinas e tromboxano, e a via da enzima lipoxigenase (LO), 

que leva à produção de leucotrienos (LTs) e lipoxinas. Os mediadores formados pela 

ação da COX e LO atuam em receptores acoplados à proteína G e desempenham 

inúmeras funções fisiológicas e patológicas (HAEGGSTROM et al., 2010; UMAR et 

al., 2016).  

 A enzima ciclooxigenase apresenta duas principais isoformas, nomeadas 

COX-1 e COX-2. A COX-1 está presente em processos fisiológicos, como na 

proteção renal e gastrintestinal, diferenciação de macrófagos e no processo de 

agregação de plaquetas. Já a COX-2 mostra-se como a isoforma ativada após 

estímulos inflamatórios, culminando na geração de prostaglandinas (PGD2 e PGE2) 

e efeitos na alteração da permeabilidade vascular. Já a lipoxigenase, outra enzima 

que atua no metabolismo do ácido araquidônico, promove a geração de leucotrienos 

que exercem intenso efeito sobre o músculo liso, levando à contração e ao aumento 

da permeabilidade vascular. Além disso, exercem efeitos sobre a migração de 

leucócitos e aumento da produção de citocinas pró-inflamatórias (TNF-α, IL-6 e IL-8) 

(GOSH et al., 2016; HADLEY et al., 2016; PERGOLA et al., 2016). 

  Citocinas e quimiocinas são moléculas que estão envolvidas com a regulação 

de diversas outras funções celulares, que incluem ativação, proliferação e 

diferenciação, e mostram-se diretamente associadas ao recrutamento de células 

para o sítio inflamatório (BORISH; STEINKE, 2003; GRIFFITH; SOKOL; LUSTER, 

2014; ANDERSON; SOLARI; PEASE, 2015). Estas moléculas compartilham muitas 

semelhanças de ações, bem como ações pleiotrópicas, ou seja, uma mesma 

citocina pode atuar em diferentes tipos celulares, bem como uma mesma célula 

pode expressar receptores para mais de um tipo de citocina (ZHANG; JIANXIONG, 

2007). O perfil destes mediadores durante a inflamação será definido pelo tipo de 

estímulo que desencadeou a resposta e a ativação dos linfócitos T helper (Th), que 
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poderão direcionar a produção de quimiocinas e citocinas para um perfil Th1 ou Th2, 

mais comumente descritos (BORISH; STEINKE, 2003).  

 Diferentes tipos celulares, como neutrófilos, macrófagos, fibroblastos e células 

epiteliais, expressam receptores para quimiocinas. Dentre estas, CCL3 (MIP-1α), 

CXCL2 (MIP-2α) e CXCL8 (IL-8) são importantes quimioatrantes em processos 

inflamatórios, sendo CCL3 mais comumente descrita como quimioatraente de 

linfócitos, neutrófilos e monócitos. CXCL2 e CXCL8 estão mais associadas ao 

recrutamento de neutrófilos e envolvidos na fisiopatologia de inflamações 

pulmonares (DRISCOLL, 1994; DRISCOLL, 2000; KONRAD; REUTERSHAN, 2012; 

SHEN; WANG; WANG, 2011). Além disso, níveis aumentados de IL-8 têm sido 

correlacionados com a gravidade de inúmeras doenças inflamatórias, como artrite e 

inflamação pulmonar aguda (BRENNAN et al., 2008; SHEN; WANG; WANG, 2011). 

 Ainda dentre estes mediadores destacam-se: TNF-α, IL-1β e IL-6, que 

contribuem para a ativação e migração de leucócitos e células residentes nos 

tecidos que estão envolvidas em doenças inflamatórias, como artrite reumatoide 

(HIRANO, 2010). Junto com as quimiocinas, estas moléculas estão divididas de 

acordo com o tipo de respostas em que participam, sendo algumas descritas como 

mediadores de perfil Th1, Th2, Th17 e T regulatórias (T reg) (LLOYD; HESSEL, 

2010).  

 

2.2 Doenças respiratórias 

 

 As doenças respiratórias compreendem um grupo de patologias infecciosas e 

não infecciosas que comprometem as vias aéreas. São caracterizadas por 

provocarem limitação do fluxo de ar e reação inflamatória de intensidade variável. 

Neste contexto, as doenças pulmonares crônicas, como DPOC, fibrose pulmonar 

idiopática (FPI) e asma, estão entre as patologias que apresentam alta incidência e 

prevalência no mundo, apresentando alta mortalidade. Estima-se que 1,15 bilhões 

de pessoas no mundo sejam acometidas por alguma doença respiratória crônica, o 

que representa 16,4% da população mundial (SORIANO; CAMPOS, 2012). Além 

disso, mais de 50% dos casos ocorrem em pessoas que vivem em países de baixos 

ou médios rendimentos (OMS, 2007). 

No Brasil, nos últimos oito anos as doenças respiratórias acometeram um 

grande número de indivíduos, causando elevados índices de internações e óbitos 
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(Tabela 1). Neste mesmo período, apenas no Estado de Alagoas foram registrados 

cerca de 150 mil internações, o que gera elevados custos para o Sistema Único de 

Saúde (SUS) (DataSUS, 2016). Além disso, no Brasil, o número de óbitos em 

indivíduos com doenças respiratórias crônicas tem crescido desde a década de 

1980, principalmente na região Nordeste (SORIANO; CAMPOS, 2012). Cabe 

mencionar que este aumento ocorre mesmo havendo disponibilidade de 

medicamentos para o tratamento da asma, pois alguns pacientes não respondem ao 

tratamento com glicocorticoides e broncodilatadores de longa duração, indicando a 

necessidade de desenvolvimento de fármacos e estratégias terapêuticas mais 

eficientes (PRASAD, 2016). 

 

Tabela 1 – Indicadores relacionados a doenças respiratórias em indivíduos 

atendidos pelo SUS no Brasil entre os anos 2008 e 2016. 

Região Custos (R$) 
N° de 

Internações 
N° de 

Óbitos 
Taxa 

Mortalidade 

Norte 701.339.186,02 1.021.141 29.299 2,91 

Nordeste 2.310.746.122,24 2.965.274 129.818 4,38 

Sudeste 3.781.441.848,17 3.802.698 318.008 8,36 

Sul 2.075.994.376,08 2.260.338 137.382 6,08 

Centro-Oeste 767.223.028,22 915.006 42.418 4,64 

TOTAL 9.636.754.561,02 10.964.457 657.299 5,99 

Dados relacionados ao número de internações, óbitos, taxa de mortalidade e custos com doenças 
respiratórias no Sistema Único de Saúde no Brasil entre janeiro de 2008 e janeiro de 2016 (DataSUS, 
2016). 
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2.2.1 Asma 

 

 Segundo a Global Initiative for Asthma (GINA), a asma é caracterizada como 

uma doença inflamatória crônica das vias aéreas, acompanhada de sintomas 

respiratórios como sibilo (chiado no peito), falta de ar, sensação de aperto no peito e 

tosse, associados à limitação do fluxo de ar de intensidade variável (GINA, 2015). 

 A asma apresenta-se como uma doença heterogênea que acarreta uma 

responsividade variável à terapêutica atual (BARNES et al., 2016). Considerando a 

diversidade de manifestação clínica da doença, a asma pode apresentar fenótipos 

distintos, sendo o mais comum a asma alérgica, que envolve um componente 

genético correlacionado à predisposição à alta produção de imunoglobulina tipo E 

(IgE). Além disso, mostra-se como o tipo mais comum em que os sintomas têm início 

na infância. Estes pacientes, em geral, apresentam boa resposta à terapêutica com 

corticoides inalatórios (CIs) (GINA, 2015).  

 Independente do tipo clínico da asma, esta patologia encontra-se entre as 

doenças inflamatórias crônicas que representam um grave problema de saúde 

pública da atualidade. Estudos têm demonstrado que a asma acomete cerca de 300 

milhões de pessoas em todo o mundo, correspondendo a 4,1% da população 

mundial, e que em 2025 haverá um aumento de cerca de 100 milhões de indivíduos 

asmáticos (MASOLI; FABIAN; BEASLEY, 2004; ONU, 2015). Os países que 

possuem maior prevalência da doença são: Estados Unidos, Canadá, Brasil, Peru, 

Irlanda, Reino Unido e Austrália (Figura 1, p. 32). 
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Figura 1 – Distribuição geográfica da asma no mundo. 

 

Proporção de indivíduos acometidos por asma nas diferentes regiões do planeta. Em vermelho, 
regiões onde mais de 10% da população possui asma. Em laranja, entre 7,6-10% da população. Em 
amarelo, cerca de 5,1-7,5% da população possui asma. Em verde, entre 2,5 e 5 % da população. Em 
azul, até 2,5% da população possui asma, e em branco, regiões que não possuem estudos 
epidemiológicos sobre a problemática (adaptado de MASOLI; FABIAN; BEASLEY, 2004). 

 

 No Brasil, estima-se que cerca de 20 milhões de pessoas tenham asma 

(SBPT, 2012). Nos últimos oito anos, as internações por asma atingiram o número 

de 1.298.239 internações, correspondendo a cerca de 445 internações/dia. Neste 

mesmo período, a taxa de mortalidade foi de aproximadamente 6%. Dentre as 

regiões do país o Nordeste desponta como possuidor do maior número de 

internações e maior mortalidade por asma (Tabela 2, p. 33). Nesta região, o Estado 

de Alagoas apresenta uma maior taxa de mortalidade: 0,82 (DataSUS, 2016).  
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Tabela 2 – Número de internações e óbitos por asma no Brasil de janeiro de 2008 a 

janeiro de 2016. 

Região 
N° de 

Internações 
N° de 

Óbitos 
Valor total 

(R$) 

Região Norte  141.130 266 701.339.186,31 

Região Nordeste  582.620 2293 2.310.756.122,24 

Região Sudeste 287.914 1.971 3.781.441.848,17 

Região Sul 192.567 939 2.075.994.376,08 

Região Centro-Oeste  94.008 498 767.223.028,22 

TOTAL 1.298.239 5967 9.636.754.561,02 

Números relacionados a internações, óbitos e custos ao sistema de saúde por asma registrados no 
Brasil no período de janeiro de 2008 a janeiro de 2016 (dados obtidos do DataSUS, 2016). 

  

A asma é caracterizada por uma resposta imune exacerbada a agentes 

ambientais, normalmente inócuos, como ácaros, fungos e pólen (ZEYFIZADEH et 

al., 2015). O processo de sensibilização de indivíduos inicia quando alérgenos 

penetram no organismo e são captados por células apresentadoras de antígenos, 

como as céulas dendríticas (DC), e na presença de citocinas, como a IL-4 e IL-13, 

são apresentadas aos linfócitos T. Esta apresentação resulta na ativação de linfócito 

T, que passa a expressar o perfil Th2 e induzirá a produção de IgE. Estas IgEs, por 

serem citotrópicas, passarão a interagir com seus receptores de alta afinidade 

(FcƐRI) na superfície de células-alvo, como mastócitos e basófilos. A partir de uma 

segunda exposição ao alérgeno, inicia-se a fase precoce da resposta alérgica que 

envolve a ativação e a desgranulação de mastócitos, liberando mediadores pré-

formados e estimulando a produção/secreção de outra classe de mediadores, 

denominados neo-sintetizados (COCHRANE et al., 2015; HOLGATE et a., 2015). 

Na fase tardia, 2-4 h após a exposição ao alérgeno, a liberação aumentada de 

mediadores pró-inflamatórios contribuirá para o aumento do infiltrado celular e 

geração de edema (Figura 2, p. 35) (GALLI; TSAI, 2012; MULLOL et al., 2008).  
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Figura 2 – Desenvolvimento da reação inflamatória alérgica. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ativação celular em reações alérgicas contribuindo para o estabelecimento da resposta inflamatória, 
característica em muitas desordens alérgicas (adaptado de LEVINE; WENZEL, 2010). 

 

Na asma, os efeitos das citocinas IL-4 e IL-13 têm sido bastante estudados, 

visto que estas citocinas atuam em linfócitos B, contribuindo para a produção de IgE, 

bem como a ativação de células caliciformes produtoras de muco, que contribuirá 

para a obstrução do fluxo de ar das vias aéreas. Além disso, juntamente com IL-9, 

estas citocinas contribuem para a ativação de mastócitos e basófilos, que se ligarão 

a receptores de alta afinidade na superfície de linfócitos B (ZEYFIZADEH et al., 

2015).  

Em resposta à exposiçao ao antígeno, as vias aéreas de indivíduos asmáticos 

exibem alterações em decorrência do intenso infiltrado celular que inclui eosinofílos, 

mononucleares, mastócitos e, em casos mais graves, neutrófilos (KUDO; 

ISHIGATSUBO; AOKI, 2013). A presença destas células e dos mediadores liberados 

por elas e por células estruturais contribuem para alterações na microarquitetura das 

vias respiratórias. Diversas alterações podem ser visualizadas nas vias respiratórias 

de pacientes asmáticos, como espessamento da parede das vias aéreas, diminuição 

do lúmen dos brônquios, produção de muco por células caliciformes, colapso 
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alveolar, produção excessiva de componentes de matriz extracelular e 

remodelamento das vias aéreas, que levam à fibrose tecidual. Todas estas 

alterações (Figura 3) contribuem para o agravamento da doença (HOLGATE et al., 

2015). 

 

Figura 3 - Alteração histológica do pulmão de indivíduos asmáticos. 

 

Corte histológico de um pulmão de indivíduo saudável (imagem A, NORMAL) e de um indivíduo 
asmático (Imagem B, ASMA). Em A, observa-se a preservação da microarquitetura do pulmão, 
exibindo alvéolos com paredes delimitadas e livres de infiltrado inflamatório. Além disso, observamos 
um bronquíolo, músculo liso (S), células epiteliais preservadas (Ep) e o lúmen de um bronquíolo 
(lúmen). Já em B, observa-se as alterações na microarquitetura do pulmão de um indivíduo com 
asma: intenso infiltrado celular, presença de fibrose tecidual, inflamação de células epiteliais com 
estreitamento da luz do brônquio, diminuindo o lúmen. Bm= Membrana basal (adaptado de 
WADSWORTH, 2013). 
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 Os diferentes tipos de células T são necessários para influenciar a natureza e 

a magnitude da resposta inflamatória alérgica e as citocinas que elas secretam. As 

células Th2 são necessárias para promover o recrutamento de eosinófilos em 

conjunto com células Natural Killer (NK) e CD8+. Corroborando com a fisiopatologia 

da asma, células Th1 e Th17 estão associadas com a severidade da doença e asma 

resistente a corticoides, que é marcada por um maior infiltrado neutrofílico e 

presença de citocinas e quimiocinas de perfil Th1 e Th17. Além disso, a presença de 

células T regulatórias e subtipos gama-delta são hábeis em diminuir a resposta 

imune pulmonar, importantes para a manutenção da homeostase no pulmão. A 

natureza e a magnitude da inflamação alérgica no pulmão são influenciadas por 

estímulos do ambiente, tais como a exposição a alérgenos e poluentes, bem como 

infecções a patógenos (Figura 4, p. 38) (LLOYD; HESSEL, 2010). 
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Figura 4 – Células envolvidas na indução dos diferentes fenótipos na alergia. 

 

Perfil de células no desenvolvimento do 
fenótipo da asma. A asma é uma doença 
heterogênea caracterizada por 
hiperresponsividade das vias aéreas 
(AHR), recrutamento de leucócitos no 
pulmão e remodelamento no tecido, 
incluindo a produção de muco e 
alterações na musculatura lisa. IFN-γ: 
interferon gama; IL: Interleucina (adaptado 
de LLOYD; HESSEL, 2010). 
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 A elevação dos níveis de IL-6 e IL-17 no fluido do lavado broncoalveolar tem 

sido observada em pacientes portadores do tipo grave da doença. Adicionalmente, 

os asmáticos também exibem níveis elevados de IL-4, IL-5 e IL-13, o que favorece a 

gravidade e a hiperresponsividade das vias aéreas (LAMBRECTH; HAMMAD, 2012; 

PETERS et al., 2016a; PETERS et al., 2016b).  

Além das citocinas descritas, a eotaxina possui participação importante no 

recrutamento de eosinófilos para o sítio inflamatório. Juntamente com a IL-5, 

mantém a ativação e a sobrevivência de eosinófilos nas vias aéreas e, por 

consequência, a severidade das manifestações clínicas da asma (SHIMIZU et al., 

2012). Considerando estas ações, o impedimento na síntese e/ou ação destes 

mediadores no sítio inflamatório constitui uma importante estratégia para o 

desenvolvimento de fármacos (XUE-MEI; HAN-XIAO, 2015). 

 Apesar de a maioria dos mediadores mencionados anteriormente estarem 

relacionados com o estabelecimento e a manutenção da resposta inflamatória, há 

citocinas cujas ações resultam em atenuação da inflamação, como é o caso da IL-

10. Esta interleucina inibe a ativação e a secreção de citocinas por mastócitos e 

eosinófilos, suprime a apresentação de antígenos por células dendriticas, bem como 

reduz a ativação de linfócitos de perfil Th2 (LLOYD; HESSEL, 2010). Diferentes 

subtipos de células T estão envolvidos na heterogeneidade da asma e contribuem 

para a ativação de células epiteliais, proliferação de células do músculo liso e 

leucócitos que participam das alterações que ocorrem nas vias aéreas em doenças 

respiratórias (BORISH; STEINKE, 2003, LLOYD; HESSEL, 2010). 

  Cabe mencionar que as citocinas pró-inflamatórias podem incrementar a 

intensidade da resposta inflamatória por vários mecanismos, dos quais o estímulo à 

produção de radicais livres é importante na gravidade de desordens respiratórias. As 

espécies reativas são um importante componente com funções relevantes para a 

defesa contra patógenos. Os macrófagos, por exemplo, ao fagocitarem 

microrganismos, contam com a ajuda destas moléculas para neutralizar o agente 

agressor. Nas situações patológicas, a contínua ativação celular e a produção 

aumentada de espécies reativas contribuem para a lesão tecidual e a progressão de 

desordens inflamatórias (RAHMAN et al., 2006). Em contrapartida, o organismo 

dispõe de mecanismos capazes de garantir a eliminação destas espécies reativas 

através de agentes antioxidantes endógenos enzimáticos. Dentre as enzimas 

capazes de agir como antioxidantes têm-se: heme-oxigenase-1 (HO-1), superóxido 
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desmutase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase (GSHPX) e redutase (GR). 

Estas enzimas têm sua síntese iniciada através da ativação do fator transcricional 

relacionado a eritrócitos (Nrf2). Quando há um desequilíbrio na geração de espécies 

reativas, o Nrf2 sofre uma translocação para o núcleo da célula e promove a 

transcrição de genes-alvo no processo antioxidante (KINNULA, 2005; RAHMAN et 

al., 2006; CHENG et al., 2016).  

  

2.2.2 Aspectos gerais no tratamento da asma 

 

O tratamento das doenças respiratórias, em especial a asma, é sintomático e 

há décadas feito com uso de anti-inflamatórios (glicocorticoides - GC) e 

broncodilatadores (agonistas adrenérgicos ou antagonistas colinérgicos). Além 

destes, ainda são utilizados os estabilizadores de mastócitos (cromonas), inibidores 

de fosfodiesterases (PDE) e inibidores da ação de leucotrienos, sendo esta última 

classe a mais recente aprovada para o tratamento da asma (BARNES, 2015). 

Os GC são os fármacos mais usados para tratamento da asma. Foram 

descobertos na década de 1950 e passaram a ser uma importante ferramenta para o 

controle das crises alérgicas e de muitas outras desordens inflamatórias. Esta classe 

de fármaco sofreu inúmeras modificações químicas que possibilitaram ampliar o 

leque disponível de formulações, com o propósito de minimizar seus efeitos 

adversos e aperfeiçoar as ações farmacológicas de interesse (DERENDORF; 

MELTZER, 2008). 

Em geral, os GC reduzem o número de eosinófilos, linfócitos T, monócitos, 

mastócitos e células dendríticas nas vias aéreas, por atuarem em receptores 

intracelulares que, ao serem ativados, são translocados para o núcleo da célula, 

onde se ligam a sequências específicas de ácido desoxirribonucléico (DNA) e 

promovem a inibição da transcrição gênica de citocinas, quimiocinas e moléculas de 

adesão (BARNES, 2013b). 

Os GC inibem, ainda, a liberação de mediadores lipídicos, sendo bastante 

eficazes no tratamento da maioria das condições inflamatórias. No entanto, devido à 

inibição de diversos mediadores com importância fisiológica, apresentam efeitos 

adversos graves, como alteração no metabolismo lipídico, proteico, retenção hídrica 

e imunossupressão (Tabela 3, p. 40) (BARNES; ADCOCK, 2003; PELAIA et al., 

2003; DERENDORF; MELTER, 2008). Devido aos vários efeitos adversos dos GC e 
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ao elevado número de pacientes que apresentam resistência à corticoterapia, 

situações que comprometem a qualidade de vida destes pacientes, há um esforço 

na atualidade para ampliar as terapias capazes de controlar esta doença (BARNES, 

2016). 

 

Tabela 3 – Efeitos colaterais mais comuns associados ao uso de corticosteroides. 

Curto prazo Longo prazo 

Intolerância 
gastrointestinal 

Sistema muscular/ósseo 
Retardo no crescimento, 
osteoporose, Miopatia 

Predisposição à 
infecção 

Sistema hipotálamo-
pituitária-adrenal (HPA) 

Síndrome de Cushing e 
diabetes 

Comprometimento na 
cicatrização, insônia 

Sistema gastrointestinal 
Gastrite, úlcera péptica e 

pancreatite 

Retenção de fluidos, 
acne 

Oftalmológica Catarata e glaucoma 

Alterações no humor, 
fraqueza 

Metabolismo 
Hiperglicemia, hiperlipidemia, 
hipocalemia e hipoclacemia 

(adaptado de BARNES; ADCOCK, 2003; PELAIA et al., 2003; DERENDORF; MELTER, 2008). 

  

Outro grupo de medicamentos utilizado no tratamento da asma que exibe 

efeito satisfatório na maioria dos pacientes quando em associação com os GC são 

os broncodilatadores (DUCHARME et al., 2010). Os broncodilatadores atuam de 

duas formas: os agonistas beta-adrenérgicos mostram-se seletivos para receptores 

β2-adrenérgicos na musculatura lisa das vias aéreas, enquanto os antagonistas 

colinérgicos ligam-se a receptores colinérgicos muscarínicos na musculatura lisa das 

vias aéreas, impedindo sua ativação. O efeito final de ambas as classes é a 

broncodilatação, promovendo uma melhora do fluxo de ar e diminuição da secreção 

de muco nos pacientes (NELSON, 1995; WASILEWSKI; LOUGHEED; FISHER, 

2014). Porém, apesar da eficácia em grande parte dos pacientes, os 

broncodilatadores apresentam efeitos adversos importantes, incluindo palpitações, 

irritabilidade e dores de estômago (NELSON, 2006). 

Dentre os fármacos broncodilatadores amplamente utilizados na clínica para o 

tratamento da asma tem-se a teofilina (WOOD, 1996). A teofilina foi bastante 

empregada para aliviar os sintomas da asma até a década de 1990, mas devido a 

limitações farmacocinéticas e à disponibilidade de outras classes de 

broncodilatadores, passou a ser indicada apenas em pacientes não responsivos a 
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combinações de GC e agonistas beta-adrenérgicos (WOOD, 1996; BARNES, 

2013a). Atualmente, com a disponibilidade de novas formulações farmacêuticas, 

este fármaco voltou a ser alvo de estudos clínicos (BARNES, 2010; BARNES, 

2013a).  

 As cromonas (cromolina sódica e nedocromil sódico) mostram-se como 

fármacos capazes de estabilizar a membrana de mastócitos e previnir a ativação 

deste tipo celular na condição asmática. Estes foram os primeiros medicamentos 

utilizados exclusivamente para o controle da asma. No entanto, devido ao advento 

das outras classes terapêuticas, as cromonas são usadas com menor frequência 

nos dias atuais (WOOD, 1996; SULAIMAN et al., 2016).  

 A classe de medicamentos mais recentemente aprovada para o tratamento da 

asma é a dos fármacos que interferem na ação dos leucotrienos. Duas vias 

mecanísticas são usadas para este propósito: os inibidores da enzima 5-LO 

(Zileuton) e os antagonistas de receptores de CysLT1 (Montelukast, Pranlukast e 

Zarfilukast). Tais medicamentos diminuem os efeitos dos leucotrienos, que, durante 

o processo inflamatório, contribuem para o recrutamento de células e alterações na 

musculatura lisa, levando, assim, à broncoconstricção. Porém, seus benefícios em 

doenças alérgicas são restritos a grupos reduzidos e específicos de pacientes 

(NIALS; UDIN, 2008; GOSH et al., 2016). 

  Apesar das classes de medicamentos mencionadas, ainda há poucas opções 

de fármacos para oferecer estratégias terapêuticas eficazes e seguras aos pacientes 

asmáticos. Por isso, a identificação de princípios ativos que sejam seguros e mais 

eficazes que a terapêutica atual continua a ser estimulada para proporcionar um 

melhor controle da asma (BARNES, 2015; SULAIMAN et al., 2016).  
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2.3 Recursos vegetais como fonte de medicamentos 

 

 O uso dos recursos naturais é feito pelo homem há milhares de anos e 

continua amplamente empregado em várias partes do mundo, como fontes de 

alimento ou para sanar enfermidades (SKIRYCZ et al., 2016). 

A Organização Mundial de Saúde (OMS) define plantas medicinais como 

“espécies vegetais a partir das quais produtos de interesse terapêutico podem ser 

obtidos e usados na espécie humana como medicamento”.  ssim, h  a necessidade 

da realização de estudos com o propósito de comprovar a eficácia e a segurança de 

produtos oriundos de espécies vegetais para que seus benefícios sejam úteis à 

sociedade (BRASIL, 2006). 

 A Organização Mundial de Saúde (OMS) reuniu conhecimentos científicos 

sobre o uso de recursos naturais na terapêutica e disponibilizou a publicação de 

compêndios sobre diversas espécies vegetais, nos anos 1999, 2002, 2007 e 2009, 

totalizando informações sobre 117 espécies (WHO, 2009). Nestes documentos, a 

OMS buscou proporcionar o conhecimento científico sobre a eficácia e a qualidade 

de plantas medicinais comumente usadas, servindo de base para que os países 

possam desenvolver seus próprios compêndios sobre as espécies de maior 

interesse para a sua população (WHO, 2003). 

 No Brasil, com a regulamentação da Política Nacional de Práticas Integrativas 

e Complementares no Sistema Único de Saúde (PNPIC-SUS), por meio do decreto 

Federal 5.813, de 22 de junho de 2006 (BRASIL, 2006), houve uma valorização das 

plantas medicinais como fonte de princípios ativos para fins terapêuticos. Tanto que, 

anos mais tarde, em 2009, o Ministério da Saúde divulgou o livro denominado 

Programa Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterápicos (PNPMF), com o objetivo 

de “garantir à população brasileira o acesso seguro e o uso racional de plantas 

medicinais e fitoterápicos, promovendo o uso sustentável da biodiversidade, o 

desenvolvimento da cadeia produtiva e da indústria nacional” (BRASIL, 2009). Estas 

ações têm garantido a difusão ordenada do conhecimento sobre plantas medicinais, 

além de impulsionar o desenvolvimento científico e tecnológico por meio da 

inovação com base na biodiversidade brasileira e de acordo com as necessidades 

da população (BRASIL, 2009).  

No ano 2010, ainda com o objetivo de orientar pesquisas e ampliar a lista de 

medicamentos fitoterápicos disponíveis na assistência farmacêutica básica em todo 
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o país, o Ministério da Saúde divulgou a Relação Nacional de Plantas Medicinais de 

Interesse ao SUS (ReniSUS). Esta lista com nomes de plantas foi composta 

inicialmente por 71 espécies vegetais elencadas a partir de dados etnobotânicos e 

estudos pré-clínicos e clínicos sobre seus efeitos farmacológicos e terapêuticos 

(BRASIL, 2010).  

 Apesar do esforço do Ministério da Saúde em listar e organizar os 

conhecimentos sobre as propriedades terapêuticas de espécies vegetais e 

considerando toda a diversidade existente no Brasil, poucas espécies foram 

adicionadas a lista da ReniSUS, uma vez que as espécies utilizadas pela população 

brasileira não se limitam às contidas na lista. Esta discrepância pode ser explicada 

em parte, pois apenas cerca de 5-15% das espécies vegetais que ocorrem no 

território brasileiro foram estudadas sob aspectos fitoquímicos ou farmacológicos 

(McCHESNEY; VENKATARAMAN; HENRI, 2007).  

 Mesmo assim, diversos são os exemplos de princípios ativos vegetais 

isolados de plantas com propriedades terapêuticas. Muitas destas substâncias 

serviram como protótipo para o desenvolvimento de medicamentos para o 

tratamento de uma grande variedade de doenças (VALENÇA; SILVA; BERDINI, 

2015). Como exemplo, pode ser mencionada a salicilina, um glicosídeo natural 

isolado da espécie Salix alba (Salicilaceae), que serviu de base para o 

desenvolvimento da classe de medicamento mais prescrita no mundo, os anti-

inflamatórios não esteroidais (Aines) (SHARA; STOHS, 2015). Outros exemplos são 

as cromonas e a teofilina, que foram isoladas inicialmente das espécies Asmi 

visnaga e Camellia sinensis, respectivamente, e que são utilizadas no tratamento de 

doenças alérgicas (EDWARDS, 2014; ITO; CROZIER; ASHIHARA, 1997). 

 Nas últimas décadas, ocorreram muitos investimentos no Brasil com o 

propósito de incrementar a aproximação entre pesquisadores e a indústria 

farmacêutica.  Estes esforços propiciaram não apenas a elucidação química de 

princípios ativos, mas também a caracterização das propriedades farmacológicas de 

diversas substâncias. Como resultados desta ação, houve um significativo aumento 

no número de patentes depositadas por pesquisadores brasileiros, no Brasil e no 

exterior, sobre extração de princípios ativos vegetais para fins terapêuticos. Como 

exemplo de sucesso, pode ser mencionado o medicamento Acheflan®, desenvolvido 

pelo Laboratório Farmacêutico Aché e indicado para o tratamento de doenças 

inflamatórias, que tem como princípio ativo o α-humuleno, um terpeno da classe 
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sesquiterpeno isolado da espécie Cordia verbanacea DC. (Boraginaceae) 

(MEDEIROS et al., 2007).  

 Vários estudos reforçam que outras classes de terpenos, obtidos de 

diferentes espécies vegetais, apresentam efeitos farmacológicos relevantes e que 

podem ser utilizados para o tratamento de desordens inflamatórias. A espécie 

Carapa guianensis, por exemplo, conhecida popularmente como andiroba, possui 

uma grande quantidade de tetranoterpenoides reponsáveis por efeitos anti-

inflamatórios em modelos de inflamação não alérgica e alérgica (PENIDO et al., 

2005; FERRARIS et al., 2011). 

 Estudos fitoquímicos com a espécie vegetal Clusia nemorosa Mey, utilizada 

para fins medicinais no Nordeste brasileiro, demonstraram a presença do triterpeno 

pentacíclico friedelina como metabólito secundário majoritário em diferentes partes 

da planta (ANDRADE et al., 1998). Reforçando a propriedade desta planta para fins 

medicinais, em estudos recentes, realizados pelo nosso grupo de pesquisa na Ufal, 

demonstrou-se que os extratos obitidos das folhas de C. nemorosa foram capazes 

de apresentar significativos efeitos anti-inflamatórios e antinociceptivos (FARIAS et 

al., 2012; FERRO et al., 2013).  

 

2.4 Terpenos 

 

 Os terpenos mostram-se como uma grande classe de metabólitos 

secundários formada por mais de 50.000 compostos identificados em diversas 

espécies vegetais. Estes compostos estão relacionados com uma grande variedade 

de efeitos farmacológicos relevantes, que incluem ação antiplaquetária, antioxidante, 

antitumoral, analgésica e anti-inflamatória (PATERAKI; HESKES; HAMBERGER, 

2015). 

 Frequentemente utilizados de forma imprópria para descrever o mesmo 

composto, os termos terpeno e terpenoide possuem uma diferenciação que é 

importante mencionar. Enquanto o termo terpeno é um coletivo para descrever 

substâncias naturais, o termo terpenoide inclui não apenas os produtos de 

metabolismo natural, mas também seus derivados sintéticos.  

Os terpenos apresentam estrutura química bastante variada, sendo formados 

e classificados de acordo com o número de unidades isoprênicas (C5H8) de 

hidrocarbonetos, como hemiterpenos (1 unidade isoprênica), monoterpenos (2 
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unidades), sesquiterpenos (3 unidades), diterpenos (4 unidades), sesterpenos (5 

unidades), triterpenos (6 unidades) e tetranoterpenos (8 unidades) (JANOCHA; 

SCHIMITZ; BERNAHARDT, 2015). 

 Os terpenos mostram-se presentes em nosso cotidiano, seja de forma natural, 

como nas frutas, alimentos ricos em monoterpenos, ou de forma industrializada, 

funcionando como base para a síntese de cosméticos e medicamentos (AMORIM et 

al., 2016). Como exemplo, podem-se mencionar o timol e o eucaliptol, utilizados na 

indústria de medicamentos devido a suas ações expectorantes, descongestionantes 

e anti-inflamatórias. Outro terpeno bastante conhecido é o betacaroteno 

(tetraterpeno), precursor da vitamina A, que possui funções fisiológicas importantes, 

como o desenvolvimento da retina e do sistema respiratório (HORIGUCHI et al., 

2016). 

Os triterpenos de forma molecular (C30Hn) podem apresentar esqueleto de 

carbono acíclico ou conter estruturas mono-, bi-, tri-, tetra- e pentacíclicas. Além 

disso, podem ocorrer de forma livre ou como ésteres ou glicosilados (triterpenos 

saponinas). Na perspectiva de atividades farmacológicas, as estrututuras 

triterpênicas relevantes são aquelas que possuem os esqueletos de carbono do 

oleanano, ursano, lupano e friedelano (triterpeno pentacíclico). O esqueleto 

oleanano é o mais amplamente descrito, cerca de 50% dos triterpenos, e é 

amplamente presente em espécies dos gêneros Glycyrrhiza, Aralia, Panax e 

Liguticum, com diferentes utilizações farmacológicas, como diurético, cardiotônico e 

hipogliceminate. Os triterpenos de esqueleto ursano estão distribuídos em espécies 

com efeitos farmacológicos importantes, como as espécies dos gêneros Cornus, 

Boswellia, Centella, Glycyrrhiza e Terminalia, usadas pela medicina tradicional como 

anti-inflamatórias e quimioprotetoras contra o câncer. Já os triterpenos de esqueleto 

lupano estão presentes em espécies dos gêneros Virburnum, Acacia e 

Acanhopanax, usadas popularmente como anti-inflamatórias, anti-proliferativas e 

inibidoras de topoisomerases I e II (Figura 5, p. 47) (ALQAHTANI et al., 2013; 

KVASNICA et al., 2015). 
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Figura 5 – Estrutura molecular do esqueleto-base de triterpenos pentacíclicos  

 

                             
Estrutura química dos tipos de triterpenos descritos. Esqueleto lupano (I), oleanano (II), ursano (III) e 
friedelano (IV) (Fonte: KVASNICA et al., 2015). 
 

 As propriedades farmacológicas dos triterpenos são muito diversificadas, pois 

podem apresentar efeitos anti-inflamatórios, hepatoprotetores, antidiabéticos, 

antinociceptivos, antimicrobianos e cicatrizantes (MUCENIECE et al., 2016; HILL; 

CONNOLYY, 2013; JESUS et al., 2015; AGRA et al., 2015). 

 Ácido ursólico, ácido oleanoico e lupeol, triterpenos com esqueleto ursano, 

oleanano e lupano, respectivamente, possuem diversos efeitos biológicos descritos 

na literatura, como a capacidade de inibir a migração celular, induzir a apoptose de 

células e reduzir a angiogênese, que contribuem para suas propriedades anti-

inflamatórias, anti-proliferativas e antitumorais (PATOLLA; RAO, 2012).  

Dentre os efeitos farmacológicos descritos para compostos da classe 

friedelano destacam-se os potenciais vasorelaxante, antihipertensivo, 

antinociceptivo, antiedematogênicos e antimicrobianos (JIAO et al., 2007; 

ANTONISAMY et al., 2011; SUNIL et al., 2013; CHINSEMBU, 2016).  

 

 

 

 

IV 
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2.5 Friedelina 

 

No grupo dos triterpenos pentacíclicos, destaca-se a friedelina. Este triterpeno 

está presente em diferentes espécies vegetais, como espécies do gênero 

Callophyllum, Maytenus, Azima, Vismia e Clusia (TAMOKOU et al., 2009; RIBEIRO 

et al., 2011). A friedelina é formada por três unidades isoprênicas distribuídas em 

cinco anéis de carbono formados apenas por ligações saturadas. Analisando sua 

estrutura química, observa-se a presença de uma carbonila no carbono 3, seguida 

da presença de um grupamento CH3 nos carbonos 4, 5, 9, 13, 14 e 17, e dois 

grupamentos CH3 no carbono 20, sendo comum a presença de grupamentos metil 

em estrutura com esqueleto triterpênico (Figura 6). 

 

Figura 6 – Estrutura molecular da friedelina. 

  

Fonte: Sigma-aldrich 

 

 

A friedelina está presente em plantas com diferentes propriedades medicinais, 

como Clusia nemorosa Mey e Maytenus illicifolia, que possuem efeitos 

antinociceptivos, anti-inflamatórios e anti-ulcerogênicos, respectivamente (FERRO et 

al., 2013; FARIAS et al., 2012; JIAO et al., 2007). Cabe destacar, ainda, a friedelina 

como um importante triterperno pentacíclico da classe friedelano, devido às suas 

propriedades anti-inflamatórias e antioxidantes. Em particular, estudos recentes 

reportam a capacidade da friedelina em reduzir a formação do edema de pata 

induzido por carragenina em ratos. Além disso, acarreta em uma redução da 
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inflamação gástrica em camundongos, por interferir com os níveis locais de IL-6 e 

TNF-α ( NTONI  MY et al., 2015).  

Apesar dos vastos e relevantes efeitos farmacológicos da friedelina, as 

propriedades físico-químicas deste triterpeno impõem restrições às suas ações 

farmacológicas, devido à baixa solubilidade em meio aquoso, o que certamente 

impede de explorar ainda mais seus efeitos em sistemas biológicos. Por isso, muitas 

estratégias são propostas para favorecer a solublidade de terpenos, com o propósito 

de melhorar suas propriedades fisico-químicas e expandir suas aplicações (LIMA et 

al., 2016). Dentre as estrátégias utilizadas para atingir tais melhorias, podem ser 

mencionadas as modificações na estrutura química do princípio ativo e o uso de 

substâncias carreadoras. Considerando estes dois exemplos, o emprego de 

moléculas carreadoras mostra-se mais interessante, pois, com este método, evitam-

se modificações químicas na estrutura do princípio ativo que possam comprometer 

suas propriedades farmacológicas (GOMES et al., 2015). 

Diferentes autores têm mostrado que o uso de estratégias carreadoras de 

fármacos apresenta-se como uma importante ferramenta na melhora da solubilidade 

de metabólitos obtidos de plantas medicinais, bem como na otimização de seus 

efeitos farmacológicos. Com isso, o uso de sistemas nanométricos baseados em 

lipossomas e ciclodextrinas têm sido largamente aplicado, promovendo incremento 

nos efeitos farmacológicos de substâncias com potencial anti-inflamatório e 

anticancerígeno (AKTHAR; KHAN, 2016; LIMA et al., 2016).    

 

2.6 Ciclodextrinas 

 

 As ciclodextrinas (CDs) são oligossacarídeos cíclicos formados por unidades 

de glicopiranose unidas por ligações glicosídicas α-1,4. Estas moléculas podem ter 

origem natural ou sintética. As CDs naturais apresentam 6, 7 ou 8 ligações 

glicosídicas, sendo denominadas, respectivamente, de alfa, beta e gama 

ciclodextrinas (Figura 7, p. 49). As CDs apresentam estrutura tronco de formato 

cônico, onde a face externa é hidrofílica e sua cavidade interna é lipofílica, 

acomodando com facilidade substâncias com baixa solubilidade em meio aquoso. 

Sua estrutura ocorre devido à falta de livre rotação das ligações glicosídicas e da 

conformação em cadeia das unidades de glicose (SZEJTLI, 1998; CUNHA-FILHO; 

SÁ-BARRETO, 2007). Os grupamentos hidroxílicos (OH) presentes nas 
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extremidades das CDs contribuem para o tamanho de suas extremidades: as 

hidroxilas presentes nos carbonos C2 e C3 são secundárias, constituem uma cadeia 

relativamente rígida, com pouca rotação, e estão localizadas na extremidade mais 

larga. Já as hidroxilas presentes no carbono C6 são primárias, e estão localizadas 

na extremidade mais estreita na CD (BEKERS; UITENDAAL; BEIJNEN, 1991). 

  

Figura 7 – Estrutura molecular dos tipos de ciclodextrinas naturais. 

 

Os três tipos de ciclodextrinas de ocorrência natural: (a) α-ciclodextrina, (b) β-ciclodextrina e (c) γ-
ciclodextrina (Fonte: DAVIS; BREWSTER, 2004).). 
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Após sua caracterização e reconhecimento das suas propriedades, passaram 

a ser avaliadas quanto à sua principal característica: a capacidade de hospedar 

outras moléculas no interior da sua cavidade. Além disso, são intensamente 

estudadas na complexação de fármacos que apresentam baixa solubilidade em 

meio aquoso (GUEDES et al., 2008).  

Atualmente, há disponível no mercado um número variável de ciclodextrinas 

naturais e sintéticas, com propriedades físico-químicas distintas, permitindo 

aperfeiçoar a sua aplicação. A diversidade de tipos de CDs disponíveis, aliada ao 

fato de serem produtos seminaturais obtidos por reação enzimática relativamente 

simples, a produção em escala industrial com uso de tecnologia que não agride o 

meio ambiente, custos que compensam a sua utilização e sua característica de host-

guest são fatores que fazem com que a ciclodextrina seja amplamente usada por 

diversos setores da indústria para aplicação e consumo por seres humanos 

(SZEJTLI, 1998).  

A solubilidade das ciclodextrinas se dá pela presença de grupos hidroxilas 

nas extremidades da molécula. No entanto, as ciclodextrinas naturais possuem 

limitação quanto à sua solubilidade em água. Por isso, diferentes derivados de 

ciclodextrinas foram formulados para melhorar as propriedades físico-químicas das 

CDs naturais, principalmente das β-CD (BREWSTER; LOFTSSON, 2007). 

Atualmente, as CDs sintéticas ganharam importância no cenário de 

desenvolvimento farmacotécnico de formulações, principalmente pela possibilidade 

de aumentar a solubilidade e diminuir a toxicidade das CDs naturais, sendo as CDs 

hidroxiladas bastante utilizadas por apresentarem elevada solubilidade e baixa 

toxicidade (Tabela 4, p. 51). 
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Tabela 4 – Características das principais ciclodextrinas utilizadas pela indústria 

farmacêutica e de cosméticos. 

Tipo de 
CD 

Solubilidade em 
água (g/L a 25°C) 

PM 
(g/moL) 

Metabolismo 
DL50 (g/Kg) 

(i.v.) 

α-CD 14,5 972 Cólon 0,5-0,8 

β-CD 1,85 1135 Cólon, cecum 1 

ʸ-CD 23,2 1297 TGI superior 4 

DM- β-CD 570 1331 
Não 

metabolizada 
1,5-2,5 

HP-β-CD >600 1396 Cólon 10 

PM: Peso molecular. DL50: Dose letal para 50% dos animais avaliados. Fonte: Adaptado de 
(SALTÃO; VEIGA, 2001; RAMA et al., 2005; BREWSTER; LOFTSSON, 2007; HARESH; AMIT, 2013).  

 

As alterações nas moléculas de ciclodextrinas naturais dão-se, geralmente, 

em substituição aos grupos de OH primárias e/ou secundárias. Tais substituições 

são feitas pela adição de grupos funcionais, como metil (CH3), hidroxipropil 

(CH2CH(OH)CH3), etil (C2H5) e acetil (-COCH3), por exemplo. Tais modificações 

conferem maior solubilidade às ciclodextrinas sintéticas em detrimento das 

ciclodextrinas naturais, e menor toxicidade (VEIGA; PECORELLIC; RIBEIRO, 1996; 

CHALLA et al., 2005). 

As principais características da molécula-hóspede que devem ser observadas 

na formação de complexos são a disposição geométrica e a polaridade da molécula 

de interesse, sendo favorecida a complexação de moléculas hidrofóbicas 

(LOFTSSON; BREWSTER, 2010). 

Os métodos de co-solubilização e mistura física são os mais usados no 

preparo dos chamados complexos de inclusão, ou seja, da interação entre a 

molécula-hóspede e a molécula de CD, e são relativamente simples. De maneira 

geral, proporções molares determinadas são preparadas separadamente e em 

seguida misturadas para propiciar a formação do complexo. As estequiometrias mais 

comuns utilizadas para a obtenção dos complexos são a 1:1 e 1:2 

(fármaco:ciclodextrina), como representado na figura 8 (DAVIS; BREWSTER, 2004) 

(p. 53). 

 



52 
 

Figura 8 – Modelo de formação de complexo entre ciclodextrinas e molécula 

hóspede. 

 

Possibilidades mais comuns de formação de complexo entre uma substância (molécula hóspede) e 
os diferentes tipos de ciclodextrinas (molécula hospedeira). Neste esquema, em (A), evidencia-se a 
formação do complexo na proporção de uma molécula hóspede para uma molécula de ciclodextrina. 
Em (B), ilustração da formação com complexo na proporção de uma molécula hóspede para duas 
moléculas de ciclodextrina (Fonte: DAVIS; BREWSTER, 2004). 

 

Atualmente, 35 formulações medicamentosas contendo diferentes tipos de 

ciclodextrinas foram aprovadas pela FDA e são comercializadas em todo o mundo, 

inclusive para melhorar as propriedades de fármacos anti-inflamatórios, como a 

dexametasona, piroxicam e diclofenaco de sódio, em formulações oral, oftálmica e 

tópica (LIMA et al., 2016). No Brasil, apesar de não haver legislação específica para 

fiscalizar produtos considerados nanotecnológicos, 16 medicamentos contendo 

formulações com nanomoléculas, já foram aprovados para comercialização, sendo 

duas destas formuladas com ciclodextrinas, para melhorar as propriedades de 

fármacos (Tabela 5, p. 53) (BATISTA; PEPE, 2014; COSTA et al., 2014). 

 

 

 

 

 

 

     CD                             Fármaco                     1:1 Complexo Fármaco-CD 

     CD                             Fármaco                     1:2 Complexo Fármaco-CD 



53 
 

Tabela 5 – Medicamentos nanotecnológicos comercializados no Brasil até 2014. 

Medicamento PA Aplicação Laboratório Nanosistema 

Ambisome® Anfotericina B Antifúngico 
United Medical 

Ltda 
Lipossoma 

Caelyx® 
Cloridrato de 
doxorrubicina 

Antineoplásico Schering-plough Lipossoma 

Daunoxome® 
Citrato de 

daunorrubicina 
Antineoplásico 

United Medical 
Ltda 

Lipossoma 

Doxil® 
Cloridrato de 
doxorrubicina 

Antineoplásico 
Ben Venue 

Laboratories 
Lipossoma 

Lupron depot® 
Acetato de 
leuprolida 

Antineoplásico 
Abbott 

Laboratórios 
Brasil Ltda 

Micropartícula 
de poli-ácido 

lático 

Neo 
decapeptyl® 

Pamoato de 
triptorrelina 

Antineoplásico 
Aché 

Laboratórios 
Farmacêuticos 

Micropartícula 
de poli-ácido 

lático 

Brexin® Piroxicam Anti-inflamatório 
Laboratório Gross 

SA 
β-CD 

Maxsulid® Nimesulida Anti-inflamatório 
Laboratório 

Americano de 
Farmacoterapia 

β-CD 

Amphocil® Anfotericina B Antifúngico Zodiac 
Disco lipídico 

SDS-AB 

Albecet® Anfotericina B Antifúngico 
Sigma Tau 

Pharmaceutical 

Fita de lipídio 
DMPC-DMPG-

AB 

Rapamune® Sirolimo Imunosupressor Wyeth Nanocristais 

Emend® 
Aprepitant, 

MK869 

Antiemético 
(associado a 

antineoplásicos) 

Merck Sharp & 
Dohme 

Nanocristais 

TriCor® Fenofibrato 
Redutor do 
colesterol 

Abbot 
Laboratories 

Nanocristais 

Megace ES® 
Acetato de 
Megaestrol 

Antineoplásico, 
Imunomodulador 

Bristol-Myes 
Squibb Company 

Nanocristais 

Abraxane® Paclitaxel Antineoplásico 
Celgene Europe 

Limited 

Nanopartículas 
ligada a 
albumina 

Elestrin® Estradiol 
Repositor 
hormonal 

(menopausa) 

Meda 
Pharmaceutical 

Inc 

Nanopartícula 
polimérica 

PA: Princípio Ativo (Adaptado de BATISTA; PEPE, 2014; COSTA et al., 2014). 

 

Assim, o uso de ciclodextrinas para melhorar a solubilidade e a 

biodisponibilidade de substâncias com potencial terapêutico constitui-se em uma 

importante ferramenta a ser utilizada e explorada pela comunidade científica (PINHO 

et al., 2014). 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo geral 

 

No presente estudo, buscou-se investigar o efeito da friedelina livre e 

complexada sobre a resposta inflamatória em modelos experimentais in vivo e in 

vitro. 

 

3.2 Objetivos específicos 

 

1. Avaliar o efeito anti-inflamatório da friedelina sobre a resposta inflamatória aguda, 

verificando seu efeito sobre a formação de edema, migração de células e 

produção de citocinas. 

2. Avaliar o efeito da friedelina sobre a adesão e a migração de neutrófilos. 

3. Preparar, caracterizar e avaliar o efeito anti-inflamatório do complexo de inclusão 

friedelina/ciclodextrina (FD:HP-β-CD). 

4. Avaliar o efeito da friedelina livre e em complexo com ciclodextrina (FD:HP-β-CD) 

sobre no modelo de asma experimental em camundongos. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 Reagentes e soluções 

 

 Friedelina, PBS (Tampão Fosfato Salina), meios de cultivo celular (RPMI-

1640 e DMEM Advanced), Percoll, MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazólio), 

LPS (Lipopolissacarídeo, E. coli I0127:B8), carragenina, hidroxipropil-beta-

cyclodextrina (HP-β-CD), fMLP (formil-metionil-leucil-fenilalanina), ovalbumina, 

dexametasona, histamina, serotonina, PGE2, Triton X-100 foram adquiridos da 

Sigma-Aldrich (Sigma-Aldrich, MO, USA). Diclorometano, corante Giemsa e Panótico 

rápido foram adquiridos da Vetec, enquanto o corante Diff-Quick foi adquirido da 

Baxter Traveno Laboratories, Canadá. O soro fetal bovino (SBF) e gentamicina 

foram adquiridos da Gibco (Invitrogen, Carslbad, CA, USA). A sílica (0,035-0,079 

mm de diâmetro) com poro de 6 nm para fracionamento químico foi adquirido da 

Acrós Organic. Os kits para quantificação de IL-4, IL-10, IL-13, IL-17, eotaxina e 

TARC foram adquiridos da eBioscience. Os kits para quantificação de KC, MIP-1α, 

MIP-2 e IL-6 foram adquiridos da Merck-Millipore. 

 

4.2 Friedelina 

 

 A friedelina (PubChem CID: 91472) foi adquirida comercialmente da Sigma-

Aldrich. Como amostra padrão, foi utilizada friedelina isolada do extrato hexânico 

obtido da casca do caule da espécie Clusia nemorosa Mey, fornecida pelo 

Laboratório de Pesquisa em Química de Produtos Naturais do Instituto de Química e 

Biotecnologia da Universidade Federal de Alagoas, devidamente identificada e 

caracterizada por Andrade e colaboradores (1998). 

Neste estudo foram utilizados diferentes ensaios in vivo e in vitro para 

investigar o efeito farmacológico da friedelina, bem como para caracterizar o 

complexo formado entre friedelina e hidroxipropil-β-ciclodextrina através de métodos 

físico-químicos. Para uma visão geral deste trabalho, o organograma experimental 

do estudo pode ser observado no ANEXO A – Organograma experimental do estudo 

(página 143). 
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4.3 Animais 

 

 Foram utilizados camundongos Swiss (♂ e ♀, 20-25 gramas) provenientes do 

Biotério Central da Ufal, submetidos ao protocolo de inflamação deflagrado por LPS 

aprovado pelo CEUA-Ufal sob protocolo número 044/2013. Para o ensaio de 

microscopia intravital realizado no Laboratório de Reatividade Cardiovascular (IOC-

Fiocruz), foram utilizados ratos (♂, 300-350 g) provenientes do Biotério da 

Fiocruz/RJ (CEUA nº 31/10-3 LW-21). Em outro conjunto de experimentos 

envolvendo o modelo experimental de asma foram utilizados camundongos A/J 

fornecidos pelo Biotério da Fiocruz/RJ (CEUA nº LW-23/10). Os animais foram 

mantidos respeitando o ciclo claro-escuro de 12h a temperatura de 22 ± 2 °C, com 

livre acesso a ração e água.  

 

4.3.1 Avaliação da formação de edema 

 

Para verificar o efeito da friedelina sobre a formação de edema foi utilizado o 

modelo de edema de pata em camundongos de acordo com a metodologia realizada 

por Barros e colaboradores (2011). Para análise da formação do edema na pata foi 

utilizado o equipamento pletismômetro (Panlab, Itália). O equipamento possui duas 

cubetas de acrílico ligadas através de sistema de vasos comunicantes preenchidas 

com uma solução contendo salina (0,1%) e triton X (1%). Para verificar o edema 

formado, a pata do camundongo foi imersa até a junção tíbio-tárcica em uma das 

cubetas e o volume deslocado para a segunda cubeta (proporcional ao volume da 

pata imersa) foi medido com auxílio de um sensor eletrônico de volume e registrado 

(Figura 9, p. 58). 

Para verificar o efeito da friedelina sobre a geração de edema induzido por 

carragenina (300 µg/pata esquerda), PGE2 (100 ng/pata esquerda), serotonina (100 

µg/pata esquerda) ou histamina (100 ng/pata esquerda), os animais (n=7) receberam 

1h antes do estímulo por via intraperitoneal friedelina (0,1; 1 ou 10 mg/Kg) ou salina 

(0,9%). O volume de cada pata foi avaliado por até 48 h após o estímulo. A pata 

traseira direita recebeu o mesmo volume de solução salina (0,9%) como controle.  

Em um segundo conjunto de experimentos foi avaliado o efeito da friedelina 

livre (FD) ou em complexo com hidroxipropil-β-ciclodextrina (FD:HP-β-CD). Para tal, 

os animais foram tratados por via intraperitoneal com FD (0,1; 1 ou 10 mg/Kg), 
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FD:HP-β-CD (0,1; 1 ou 10 mg/Kg) ou HP-β-CD (10 mg/Kg) 1h antes da 

administração de carragenina (300 µg/pata; 0,05 mL na pata traseira esquerda) e 

avaliado no tempo de 2h após o estímulo. Nos dois grupos de experimentos, os 

valores foram expressos em microlitros (µL), de acordo com a seguinte fórmula:  

 

Δ Volume (µL) = (volume da pata esquerda) – (volume da pata direita) 

 

Figura 9 – Esquema do protocolo utilizado no modelo experimental de edema de 

pata. 
 

 

Esquema do protocolo experimental utilizado no modelo de edema de pata induzido por diferentes 
agentes flogísticos em camundongos. Os animais foram tratados com FD (0,1, 1 ou 10 mg/Kg, i.p.) ou 
salina (NaCl 0,9%, i.p.) ou indometacina (10 mg/Kg, i.p.) 1h antes do desafio com carragenina (300 
μg/pata traseira esquerda, 50 μL) ou PGE2 (100 ng/pata traseira esquerda, 50 μL) ou histamina (100 
ng/pata traseira esquerda, 50 μL) ou serotonina (100 μg/pata traseira esquerda, 50 μL) e o volume do 
edema formado foi mensurado em diferentes tempos. Em outro grupo experimental, os animais foram 
pré-tratados com FD (0,1, 1 ou 10 mg/Kg, i.p.) ou HP-β-CD (10 mg/Kg, i.p.) ou FD:HP-β-CD (0,1, 1 ou 
10 mg/Kg, i.p.) 1h antes do desafio com carragenina. FD= friedelina, HP-β-CD= hidroxipropil-beta-
ciclodextrina, FD:HP-β-CD= friedelina complexada. 

 

4.3.2 Pleurisia induzida por lipopolissacarídeo (LPS) 

 

 A inflamação no espaço pleural, pleurisia, foi induzida pela injeção 

intratorácica (i.t.) de 100 µL de solução de LPS (250 ng/cavidade) com uma agulha 

(13 x 5 mm) adaptada com um redutor de tamanho para ser introduzida na cavidade 

torácica, com propósito de atingir o espaço pleural do animal (AMENDOEIRA et al., 

Diferentes tempos até 48h 

http://www.novalabcientifica.com.br/arquivos/new
s/246.jpg 

Tíbio-tárcica) 
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2005). Camundongos Swiss (n=7) foram tratados por via intraperitoneal com FD (1; 

10 ou 50 mg/Kg) ou dexametasona (2,5 mg/Kg) 1h antes da indução da inflamação. 

Animais injetados com 100 µL de DMSO (1%, veículo) ou solução salina (0,9%, 

NaCl) foram usados como grupo controle. Após 4 horas do estímulo com LPS, os 

animais foram mortos através de aprofundamento da anestesia com injeção 

intraperitoneal de tiopental (200 mg/Kg) (Thiopentax, Cristália) e tiveram a cavidade 

torácica exposta para lavagem com solução de PBS/EDTA (10 mM), procedimento 

realizado por 5 vezes. Uma alíquota do lavado pleural foi diluída em solução de Turk 

(2% de ácido acético e Azul de Metileno) para contagem do número total de 

leucócitos em câmara de Newbauer. Em seguida, outra alíquota deste lavado foi 

utilizada para confecção de citocentrifugados que posteriormente foram corados com 

May-Grunwald-Giemsa para identificação e contagem dos diferentes tipos de 

leucócitos utilizando microscópio óptico (Nikon, aumento de 100x). Ao final, o 

sobrenadante restante do lavado pleural foi armazenado a -80 °C, para posterior 

quantificação de mediadores inflamatórios (Figura 10, p. 59). Neste mesmo grupo de 

animais foi realizada a coleta de sangue periférico através da punção realizada na 

cauda, retirada uma alíquota de sangue para contagem de leucócitos totais e 

esfregaço para contagem de leucócitos diferenciais. Em seguida, foi realizada a 

retirada do fêmur da pata traseira esquerda para posterior lavagem e obtenção do 

lavado de medula óssea. Deste lavado, foi realizada a contagem de leucócitos totais 

e o citocentrifugado para contagem de leucócitos diferenciais.  
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Figura 10 – Esquema do protocolo utilizado no modelo experimental de pleurisia 

induzida por LPS em camundongos. 

 

Esquema do protocolo experimental utilizado no modelo de pleurisia induzida por LPS em 
camundongos. Os animais (n=7) foram tratados com FD (1, 10 ou 50 mg/Kg, i.p.) ou salina (NaCl 
0,9%, i.p.) ou veículo (DMSO 1%) ou dexametasona (2,5 mg/Kg, i.p.) 1h antes do desafio com LPS 
(250 ng/cavidade, 100 μL, i.t.). LPS= lipopolissacarídeo, FD= friedelina. NaCl= salina. 

  

4.3.3 Quantificação de citocinas do lavado pleural 

  

 Os níveis de citocinas e quimiocina, IL-6, IL-1β, MIP-2 e KC, presentes no 

lavado pleural dos camundongos foram quantificados utilizando o kit comercial de 

citocinas MagPlex (Luminex: Magpix®, Millipore™), seguindo as instruções do 

fabricante. 

 

4.3.4 Microscopia intravital para avaliar microcirculação 

 

 O efeito da friedelina sobre parâmetros de mobilidade leucocitária, rolamento 

e adesão de células no leito vascular in vivo foi realizado observando vasos da 

microcirculação cerebral de ratos Wistar submetidos ao estímulo com LPS (6 mg/Kg; 

i.p.) (RAMIREZ et al., 2012). Após 24 horas, os animais foram tratados com FD (10 

mg/Kg, i.p.; n=8) ou veículo (DMSO 1%, i.p., n=8), e após 1h o leito vascular 

cerebral foi avaliado. Este procedimento foi realizado no Laboratório de Reatividade 

Cardiovascular do Instituto Oswaldo Cruz (IOC-Fiocruz, RJ), sob a supervisão do Dr. 

Marcos Adriano Lessa. 

Para acesso ao leito vascular, os animais foram anestesiados com quetamina 

(75 mg/Kg) e xilazina (10 mg/Kg, i.p.), traqueostomizados e ventilados artificialmente 

com ar ambiente. A veia jugular foi canulada e injetado marcador fluorescente 
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(Dextran-FITIC 5% e 0,3 mg/Kg de rodamina 6G). A temperatura dos animais foi 

monitorada com uma sonda retal e mantida a 37 °C com um cobertor homeotérmico 

(Harvard Apparatus, Boston, MA, EUA). Após garantida a estabilidade dos 

parâmetros vitais dos animais, foi realizada uma craniotomia do osso parietal direito 

para expor a microcirculação da pia-máter (vênulas com diâmetro que variam de 50 

a 100 µm) (ARAÚJO et al., 2012). O campo exposto foi avaliado continuamente com 

fluido cérebro-espinhal artificial (NaCl 132 mM, KCl 2,95 mM, CaCl2 1,71 mM, MgCl2 

0,64 mM, NaHCO3 24,6 mM, dextrose 3,71 mM e ureia 6,7 mM) a 37 °C e pH 7,35. A 

superfície exposta foi mantida continuamente com 10% O2, 6% CO2 e 84% N2, com 

o propósito de manter a tensão superficial e níveis de gases comparáveis ao pH 

fisiológico, evitando assim o estabelecimento de inflamação local durante a análise.  

 As imagens da microcirculação foram adquiridas usando o software Archimed 

3.7.0 (Microvision, Evry, France) para quantificação da densidade funcional capilar, 

considerada como o número total de capilares perfundidos espontaneamente (vasos 

com diâmetro menor que 10 µm) por mm2 de superfície (1 mm2). Este parâmetro foi 

obtido após contagem de cada capilar por 4 minutos (SABINO et al., 2008). Para 

determinar a média da densidade funcional capilar, apenas os vasos continuamente 

perfundidos foram avaliados. Para a contagem dos leucócitos totais circulantes, 

leucócitos fluorescentes (marcados com rodamina 3G) foram visualizados por epi-

iluminação (510-560 nm de excitação e filtro de emissão a 590 nm). A interação 

leucócito-endotélio foi avaliada pela contagem do número de leucócitos aderentes à 

parede vascular (100 µm de comprimento), durante 30 segundos, e expressa como 

número de células/min/100 µm. O rolamento de leucócitos foi definido como o 

movimento de leucócitos do sangue dentro do vaso a uma velocidade mais baixa do 

que os glóbulos vermelhos em circulação sendo expressa como o número de 

células/min (NASCIMENTO et al., 2010) (Figura 11, p. 61). 
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Figura 11 – Esquema do protocolo utilizado no modelo experimental de sepse 

induzida por LPS em ratos. 

 

Esquema do protocolo experimental utilizado no modelo de sepse induzida por LPS em ratos. Os 
animais (n=8) foram tratados com FD (10 mg/Kg, i.p.) ou veículo (DMSO 1%, i.p.) 24h após o 
estímulo com LPS (6 mg/Kg, i.p.). 1h após o tratamento, os animais foram anestesiados, monitorados 
e canulados para administração de Dextran-FITIC-Rodamina 6G para visualização dos leucócitos na 
microculação da pia-máter. LPS= lipopolissacarídeo, FD= friedelina 

 

4.4 Efeito da friedelina sobre neutrófilos humanos 

 

4.4.1 Isolamento de neutrófilos 

 

 O sangue periférico de doadores saudáveis foi coletado no Laboratório de 

Biologia Celular, respeitando os princípios éticos, práticos e de biossegurança 

estipulados pelo Ministério da Saúde e condizentes com as Comissões de Ética em 

Pesquisa com Seres Humanos. As considerações éticas levaram em consideração o 

uso do material para fins científicos e sem constrangimento da instituição e pessoal 

envolvidas. As coletas foram realizadas no início da manhã em indivíduos 

alimentados, sendo os doadores previamente informados sobre a data e condições 

da coleta. O sangue periféico foi coletado por punção venosa em tubo usando EDTA 

(0,5%) como anticoagulante, e imediatamente utilizado para isolamento de 

neutrófilos usando gradiente descontínuo de percoll. A preparação do gradiente de 

Percoll em um tubo Falcon de 15 mL foi iniciada pela adição sequencial de 3 mL de 

cada solução de percoll em concentração distinta, de 72%, 57% e 42%. Em seguida, 

4 mL de sangue obtido por punção venosa foram gentilmente adicionados na parte 

superior dos gradientes. Após 8 min de repouso, o gradiente foi centrifugado por 30 

minutos, a 23 °C (1500 rpm, aceleração e desaceleração 6). Ao final da 

centrifugação, o halo contendo células que foi formado entre os gradientes de 72% e 

57% foi cuidadosamente retirado e transferido para outro tubo Falcon de 15 mL, 
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onde foram adicionados 12 mL de solução de lise (NH4Cl, 8,56 mg/mL), 

homogenizados e mantidos em repouso por 2 minutos. Após este tempo, o material 

foi submetido à centrifugação por 8 minutos a 12 °C (1300 rpm, aceleração e 

desaceleração 6). Ao final, o pellet resultante foi ressuspendido em 1 mL de DMEM 

suplementado (contendo 100 mM L-glutamina e 40 µg/mL de gentamicina), e o pellet 

resultante foi ressuspendido e novamente centrifugado em 1 mL de DMEM 

suplementado, de onde foram obtidas alíquotas para avaliar o rendimento e a pureza 

do isolamento. Todos os experimentos foram realizados com pureza superior a 95% 

de neutrófilos (Figura 12). A análise de pureza foi realizada através de 

citocentrifugado e contagem de células em microscópico óptico (adaptado de 

DOOLEY; SIMPSON; MERYMAN, 1982; FARIAS et al., 2012). 

 

Figura 12 – Esquema do protocolo utilizado para isolamento de neutrófilos humanos 

obtidos do sangue periférico. 

 
 
Em (A), sequência do gradiente montado. Em (B), gradiente antes da centrifugação. Em (C), 
gradiente após a centrifugação, indicando o local de obtenção dos PMN. Em (D), PMN purificados 
para serem usados nos ensaios. PMN= polimorfonuclear (AUTOR, 2016). 

 

4.4.2 Avaliação na viabilidade celular de neutrófilos 

 

 A análise da viabilidade de neutrófilos humanos após exposição à friedelina 

foi realizada pelo método do brometo 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazólio 

(MTT) descrito por Mosman (1983). Neutrófilos humanos (2×106 células/poço) foram 

semeados em placa de 96 poços com meio de cultura DMEM Advanced (SBF 10%, 

L-glutamina 100 mM e 40 µg/mL de gentamicina) e mantidos em estufa de CO2 (37 

°C) por 1h. Em seguida, as células foram tratadas com FD (1, 10, 25 ou 100 µM) por 
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12 horas. Células mantidas em meio DMEM Advanced (SBF 10%, L-glutamina 100 

mM e 40 µg/mL de gentamicina) foram utilizadas como controle. Após o tempo de 

exposição à friedelina, o sobrenadante da cultura foi removido por centrifugação e 

um novo meio de cultivo contendo MTT (5 mg/mL) foi adicionado para a manutenção 

das células por um período de 4 horas. Após este tempo, o sobrenadante foi 

descartado e adicionada solução de DMSO (150 µL/poço) para leitura em 

espectrofotômetro (540 nm) (Figura 13). A atividade de redução do MTT foi expressa 

como a porcentagem de células viáveis em relação ao controle: 

 

Células viáveis (%) =  𝑥
𝐴𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏â𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑑𝑎𝑠 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑡𝑟𝑎𝑡𝑎𝑑𝑎𝑠  

𝐴𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏â𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑑𝑎𝑠 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑛ã𝑜 𝑡𝑟𝑎𝑡𝑎𝑑𝑎𝑠
 𝑥 100 

 

 

Figura 13 – Esquema do protocolo utilizado no ensaio de viabilidade celular por 

MTT.  

 

 

4.4.3 Adesão de neutrófilos ao endotélio 

 

 Para avaliar o efeito da friedelina sobre a capacidade adesiva de neutrófilos 

ao endotélio, neutrófilos humanos obtidos por punção venosa foram tratados com 

FD (1, 10 ou 100 µM), fucoidina (37,9 µM) ou meio de cultura por 2h. Em paralelo, a 

linhagem de células endoteliais humanas EAhy.926 foram semeadas em placas de 

24 poços (6×104 célula/poço) em meio de cultura DMEM Advanced (suplementado 

com 10% SBF, 100 mM L-glutamina e 40 µg/mL de gentamicina) e foram mantidas 

em cultivo para adesão por 16 horas em estufa de CO2 (37 °C). Após esse tempo, as 

células endoteliais foram mantidas sob estímulo com TNF-α (10 ng/mL) por mais 4h. 

Em seguida, neutrófilos humanos tratados com friedelina, na proporção de 50 

http://neobiolab.com
/research/elisa-
reader 
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neutrófilos/célula endotelial, foram adicionados às células endoteliais por 1h. Após 

este tempo, a cultura foi gentilmente lavada com PBS para a retirada das células 

não aderidas. Em seguida, as células foram fixadas com metanol e coradas com 

Giemsa (1:5) para posterior contagem em microscópio invertido (Olympus: IX70 

aumento de 40 x) (LANNES-VIEIRA et al., 1993) (Figura 14, p. 63). O resultado foi 

expresso como índice de adesão de neutrófilos, calculado através da seguinte 

fórmula:  

 

IA =  
𝑛° 𝑑𝑒 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎 𝑒𝑛𝑑𝑜𝑡𝑒𝑙𝑖𝑎𝑙 𝑐𝑜𝑚 𝑛𝑒𝑢𝑡𝑟ó𝑓𝑖𝑙𝑜𝑠

𝑛° 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎 𝑒𝑛𝑑𝑜𝑡𝑒𝑙𝑖𝑎𝑙
𝑥
𝑛° 𝑑𝑒 𝑛𝑒𝑢𝑡𝑟ó𝑓𝑖𝑙𝑜 𝑝𝑜𝑟 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎 𝑒𝑛𝑑𝑜𝑡𝑒𝑙𝑖𝑎𝑙  

𝑛° 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎 𝑒𝑛𝑑𝑜𝑡𝑒𝑙𝑖𝑎𝑙
 𝑥 100 

 

 

Figura 14 – Esquema do protocolo utilizado no ensaio de adesão de neutrófilos a 

células endoteliais.  

 

 

4.4.4 Quimiotaxia de neutrófilos 

  

 Neutrófilos humanos obtidos por punção venosa na densidade de 1×106 

célula/poço foram submetidos ao tratamento com FD (1, 10 ou 100 µM), 

dexametasona (0,05 µM) ou meio de cultura (DMEM Advanced) por 2h em estufa de 

CO2 a 37 °C. Em seguida, 50 µL da suspensão de células foram adicionados na 

parte superior da câmara de Boyden contendo filtro de policarbonato de 5 µm. Na 

parte inferior da câmara, foi adicionada um solução de N-formilmetionina-leucil-

fenilalanina (fMLP; 250 ng/mL) como agente quimioatraente. O sistema de cultivo foi 

mantido em estufa de CO2 a 37 °C por 1h para permitir a migração de neutrófilos. 
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Como grupo controle indicando a migração basal, foram utilizadas células expostas 

apenas a meio de cultura. Após o período de migração, a membrana foi removida, 

fixada e corada com meio Diff-Quick. Os neutrófilos que migraram foram contados 

em microscópio óptico (100x) em 5 campos aleatórios. Os resultados foram 

expressos como o número de neutrófilos por campo (COELHO et al., 2001) (Figura 

15). 

  

Figura 15 – Esquema do protocolo utilizado no ensaio de quimiotaxia de neutrófilos 

induzida por fMLP. 

 

 

4.5 Formação de complexo entre friedelina e hirdoxipropil-β-ciclodextrina 

 

4.5.1 Purificação da friedelina 

  

 A friedelina, adquirida comercialmente da Sigma-Aldrich®, foi purificada por 

cromatografia em coluna com gel de sílica. Para isso, na parte inferior do funil de 

separação foi adicionada uma camada de algodão, seguida de uma camada de 

sílica (0,035-0,079 mm de diâmetro e poro de 6 nm, Acrós Organic). Confeccionado 

o funil de separação, 200 mg de friedelina previamente impregnada e macerada com 

sílica foi adicionada na parte superior do funil de separação. Como eluente, utilizou-

se o diclometano que foi recuperado na parte inferior do funil após gotejamento em 

pequenos frascos de vidros previamente identificados (Figura 16). Para confirmação 

da purificação, foi realizada a comparação do tempo de retenção da friedelina em 

Cromatografia em Camada Delgada (CCD), comparada com a friedelina isolada da 

espécie Clusia nemorosa Mey (ANDRADE et al., 1998). 
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Figura 16 – Coluna com gel de sílica utilizada para purificação da friedelina. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Coluna de separação usada para purificação de friedelina adquirida comercialmente da Sigma-Aldrich 
(Fonte: AUTOR, 2016). 

 

4.5.2 Determinação da cinética de formação do complexo entre friedelina e 

hidroxipropil-β-ciclodextrina 

 

 Para verificar qual a melhor proporção de friedelina e hidroxipropil-β-

ciclodextrina, bem como o melhor tempo de agitação da solução para formação do 

complexo, foi utilizado o método de co-solubilização (FERREIRA et al., 2013). Para 

avaliar a formação do complexo entre FD:HP-β-CD, foram preparadas soluções 

contendo friedelina dissolvida em 5% de etanol (117,1 µM) e HP-β-CD dissolvida em 

água deionizada (na proporção molar de 1:1 ou 1:2 em relação à FD) e mantidas 

sob agitação por até 48h a 25 °C e 170 rmp (Figura 17). O acompanhamento por 

espectrofotometria (UV-Vis espectrofotômetro, Shimadzu) nos comprimentos de 

onda de 228 e 278 nm ocorreu em intervalos de 15 minutos durante a primeira hora 

e nos tempos de 2, 3, 4, 5, 6, 24 e 48h após o início da agitação. Alíquotas foram 

retiradas, filtradas em filtro de 0,22 µm (membrana de acetato de celulose) e 

analisadas no UV-Vis (FERREIRA et al., 2010). 

Diclorometano 

Algodão 

Friedelina 

Sílica 

Algodão 
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Figura 17 - Método utilizado na formação do complexo por co-solubilização. 

 

 

 

4.5.3 Preparo do complexo de inclusão entre friedelina e hidroxipropil-β-ciclodextrina 

 

 O complexo entre friedelina e hidroxipropil-β-ciclodextrina foi preparado 

seguindo o protocolo descrito por Ferreira e colaboradores (2013). Para tal, uma 

solução contendo friedelina dissolvida em 5% de etanol (117,1 µM) e HP-β-CD 

dissolvida em água deionizada (na proporção molar de 1:2 em relação à FD) foi 

mantida sob agitação por 48h a 25 °C e 170 rpm. Em seguida, a solução foi filtrada 

(filtro de membrana de acetato de celulose 0,22 μm) e o p  obtido após secagem em 

rotaevaporador rotativo (Brucker) a temperatura de 40 °C.  

 

4.5.4 Caracterização físico-química da formação do complexo 

 

4.5.4.1 Determinação da constante de formação do complexo através da equação 

de Benesi-Hildebrand 

 

 Para determinar a constante de formação e dissociação do complexo formado 

entre FD e HP-β-CD, foi utilizada a equação proposta por Benesi-Hildebrand 

(FERREIRA et al., 2010) (Equação 1). 

 

http://catalog.wling.com/1/1185339/full-images/laboratory-shaker-
905460.jpg 

http://images.tcdn.com.br/img/img_prod/243435/ 

http://finechem.dlut.edu.cn/photochem/Facilities/UV-NIR.png 
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                                                                                    (Equação 1)  

  

Onde [C] e [S]0 são as concentrações de HP-β-CD e FD, respectivamente; KD é a 

constante de dissociação, KD=1/KF refere-se à alteração da absorbância, Δ é 

alteração do coeficiente de absorção molar. O cálculo da constante de formação do 

complexo foi feito através da equação de Benesi-Hildebrand e realizado com auxílio 

do software OriginLab Origin 8.0. 

 

4.5.4.2 Análise do complexo por espectroscopia na região do Infravermelho com 

Transformada de Fourier (FT-IR) 

 

 Os espectros de infravermelho de cada amostra FD, HP-β-CD e FD:HP-β-CD 

foram obtidos individualmente utilizando o equipamento IRPrestige-21 (Shimadzu, 

Kyoto, Japan). Para isso, 3 mg de cada amostra foi triturada e prensada 

individualmente com brometo de potássio (KBr) na proporção de 1:100 para 

confecção de uma pastilha. A pastilha de KBr sem amostra foi utilizada como branco 

(controle). As análises foram realizadas a temperatura ambiente no intervalo de 

4000 cm-1 a 500 cm-1 em espectrofotômetro de infravermelho (FERREIRA et al., 

2013). 

 

4.6 Modelo experimental de asma alérgica 

 

4.6.1 Delineamento experimental 

 

 Para este conjunto de experimentos, foram utilizados camundongos A/J (18-

25 g; n=10) sensibilizados nos dias 1 e 14 com uma injeção subcutânea de uma 

solução de 200 µL de ovalbumina (OVA, 50 µg) e 5 mg de hidróxido de alumínio 

(Al(HO)3). Nos dias 21 e 22, os animais foram anestesiados com isoflurano inalatório 

e submetidos aos tratamentos 1h antes do desafio com 25 µL de ovalbumina (1 

µg/µL) ou salina por via intranasal, sendo distribuídos em 8 diferentes grupos 

experimentais (n=10), conforme a Tabela 6 (p. 70). Após 24 horas do último desafio, 

os animais foram eutanasiados para obtenção do material e realização das análises 

subsequentes (Figura 18, p. 69) (BARRETO et al., 2015).  
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Tabela 6 - Grupos experimentais utilizados no modelo experimental de asma 

alérgica. 

Grupo 
Desafio intranasal com 

OVA (1 µg/µL) 
Tratamento intranasal 

Sal - Salina 

OVA + Salina 

HP-β-CD + HP-β-CD 

Bud + Budesonida (7,5 mg/Kg) 

FD 0,1 + FD (0,1 mg/Kg) 

FD 10 + FD (10 mg/Kg) 

FD:HP-β-CD 0,1 + FD:HP-β-CD (0,1 mg/Kg) 

FD:HP-β-CD 10 + FD:HP-β-CD (10 mg/Kg) 

Os grupos experimentais foram compostos de camundongos A/J fêmeas (n=10, 18-25 g, 4 semanas). 
Sal, solução salina. OVA, solução de ovalbumina. Bud, solução de budesonida. FD, friedelina livre. 
FD:HP-β-CD, complexo friedelina:ciclodextrina. 

 

Figura 18 – Esquema do protocolo utilizado no modelo experimental de asma 

alérgica induzida por ovalbumina. 

Sensibilização

Ovalbumina (OVA) = 50 μg

Al(OH)3 = 5 mg

Desafio intranasal

OVA = 1 μg/μL

Tratamento intranasal

FD ou FD:HP-β-CD

(0,1 ou 1 mg/Kg)

1h antes do desafio

Dias0 14 21 22 23

Análise
 

Protocolo experimental utilizado no modelo de inflamação pulmonar alérgica induzido por ovalbumina 
em camundongos. 

 

 

 

(0,1 ou 10 mg/Kg) 
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4.6.2 Avaliação da hiperreatividade das vias aéreas  

 

 O efeito da friedelina livre e do seu complexo em ciclodextrina sobre a 

reatividade das vias aéreas de animais asmáticos foi realizado conforme o 

delineamento experimental descrito por Serra e colaboradores (2012) utilizando a 

pletismografia barométrica invasiva de corpo inteiro (Buxsco Eletronics, Sharon, CT). 

Após 24h do último desafio, os animais foram anestesiados com pentobarbital sódio 

(60 mg/kg, i.p.) e a traqueia exposta para introdução da uma cânula conectada ao 

respirador artificial para manter os parâmetros de fluxo e volumes constantes. Os 

parâmetros pulmonares de resistência (cm.H2O/mL/s) e elastância (cm.H2O/mL) 

foram registrados em intervalos de 5 min após a aerossolização de concentrações 

crescentes (3, 9 e 27 mg/mL) de metacolina. Estes procedimentos foram realizados 

no Laboratório de Inflamação do Instituto Oswaldo Cruz (IOC-Fiocruz, RJ), sob a 

supervisão do Dr. Marcos Aurélio Martins. 

 

4.6.3 Obtenção do lavado broncoalveolar (LBA) 

 

 Após a análise da função pulmonar, os camundongos foram eutanasiados 

através de aprofundamento da anestesia com injeção intraperitoneal de tiopental 

(200 mg/Kg) (Thiopentax, Cristália) e tiveram a traqueia dissecada e canulada para 

obtenção do lavado broncoalveolar (LBA). O LBA foi obtido por três lavagens 

consecutivas com 0,75 mL de PBS com EDTA (10 mM). Em seguida, o lavado obtido 

foi centrifugado a 1500 rpm, 4 °C por 10 minutos para recolher e estocar o 

sobrenadante, enquanto no pellet foi adicionado 1 mL de PBS contendo EDTA (10 

mM) para contagem de células. A contagem de leucócitos totais foi realizada em 

câmara de Neubauer sob microscopia de luz, utilizando uma alíquota de células 

diluída em solução de Turk (1:10). A contagem diferencial foi realizada em 

citoesfregaços corados com May-Grunwald-Giemsa e avaliados por microscopia de 

luz na objetiva de 100X (BARRETO et al., 2015). 
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4.6.4 Quantificação de citocinas e quimiocinas no homogenato de pulmão 

 

 Os níveis de citocinas e quimiocinas IL-4, IL-13, IL-10, IL-17, KC, MIP-1α, 

eotaxina e TARC presentes no pulmão direito dos camundongos asmáticos tratados 

com friedelina ou com o complexo friedelina:ciclodextrina. Primeiro, os tecidos 

removidos foram homogeneizados em solução de PBS-Triton X-100 0,05% e 

coquetel inibidor de protease (Hoffmann-La Roche, Basel, Switzerland) e então 

quantificados utilizando o ensaio imunoenzimático ELISA (Enzyme-Linked 

Immunoabsorbent Assay) com o kit comercializado pela empresa eBioscience 

(Ready-Ste-Go®, ELISA, eBiosciece), seguindo as instruções do fabricante. Os 

resultados foram expressos como pg de citocinas/pulmão. 

 

4.6.5 Análise histológica do pulmão 

 

 As análises histológicas foram realizadas em animais que seguiram o 

protocolo experimental, mas que não foram submetidos ao LBA, com propósito de 

preservar a integridade estrutural do pulmão. Sendo assim, após 24h do último 

desafio, os camundongos foram eutanasiados e o pulmão esquerdo foi retirado e 

fixado em solução de paraformaldeído (10%) por 12h. Em seguida, o pulmão foi 

submetido ao processamento histológico, incluindo etapas de desidratação em 

gradientes crescentes de etanol, clarificação em xilol, para posterior emblocamento 

em parafina. Os cortes foram realizados em micrótomo com espessura de 5 µm e 

corados com ácido periódico reativo de Schiff (PAS) para avaliar a deposição de 

muco no epitélio respiratório. Para as análises, foram fotografados seis brônquios 

por lâmina, sendo as imagens (aumento 400 X) digitalizadas e processadas no 

software Image J (1.50i). Os dados foram representados como média ± E.P.M. dos 

pixels das áreas com a presença de muco. 

 A quantificação de deposição de colágeno no pulmão foi realizada utilizando a 

coloração com tricrômico de Gomori, que permite identificar a deposição de fibras de 

colágeno entre o septo alveolar e o epitélio das vias áereas. Após aquisição das 

imagens em microscópio óptico (aumento 400X) realizaram-se as análises com o 

software Image J, sendo os dados representados como área de deposição de matriz 

extracelular (µm2). Para tal, 10 campos aleatórios representativos de cada lâmina 

foram fotogradas e tiveram sua área de análise mensurada.  
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Para quantificação das imagens, foram fotografados dez campos aleatórios e 

representativos em três cortes de cada animal por coloração, totalizando 27 cortes 

por grupos, e quantificado a área de deposição de colágeno corado em azul, para a 

coloração de tricrômico de Gomori, e a área de deposição de muco, corado em rosa 

magenta, para a coloração de ácido periódico reativo de Schiff, através do software 

Image J (AGRA et al., 2016). 

 

4.6.6 Quantificação da atividade da enzima catalase 

 

 Após a eutanásia, o lobo direito do pulmão dos camundongos foi retirado e 

armazenado no -80. Em seguida, a amostra foi descongelada e homogenizada com 

o auxílio de um homogeneizador de tecidos (IKA T10 basic) em 500 µL de tampão 

fosfato de potássio + EDTA (KPE) (PH 7,5). Em seguida as amostras foram 

centrifugadas a 600 g por 10 minutos, a 4º C, o sobrenadante recolhido e 

o pellet descartado. Ao final, as amostras foram armazenadas a -20º C até o 

momento das análises bioquímicas. 

A atividade da enzima foi determinada pela taxa de decaimento do peróxido 

de hidrogênio (H2O2) em concentrações conhecidas a partir do primeiro minuto de 

reação (1 minuto). Para este ensaio, foi preparado um “MIX” contendo 25 mL de 

 gua destilada e 40 μL de per xido de hidrogênio. Em seguida, adicionou-se 1 μL de 

amostra para cada 99 μL de MIX.  p s homogenização, foi realizada a leitura em 

espectrofotômetro (SpectraMax M5 – Molecular Devices) em absorbância de 240 

nm, utilizando-se placa UV. Os valores foram expressos por U/mg de proteína. 
 

4.7 Análise estatística 

 

Os resultados foram representados como média ± Erro Padrão da Média 

(E.P.M.) e avaliados estatisticamente por meio da análise de variância e do teste t de 

Student, seguido do teste de comparações múltiplas ANOVA e Newman-Kewls-

Student com um nível de significância selecionado para p < 0,05. 
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5 RESULTADOS 

 

5.1 Avaliação do efeito anti-inflamatório da friedelina sobre a resposta 

inflamatória aguda 

 

5.1.1. Efeito da friedelina no edema inflamatório induzido por carragenina 

 

Com propósito de caracterizar o efeito anti-inflamatório da friedelina, 

avaliaram-se parâmetros da resposta inflamatória aguda, tais como a resposta 

edematogênica e o recrutamento de leucócitos para o sítio inflamatório. 

Inicialmente, utilizando o modelo de edema de pata induzido por carragenina, 

verificou-se que o tratamento com FD, em todas as doses testadas (0,1; 1 ou 10 

mg/Kg), interferiu na formação do edema induzido pela carragenina (Figuras 19 A, B 

e C, p. 74) até 48 horas após o estímulo. Na Figura 19 C, pode ser observado que 

apenas a maior dose de friedelina (10 mg/Kg) inibiu a formação do edema após 2h 

da administração do estímulo. De maneira semelhante, a indometacina (10 mg/Kg), 

um anti-inflamatório não esteroidal usado como fármaco de referência, reduziu de 

forma significativa o edema a partir do tempo de 2h da administração do estímulo. 
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Figura 19 - Avaliação da atividade anti-inflamatória da friedelina no modelo de edema de pata por carragenina. 

 

A friedelina foi injetada (i.p.) 60 minutos antes do estímulo. No gráfico A, as linhas representam a média ± E.P.M. da variação do volume entre a pata 
estimulada, subtraído o volume da pata não estimulada. O gráfico B representa a área sob a curva (ASC) ao longo do tempo (0-48 h) de formação do 
edema pela injeção de carragenina sob tratamento de salina (barra preta), friedelina (barras azuis) ou indometacina (barra vermelha). A ASC (área sob 
a curva) foi calculada individualmente pelo método da somatória das áreas, obtendo a média e o seu erro padrão para cada grupo (n=6).  As diferenças 
estatísticas foram detectadas com ANOVA seguida com o teste de Newman-Keuls. (*), (**) e (***) representam, respectivamente, p<0,05, p< 0,01 e 
p<0,001 quando comparados ao grupo tratado com salina. (&) e (&&) representam, respectivamente, p<0,05, p< 0,001 quando comparados entre os 
grupos que receberam friedelina. 
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5.1.2 Efeito da friedelina no edema inflamatório induzido por serotonina, histamina e 

PGE2 

 

 Considerando que no edema evocado pela carragenina há a participação de 

diferentes mediadores inflamatórios, sejam pré-formados ou neo-sintetizados, 

decidiu-se avaliar se o tratamento com friedelina inibe a formação do edema 

induzido por tais mediadores. Como observado na figura 20 A (p. 76), o estímulo 

com PGE2 (100 ng/pata esquerda) na pata traseira esquerda dos animais induziu a 

formação de edema crescente a partir de 15 min, evoluiu até 45 minutos e manteve-

se constante até o tempo de 60 min. O tratamento com friedelina, na dose de 10 

mg/Kg, impediu a formação do edema 60 minutos após a indução do mesmo. Além 

disso, ao avaliar o efeito da friedelina na formação do edema induzido por histamina 

(100 ng/pata esquerda), mensurado nos tempos de 15 a 60 min, a injeção de 

histamina induziu um rápido e intenso edema 15 minutos após sua administração, 

havendo uma gradativa redução deste edema até o tempo de 60 min. O tratamento 

com friedelina (10 mg/Kg, i.p.) induziu uma redução de 43,05%, 25,65% e 29,60% 

na formação do edema nos tempos de 15, 30 e 45 minutos, respectivamente, que se 

manteve estável até o tempo de 60 min (Figura 20 B, p. 76). Por fim, ao avaliar o 

efeito da friedelina sobre a formação do edema induzido por serotonina (100 μg/para 

esquerda), observa-se que a friedelina (10 mg/Kg, i.p.) não reduziu a formação do 

edema em todos os tempos avaliados (Figura 20 C, p. 76).  
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Figura 20 - Avaliação da atividade anti-inflamatória da friedelina na formação do 

edema induzido por PGE2, histamina e serotonina em camundongos. 
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Em (A), edema induzido por PGE2; em (B), edema induzido por histamina e em (C), edema induzido 
por serotonina 60 minutos depois da administração de friedelina (10 mg/Kg, i.p.). As linhas 
representam a média ± E.P.M. da variação do volume da pata estimulada – a pata não estimulada. As 
diferenças estatísticas foram detectadas com ANOVA seguida com o teste de Newman-Keuls. (*), (**) 
e (***) representam p<0,05, p< 0,01 e p<0,001, respectivamente, quando comparados ao grupo 
tratado com salina. 
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5.1.3 Efeito da friedelina na pleurisia induzida por LPS em camundongos 

 

Em outro grupo de experimentos, o efeito anti-inflamatório da friedelina foi 

avaliado utilizando o modelo de pleurisia induzida por LPS. A administração de LPS 

na cavidade torácica promove um forte infiltrado celular no local da injeção. Como 

mostrado na figura 21 A (p. 78), 4 horas após o estímulo com LPS, houve um 

aumento no número de leucócitos na cavidade torácica quando comparado ao grupo 

de animais estimulados com salina. Entretanto, o pré-tratamento com friedelina, em 

todas as doses testadas, foi capaz de reduzir o influxo leucocitário para a cavidade 

torácica. Marcadamente, os neutrófilos mostram-se como o tipo celular presente em 

maior quantidade no infiltrado inflamatório induzido por LPS (Figura 21 B, p. 78). O 

tratamento prévio com FD, nas três doses testadas, foi capaz de reduzir a neutrofilia 

presente nos animais estimulados com LPS. Além disso, vale mencionar que o pré-

tratamento com dexametasona (2,5 mg/Kg) por via intraperitoneal reduziu o acúmulo 

de leucócitos totais e neutrófilos induzidos por LPS (Figuras 21 A e 21 B, 

respectivamente, p. 78). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



78 
 

Figura 21 - Efeito da friedelina sobre o influxo de leucócitos para o espaço pleural 

após estímulo com LPS em camundongos. 
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As barras representam a contagem de leucócitos totais (A) e neutrófilos (B) no modelo pleurisia 
induzida por LPS. Os animais (n=6) foram tratados por via i.p. com FD (1, 10 ou 50 mg/Kg), 
dexametasona (2,5 mg/Kg) ou salina (0,9%) 1h antes do estímulo com LPS (250 ng/cavidade; 100 
µL). As barras representam a média ± E.P.M. do número de células. Análises estatísticas utilizou 
ANOVA, seguidas com o teste de Newman-Keuls. (+++) representa p<0,001 quando comparado ao 
grupo estimulado com salina. (***) representa p<0,001 quando comparado ao grupo estimulado com 
LPS. 
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Para verificar o efeito da friedelina na mobilização de células da medula óssea 

(MO) para o sangue periférico, os animais pré-tratados com friedelina e estimulados 

com LPS foram avaliados quanto à contagem total e diferencial de leucócitos 4 horas 

após o estímulo. Como observado na Tabela 7, nos animais estimulados com LPS, 

observamos uma maior saída de células da medula óssea, predominantemente de 

neutrófilos, quando comparados aos animais estimulados com salina. Além disso, 

nos animais estimulados com LPS há uma maior contagem de leucócitos, 

predominantemente de neutrófilos na circulação periférica, quando comparados aos 

animais estimulados com salina. No entanto, o tratamento com friedelina foi hábil em 

reduzir a saída de leucócitos da medula óssea, reduzindo, assim, sua chegada ao 

sangue periférico, quando comparado ao grupo estimulado com LPS. 

 

Tabela 7 - Efeito da friedelina na mobilização de leucócitos da medula óssea e do 

sangue periférico. 

 

Estímulo 
Tratamento 

(mg/Kg) 

 
Sangue periférico 

(x103/mm3) 
 

Médula óssea 
(x106/fêmur) 

 
Leucócitos 

totais 
Neutrófilos  

Leucócitos 
totais 

Neutrófilos 

Salina -  19,8 ± 1,8 3,5 ± 0,4  38,1 ± 2,5 4,9 ± 0,6 

LPS -  26,7 ± 1,8+++ 14,9 ± 2,3+++  18,8 ± 0,7+++ 1,7 ± 0,2+++ 

LPS FD (1)  14,4 ± 1,3*** 5,9 ± 0,9***  28,8 ± 3,3*** 3,5 ± 0,6** 

 FD (10)  9,3 ± 1,6*** 11,2 ± 3,2**  22,4 ± 1,2** 2,4 ± 0,4** 

 FD (50)  12,5 ± 0,9*** 9,9 ± 1,3**  25,4 ± 2,2*** 3,5 ± 0,4** 

 Dexa (10)  18,7 ± 2,4*** 10,1 ± 0,5**  27,0 ± 4,5*** 3,6 ± 0,3** 

 
Cada valor representa a média ± E.P.M. do número de leucócitos totais ou neutrófilos no sangue 
periférico ou na medula óssea. As diferenças estatísticas foram analisadas por ANOVA seguida do 
pós-teste Newman-Keuls-Student. +++p<0,001, quando comparado aos animais (n=6) estimulados 
com salina. **p<0,01, ***p<0,001 quando comparados aos animais estimulados com LPS. 
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5.1.4 Efeito da friedelina na quantificação de citocinas no lavado pleural de 

camundongos estimulados por lipopolissacarídeo 

 

No efluente do lavado pleural da reação induzida por LPS, foi observado que 

o LPS promoveu um aumento significativo nos níveis de IL-6, IL-1β, CXCL2 (MIP-2) 

e CXCL1 (KC), conforme observado na figura 22. Podemos observar que a 

friedelina, na maior concentração (50 mg/kg), reduziu os níveis de todos os 

mediadores avaliados. 

 
Figura 22 - Efeito da friedelina sobre o conteúdo de citocinas presentes no efluente 

pleural de animais estimulados com LPS. 
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Cada barra representa a média ± E.P.M. dos níveis de KC, IL-6, CXCL1 (MIP-1α) e CXCL2 (MIP-2) no 
lavado pleural. As diferenças estatísticas foram analisadas por ANOVA, seguida do pós-teste 
Newman-Keuls-Student. +p<0,05, ++p<0,01, +++p<0,001 quando comparados aos animais (n=6) 
estimulados com salina. *p<0,05, **p<0,01 quando comparados aos animais estimulados com LPS. 
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5.1.5 Efeito da friedelina sobre a adesão/quimiotaxia de neutrófilos 

 

 Considerando os resultados prévios que revelaram o efeito da friedelina em 

inibir o recrutamento de neutrófilos no sítio inflamatório após estímulo com LPS, 

avaliou-se se o tratamento com friedelina poderia afetar a adesão e quimiotaxia de 

neutrófilos. Para isso, utilizou-se o sistema de cocultivo de células para avaliar o 

efeito da friedelina sobre a adesão de neutrófilos ao endotélio. Como observado na 

figura 23, quando neutrófilos são postos a aderir sobre células endoteliais ativadas 

(TNF-α, 10 ng/mL), notou-se um aumento significativo no número de neutrófilos 

aderidos às células endoteliais. Este fenômeno foi completamente abolido quando 

neutrófilos foram previamente expostos a diferentes concentrações de friedelina (1, 

10 e 100 μM). Fucoidina, um inibidor de P e L-selectina utilizado como controle, 

também promoveu uma diminuição do número de neutrófilos aderidos às células 

endoteliais. 

 

Figura 23 - Efeito da friedelina sobre a adesão de neutrófilos a células endoteliais. 
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Neutrófilos humanos foram tratados com friedelina (1, 10 e 100 µM), fucoidina (37,9 μM) ou veículo 
(etanol 0,005%) por 2h. As células endoteliais foram estimuladas com TNF-α (10 ng/mL) por 4h. Os 
dados representam o índice de adesão de neutrófilos a células endoteliais quando comparado ao 
grupo de neutrófilos tratados apenas com meio de cultura RPMI (100%). Os dados foram expressos 
como média ± erro padrão da média. As diferenças estatísticas foram analisadas por ANOVA, 
seguida do pós-teste Newman-Keuls-Student. +++p<0,001 quando comparados ao grupo RPMI. 
***p<0,001 quando comparados ao grupo estimulado com TNF-α. 
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 Em seguida, foi avaliado o efeito direto da friedelina na quimiotaxia de 

neutrófilos in vitro. Neste experimento, a quimiotaxia de neutrófilos foi avaliada in 

vitro utilizando o ensaio de quimiotaxia em câmara de Boyden. Como mostrado na 

figura 24, o estímulo com fMLP aumentou a quimiotaxia de neutrófilos quando 

comparado às células tratadas apenas com meio de cultivo. O tratamento com FD 

(1, 10 e 100 µM) reduziu a migração de neutrófilos expostos ao estímulo 

quimioatraente (fMLP 10 μM). Como esperado, o tratamento prévio com 

dexametasona (0,05 μM) reduziu a migração de neutrófilos. 

 

Figura 24 - Efeito da friedelina sobre a quimiotaxia de neutrófilos humanos. 
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Neutrófilos humanos foram tratados com friedelina (1, 10 e 100 µM), dexametasona (50 nM) ou 
(etanol 0,005%) por 2h. Os dados representam o número de neutrófilos por campo avaliado. (+) 
p<0,05 quando comparado ao grupo tratado apenas com meio de cultura RPMI; (*) p<0,05 quando 
comparado ao grupo estimulado com fMLP e tratado com meio RPMI. Os dados foram mostrados 
como média ± erro padrão da média. As diferenças estatísticas foram analisadas por ANOVA, 
seguida do pós-teste Newman-Keuls-Student. +p<0,05 quando comparados ao grupo RPMI. 
***p<0,001 quando comparados ao grupo estimulado com fMLP. 
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Considerando estes resultados, verificou-se se as alterações observadas na 

adesão e quimiotaxia de neutrófilos seriam capazes de se repetir em um sistema in 

vivo. Para isso, ratos estimulados com LPS (6 mg/Kg) e tratados com friedelina (10 

mg/Kg) tiveram a microcirculação avaliada pela técnica de microscopia intravital, o 

que possibilitou a visualização da rede de capilares e os leucócitos em seu interior. 

Como observado na figura 25 A (p. 84), o tratamento com friedelina não alterou o 

número e densidade de capilares na área visualizada quando comparado aos 

animais estimulados com LPS. No entanto, quando se observaram o rolamento e a 

adesão dos leucócitos ao endotélio, constatou-se uma redução significativa nestes 

parâmetros (Figuras 25 B e 25 C, p. 84). Na figura 25 D (p. 84), observam-se 

imagens representativas da marcação com rodamina-6G na microcirculação de 

animais estimulados (LPS+veículo) e tratados com friedelina (LPS+friedelina). 
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FIGURA 25 - Efeito da friedelina na interação leucócito endotélio na microcirculação de ratos estimulados com LPS. 
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As barras representam a densidade de capilares (A), rolamento (B) e adesão de leucócitos (C) na microcirculação de ratos (n=8) estimulados com LPS (6 
mg/Kg, i.p.) e tratados com FD (10 mg/Kg, i.p.). Em D, fotomicrografias representativas da microvasculatura exibindo a marcação de rodamina-6G. Aumento 
de 100x. Dados representam a média ± E.P.M do número de capilar por mm

2
 (A) e número de células por minuto em B e C. *p<0,05 quando comparado aos 

animais tratados com veículo (DMSO 1%). 
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5.1.6 Efeito da friedelina sobre a viabilidade de células in vitro 

 

 Para descartar se os efeitos inibitórios apresentados pela friedelina sobre as 

funções de neutrófilos estejam relacionados a possíveis efeitos citotóxicos, avaliou-

se o efeito da friedelina sobre a viabilidade de neutrófilos. Na figura 26, pode ser 

observado que o tratamento com diferentes concentrações de FD não interferiu com 

a viabilidade das células, sugerindo ausência de efeitos citotóxicos.  

 

Figura 26 - Efeito da friedelina sobre a viabilidade de neutrófilos. 
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Neutrófilos humanos foram tratados com friedelina (10, 25, 50 e 100 µM) ou veículo (etanol 0,005%, 
barra na cor branca) por 12h. Os dados representam a porcentagem (%) de células viáveis quando 
comparadas ao grupo tratado apenas com meio de cultura RPMI (100%) e mostrado como média ± 
erro padrão da média. 
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5.2 Caracterização físico-química da formação do complexo entre friedelina e 

hidroxipropil-β-ciclodextrina  

 

5.2.1 Formação do complexo FD:HP-β-CD por absorção no UV-Vis 

 

 Para avaliar a formação de complexos de inclusão entre friedelina e hidroxi-

propil-β-ciclodextrina (HP-β-CD), utilizou-se, inicialmente, a técnica espectroscópica 

de absorção no UV-Vis. Na figura 27 (p. 87), pode ser verificada em diferentes 

tempos a absorbância normalizada da FD, FD:HP-β-CD (na proporção 1:1) e FD:HP-

β-CD (na proporção 1:2). 

Na figura 27 (p. 87), comprimento de onda de 228 nm, o complexo formado 

na proporção 1 para 1 (linha vermelha) apresentou uma variação de absorbância de 

0,3 a 1,2 de intensidade, mostrando uma crescente em intensidade quando 

comparada à friedelina pura nos primeiros 60 minutos da análise. Em seguida, a 

absorbância apresentou valores muito próximos aos detectados pela friedelina pura, 

principalmente nas 24h finais à análise. Um perfil semelhante pode ser observado no 

comprimento de onda de 278 nm (Figura 27 B, p. 87). No entanto, ao observar-se o 

complexo formado entre friedelina e HP-β-CD na proporção 1:2 (linha azul), nota-se 

uma diminuição na intensidade da absorbância a partir do tempo de 2h, quando 

comparado à friedelina pura. Além disso, observa-se também que, após esse 

período, a variação no valor da absorbância mostrou-se mínimo até as 24h (de 0,38 

a 0,31), chegando a 0,14 no tempo de 48h. Quando os mesmos parâmetros foram 

observados no comprimento de 278 nm, o mesmo perfil pôde ser notado, sendo 

ainda maior a diminuição da absorbância após o tempo de 2h (0,48) para 48h 

(0,038) da solução em agitação. Cabe destacar que a análise foi realizada nestes 

dois comprimentos de onda, por serem os comprimentos em que a friedelina livre 

apresenta picos de maior intensidade, sendo característicos desta molécula. 
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Figura 27 - Cinéticas de formação do complexo de FD em HP-β-CD na razão molar 

de 1:1 e 1:2. 
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 O comportamento espectrométrico da FD e da HP-β-CD em solução foi 

acompanhado em função do tempo para verificar alterações na absorbância com o 

propósito de identificar interações entre FD e HP-β-CD. A partir destes resultados, 

determinaram-se as condições adequadas para formação do complexo entre FD e 

HP-β-CD para as etapas posteriores deste trabalho. Para determinar o valor da 

constante de formação e dissociação da interação entre FD e HP-β-CD, utilizou-se a 

equação de Benesi-Hildebrand empregando os valores espectrométricos nos 

comprimentos de onda de 228 e 278 nm. Para tal, após 48h de agitação, a solução 

contendo FD e HP-β-CD, na proporção molar 1:2, foi analisada no UV-Vis. Ao aplicar 

os valores obtidos na equação, pode-se observar, na figura 28, a relação linear entre 

as variáveis. 

 

Figura 28 - Constante de formação e dissociação do complexo FD:HP-β-CD. 
  

 

 

 Os valores da constante de formação do complexo FD:HP-β-CD foram de 

1,44 × 105 e 2,39 × 105 L.mol-1, nos comprimentos de onda de 228 e 278 nm, 

respectivamente. Para os valores da constante de dissociação, foram de 6,94 × 10-6 

e 4,18 × 10-6 mol.L-1, nos comprimentos de onda de 228 e 278 nm, respectivamente. 
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5.2.2 Formação do complexo FD:HP-β-CD por FT-IR 

 

Para confirmação da formação do complexo de inclusão, foi utilizada a técnica 

do infravermelho por transformada de Fourier.  Com esta técnica, as alterações 

espectroscópicas das interações entre a molécula hóspede e a ciclodextrina podem 

ser observadas, o que auxilia na identificação e caracterização da formação do 

complexo. 

Na figura 29 (p. 91), podem ser observados os espectros de absorção na 

região do infravermelho das amostras de FD, HP-β-CD e FD:HP-β-CD. Nesta figura, 

a linha vermelha representa o perfil da FD no espectro do infravermelho, no qual 

nota-se a presença de grupo carbonila (região de 1712,7 cm-1). A presença de 

bandas em 2885, 2939 e 2970 cm-1 evidencia o caráter alifático da molécula e a 

presença de grupamentos C-H. A linha azul representa o espectro de infravermelho 

da HP-β-CD, que revela a intensidade das bandas de vibração em 3417 cm-1 para o 

grupamento O-H, enquanto na região de 2931 cm-1 nota-se o grupamento de C-H. 

Já nos pontos de menor intensidade, como os 1049, 1092,8 e 1157,2 cm-1, pode ser 

observada a presença de grupamentos C-H e C-O) (BARBOSA, 2007). 

Quando se observa o perfil obtido do complexo (FD:HP-β-CD), podem ser 

notadas alterações no espectro de infravermelho capazes de evidenciar a ocorrência 

da complexação (Figura 29 C, linha preta, p. 90). É possível observar alterações no 

perfil das bandas de absorção na região entre 1700 e 1500 cm-1 que se assemelham 

a HP-β-CD, além de alguns perfis de FD que foram completamente suprimidos 

(1629, 1658 e 2865 cm-1) e a intensidade das bandas em 1712,7, 2931 e 2975 cm-1 

alteradas.  
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Figura 29 - Espectros de infravermelho na análise da formação do complexo FD:HP-β-CD.  

 

Espectro de infravermelho das amostras de FD (linha vermelha), HP-β-CD (linha azul) e FD:HP-β-CD (linha preta) no intervalo de 4000 a 400 cm
-1

.  
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5.3 Avaliação da atividade biológica do complexo entre friedelina e 

hidroxipropil-β-ciclodextrina  

 

 Considerando que a friedelina mostrou-se capaz de formar complexo com a 

hidroxipropil-β-ciclodextrina, tornou-se necessário avaliar se os efeitos biológicos da 

friedelina foram mantidos na conformação de complexo com ciclodextrina. Logo, 

utilizando o modelo de edema de pata induzida por carragenina, decidiu-se avaliar 

se o complexo FD:HP-β-CD interfere com o potencial anti-inflamatório da friedelina 

livre.  

Como apresentado na figura 30, e de acordo com os resultados anteriores, o 

pré-tratamento dos animais com FD reduziu a fomação do edema no tempo de 2h 

apenas na maior concentração (10 mg/Kg, i.p.). Entretanto, o tratamento com a 

friedelina nas três doses testadas na forma de complexo com HP-β-CD inibiu a 

formação do edema no tempo de 2h. Este resultado indica que o complexo em 

ciclodextrina faz revelar o efeito anti-inflamatório que não se observa na friedelina 

em doses menores. 

 

Figura 30 - Avaliação da atividade anti-inflamatória da friedelina e do seu complexo 

em ciclodextrina no modelo de edema induzido por carragenina. 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
HP-β-CD, FD e FD:HP-β-CD foram injetadas por via intraperitoneal 1h antes do estímulo. As barras 
representam a média ± E.P.M. da variação da geração de edema da pata estimulada – a pata não 
estimulada. As diferenças estatísticas foram detectadas com ANOVA seguida com o teste de 
Newman-Keuls. (*) e (***) representam, respectivamente, p<0,05 e p<0,001 quando comparados ao 
grupo tratado com salina e estimulados com carragenina. (&) representa p<0,05 quando comparado 
ao grupo FD:HP-β-CD ao FD livre. 
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Com propósito de investigar o potencial citotóxico do complexo, foi utilizada a 

linhagem de macrófagos J774A.1 expostas a diferentes concentrações de FD e 

FD:HP-β-CD por 24h para posterior avaliação da viabilidade pelo ensaio do MTT. 

Como observado na figura 31, o tratamento com FD livre não foi capaz de interferir 

com a viabilidade das células até a concentração de 50 μg/mL. Porém, na 

concentração de 100 μg/mL, notou-se uma redução na viabilidade das células de 

aproximadamente 35%. Em contraste, nenhuma das concentrações avaliadas de 

friedelina na forma de complexo com ciclodextrina foi capaz de reduzir a viabilidade 

dos macrófagos, em especial na maior cencentração (100 μg/mL), o que sugere que 

a friedelina na forma de complexo possui efeito de reduzir a viabilidade suprimida.    

 

Figura 31 - Efeito da friedelina e do seu complexo em ciclodextrina na viabilidade de 

macrófagos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Macrófagos J774A.1 foram tratadas com friedelina (0,1 - 100 µg/mL) ou veículo (etanol  0,0005%) por 
24 h. Os dados representam a porcentagem (%) de células viáveis quando comparados ao grupo 
tratado apenas com meio de cultura RPMI (linha pontilhada) e mostrados como média ± erro padrão 
da média.  
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5.4 Efeito da friedelina livre e na forma de complexo com hidroxipropil-beta-

ciclodextrina (FD:HP-β-CD) sobre a inflamação alérgica no modelo de asma 

experimental em camundongos 

 

5.4.1 Efeito da FD e FD:HP-β-CD sobre parâmetros da função pulmonar em animais 

asmáticos estimulados com ovalbumina 

 

 Considerando todo o potencial farmacológico da friedelina descrito neste 

estudo até o momento, bem como a ausência de estudos sobre os possíveis efeitos 

antialérgicos da friedelina, decidiu-se avaliar, em um modelo experimental que 

mimetiza a fisiopatologia da asma alérgica, os efeitos da friedelina e do seu 

complexo em ciclodextrina. 

Portanto, camundongos tornados asmáticos, de acordo com o protocolo 

experimental de sensibilização ativa com ovoalbumina, foram tratados com FD ou 

FD:HP-β-CD por via intranasal. 

Parâmetros da mecânica pulmonar foram avaliados a conforme figura 32 (p. 

94), de modo que animais asmáticos desafiados com OVA exibiram um aumento de 

maneira concentração-dependente na resistência e elastância pulmonar quando 

estimulados com metacolina. O tratamento intranasal com FD passou a inibir a 

resistência e a elastância pulmonar apenas na dose de 10 mg/Kg quando os animais 

foram estimulados com as concentrações de metacolina (9 e 27 mg/mL). O 

tratamento com o complexo FD:HP-β-CD reduziu os parâmetros de resistência e 

elastância pulmonar quando utilizada a friedelina livre na dose de 10 mg/Kg e em 

complexo com ciclodextrina já na dose de 0,1 mg/Kg (Figuras 32 A e B, 

respectivamente, p. 94). O tratamento com veículo (etanol 1%) ou HP-β-CD não 

alterou os parâmetros avaliados. 
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Figura 32 - Efeito do tratamento com FD e FD:HP-β-CD sobre parâmetros da função 

pulmonar de camundongos asmáticos estimulados com ovalbumina.  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Os animais (n=10) foram tratados com FD (0,1 ou 10 mg/Kg), FD:HP-β-CD  (0,1 ou 10 mg/Kg), 
veículo (etanol 1%), budesonida (7,5 mg/Kg), HP-β-CD (10 mg/Kg)  ou salina por via intranasal 1h 
antes do desafio intranasal com ovalbumina. As barras representam a média ± E.P.M. dos 
parâmetros de resistência e elastância pulmonar. As diferenças estatísticas foram detectadas com 
ANOVA seguida com o teste de Newman-Keuls. (*) e (**) representam p<0,05 e p<0,01, 
respectivamente, quando comparados ao grupo desafiado com OVA e tratados com salina. (++) 
representa p<0,01 quando comparado ao grupo desafiado com salina. 
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5.4.2 Efeito da FD e FD:HP-β-CD na inflamação das vias aéreas de animais 

asmáticos estimulados com ovalbumina 

 

Em seguida, foi avaliado o efeito da friedelina e do seu complexo com 

ciclodextrina sobre a inflamação das vias aéreas após estímulo com OVA nos 

animais asmáticos.  

Conforme a figura 33 (p. 96), o lavado broncoalveolar de animais desafiados 

por via intranasal com ovalbumina exibiu um acúmulo leucocitário (Figura 33 A) 

representado por aumento nas contagens de eosinófilos (Figura 33 B), neutrófilos 

(Figura 33 C) e células mononucleares (Figura 33 D). O tratamento com friedelina 

livre ou em complexo com ciclodextrina reduziu todos os parâmetros avaliados. Em 

especial, a friedelina na menor dose (0,1 mg/Kg) teve seu efeito incrementado sobre 

o acúmulo de eosinófilos quando administrada em complexo com ciclodextrina. 

Como esperado, o tratamento com budesonida (7,5 mg/Kg), fármaco de referência, 

reduziu o infiltrado inflamatório no lavado broncoalveolar. O tratamento com veículo 

(etanol 1%) ou HP-β-CD não alterou os parâmetros avaliados. 
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Figura 33 - Efeito do tratamento com FD e FD:HP-β-CD sobre a inflamação nas vias 

aéreas de camundongos asmáticos estimulados com ovalbumina. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Os animais foram tratados com FD (0,1 e 10 mg/Kg), FD:HP-β-CD (0,1 e 10 mg/Kg), HP-β-CD (10 
mg/Kg), budesonina (7,5 mg/Kg), veículo (Etanol 1%) ou salina por via intranasal 60 minutos antes de 
cada desafio intranasal com ovalbumina. As barras representam a média ± E.P.M. da contagem de 
leucócitos no lavado broncoalveolar de camundongos alérgicos. As diferenças estatísticas foram 
detectadas com ANOVA seguida com o teste de Newman-Keuls. (**) representa p<0,01, (***) 
representa p<0,001 quando comparados ao grupo desafiado com OVA e tratado com salina. (###) 
representa p<0,001 quando comparado ao grupo desafiado com salina. (+) e (+++) representam 
p<0,05 e p<0,001, respectivamente, quando comparado os grupos FD e HP-β-CD. 
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A partir do lavado broncoalveolar foram quantificadas algumas citocinas e 

quimiocinas envolvidas na inflamação alérgica. Conforme a figura 34 (p. 98), animais 

asmáticos estimulados com OVA aumentaram os níveis de citocinas IL-17, IL-13, IL-

4 e TARC (Figuras 34 A, B, C e D, respectivamente, p. 98) quando comparados ao 

grupo desafiado com salina, bem como houve um aumento nos níveis de 

quimiocinas KC, eotaxina-1 e MIP-1α (Figuras 34 E, F e G, respectivamente). Os 

camundongos tratados com FD reduziram os níveis de IL-17, IL-13, TARC, KC e 

eotaxina-1 (Figuras 34 A, B, D, E e F, respectivamente, p. 98), mas não os níveis de 

IL-4 e MIP-1α (Figuras 34 C e G, respectivamente, p. 98). Porém, quando os animais 

foram tratados com o complexo FD:HP-β-CD, foi observada uma redução nos níveis 

de todos os mediadores avaliados, incluindo IL-4 e MIP-1α (Figuras 34 C e G, 

respectivamente, p. 98). Observa-se, ainda, que houve uma potencialização da 

redução dos níveis de IL-13 (Figura 34 B, p. 98) quando os animais foram tratados 

com o complexo friedelina:ciclodextrina. O tratamento com veículo (etanol 1%) ou 

HP-β-CD não alterou os parâmetros avaliados. 
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Figura 34 - Efeito do tratamento com FD e FD:HP-β-CD sobre os níveis de citocinas 

e quimiocinas presentes nas vias aéreas de camundongos asmáticos estimulados 

com ovalbumina. 

 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
Os animais foram tratados com FD (0,1 ou 10 mg/Kg), FD:HP-β-CD (0,1 ou 10 mg/Kg), HP-β-CD (10 
mg/Kg), budesonida (7,5 mg/Kg), veículo (etanol 1%) ou salina por via intranasal 1h antes de cada 
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desafio intranasal com ovalbumina. As barras representam a média ± E.P.M. dos níveis dos 
mediadores pró-inflamatórios no lavado broncoalveolar de camundongos alérgicos. As diferenças 
estatísticas foram detectadas com ANOVA seguida com o teste de Newman-Keuls. (***) representa 
p<0,001, (**) representa p<0,01, (*) representa p<0,05 quando comparados ao grupo desafiado com 
OVA e tratado com salina. (###) representa p<0,001, (##) representa p<0,01, (#) representa p<0,05 
quando comparados ao grupo desafiado com salina. (+++) representa p<0,001, (++) representa 
p<0,01, (+) representa p<0,05 quando comparado os grupos de animais tratados com FD x FD:HP-β-
CD. 
 

 A IL-10 é uma citocina anti-inflamatória que tem um papel importante na 

modulação da resposta imune. Conforme a figura 35, camundongos asmáticos 

desafiados com OVA apresentaram níveis de IL-10 superiores aos níveis dos 

animais controles (desafiados apenas com salina). O tratamento com as duas doses 

de friedelina não alterou este perfil. No entanto, o tratamento com o complexo 

FD:HP-β-CD nas doses de 0,1 e 10 mg/Kg aumentou significativamente os níveis de 

IL-10 quando comparado aos animais desafiados com OVA tratados com salina. O 

tratamento com veículo (etanol 1%) ou HP-β-CD não alterou os parâmetros 

avaliados. 

 

Figura 35 - Efeito do tratamento com FD e FD:HP-β-CD sobre os níveis de IL-10 no 

LBA de camundongos asmáticos estimulados com ovalbumina. 
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Os animais foram tratados com FD (0,1 ou 10 mg/Kg), FD:HP-β-CD (0,1 ou 10 mg/Kg), HP-β-CD (10 
mg/Kg), budesonida (7,5 mg/Kg), veículo (etanol 1%) ou salina por via intranasal 60 minutos antes de 
cada desafio intranasal com ovalbumina. As barras representam a média ± E.P.M. dos níveis dos 
mediadores pró-inflamatórios no lavado broncoalveolar de camundongos alérgicos. As diferenças 
estatísticas foram detectadas com ANOVA seguida com o teste de Newman-Keuls. (*) representa 
p<0,05 quando comparados ao grupo desafiado com OVA e tratado com salina. (#) p<0,05 quando 
comparados ao grupo desafiado com salina. (&) p< 0,05, (&&&) P <0,001 quando comparados os 
animais que receberam FD livre x FD: HP-β-CD. 
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5.4.3 Efeito da FD e FD:HP-β-CD sobre a deposição de colágeno em animais 

asmáticos estimulados com ovalbumina. 

 

Para saber se os efeitos observados pelo tratamento local com friedelina e 

seu complexo com ciclodextrina se estendem ao pulmão, avaliou-se a deposição de 

colágeno no pulmão. A figura 36 (p. 101) mostra a deposição de colágeno no pulmão 

através da coloração de Tricrômio de Gomori, que revela a presença de colágeno na 

coloração azul. Animais asmáticos desafiados com OVA (B) apresentam uma 

deposição aumentada de colágeno ao redor dos bronquíolos quando comparados 

aos controles estimulados com salina (A). Os animais tratados com friedelina na 

dose de 0,1 mg/kg (C) e 10 mg/Kg (D)  apresentaram uma redução significativa da 

deposição de colágeno no pulmão. De maneira semelhante, o tratamento com 

friedelina na forma de complexo com ciclodextrina nas doses de 0,1 mg/Kg (E) e 10 

mg/Kg (F) reduziu a deposição de colágeno. O tratamento com veículo (etanol 1%) 

ou HP-β-CD não alterou os parâmetros avaliados. 
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Figura 36 - Efeito do tratamento com FD e FD:HP-β-CD sobre a deposição de colágeno no pulmão de camundongos asmáticos 

estimulados com ovalbumina. 
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(G), FD: HP-β-CD 0,1 mg/Kg (H) e 
FD: HP-β-CD 10 mg/Kg (I). Os cortes 
histológicos foram processados e 
corados com Tricômio de Gomori e as 
imagens, capturadas e analisadas em 
microscópio de luz (aumento de 400 
X). 
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Na figura 37, observam-se as quantificações das imagens histológicas da 

deposição de colágeno por µm2. Animais desafiados com ovalbumina apresentaram 

um aumento na deposição de colágeno quando comparados aos animais desafiados 

com salina. Tanto os animais tratados com FD quanto com FD:HP-β-CD exibiram 

redução de cerca de 50% na deposição das fibras colágenas. 

 

Figura 37 – Efeito do tratamento com FD e FD:HP-β-CD sobre a quantificação de 

matriz extracelular no pulmão de camundongos asmáticos estimulados com 

ovambumina. 
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Quantificação da deposição de colágeno no tecido pulmonar dos grupos avaliados. As barras 
representam a média ± E.P.M. da extensão de deposição de colágeno no tecido pulmonar. Os dados 
foram analisados estatisticamente por ANOVA seguida do pós-teste de Newman-Keuls-Student. 
(+++) p<0.001 comparado ao grupo desafiado com salina e (***) p < 0,001 (comparado ao grupo 
tratado com salina e desafiado com ovalbumina).  
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5.4.4 Efeito da FD e FD:HP-β-CD sobre a produção de muco em animais asmáticos 

estimulados com ovalbumina 

 

Outro parâmetro importante na patologia da asma refere-se à produção de 

muco. Para verificar se a friedelina e seu complexo em ciclodextrina interferem neste 

parâmetro, cortes de tecido do pulmão foram corados com ácido periódico de Schift 

(PAS), conforme apresentado na figura 38 (p. 104). Nesta figura, pode ser observado 

que animais asmáticos desafiados com OVA (38 B) exibem uma intensa coloração 

de rosa magenta na parte interna do bronquíolo, indicando a presença de células 

produtoras de muco, característica ausente nos animais asmáticos estimulados com 

salina (Figura 38 A). O tratamento com 0,1 mg/Kg de FD (Figura 38 F) e 10 mg/Kg 

de FD (Figura 38 G) reduziu a produção de muco. O mesmo perfil de redução foi 

observado nos animais tratados com 0,1 mg/Kg de FD:HP-β-CD (Figura 38 H) e 10 

mg/Kg de FD:HP-β-CD (Figura 38 I).  
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Figura 38 - Efeito do tratamento com FD e FD:HP-β-CD sobre a produção de muco no pulmão de camundongos asmáticos 

estimulados com ovalbumina. 
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A figura 39 mostra a quantificação da produção de muco, ficando evidente o 

efeito da FD e do FD:HP-β-CD em promover a redução na produção de muco nas 

vias aéreas dos animais asmáticos desafiados com OVA. Cabe destacar, ainda, que 

os animais tratados com 0,1 mg/Kg de FD:HP-β-CD exibiram efeito semelhante ao 

encontrado com o tratamento com 10 mg/Kg de FD livre. 

 
Figura 39 – Quantificação da produção de muco no pulmão de camundongos 

asmáticos estimulados com ovalbumina. 
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Quantificação da deposição de muco no tecido pulmonar dos grupos avaliados. As barras 
representam a média ± E.P.M. da extensão de deposição de muco no tecido pulmonar. Os dados 
foram analisados estatisticamente por ANOVA seguida do pós-teste de Newman-Keuls-Student. 
(+++) p<0.001 comparado ao grupo desafiado com salina e (***) p <0,001 comparado ao grupo 
tratado com salina e desafiado com ovalbumina. (&) p<0,05 (comparado ao grupo tratado com FD 
livre 0,1 e FD:HP-β-CD 0,1). 
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5.4.5 Efeito da FD e FD:HP-β-CD sobre a atividade da catalase no pulmão de  

animais asmáticos estimulados com ovalbumina. 

 

Como apresentado na figura 40, animais asmáticos desafiados com OVA 

apresentaram uma redução da atividade da enzima catalase no pulmão quando 

comparados aos animais asmáticos desafiados com salina. O tratamento com FD 

reverteu de forma significativa a redução na atividade da enzima em comparação 

aos animais asmáticos desafiados com OVA. De maneira semelhante, o tratamento 

com FD:HP-β-CD nas duas doses avaliadas aumentou a atividade da enzima 

catalase. Além disso, os animais tratados com HP-β-CD ou com o veículo não 

promoveram alterações significativas na atividade da enzima. 

 

Figura 40 – Efeito do tratamento com FD e FD:HP-β-CD na atividade da enzima 

catalase no pulmão de camundongos asmáticos estimulados com ovalbumina. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Os animais foram tratados com FD (0,1 e 10 mg/Kg), FD:HP-β-CD (0,1 e 10 mg/Kg), HP-β-CD (10 
mg/Kg), budesonina (7,5 mg/Kg), veículo (etanol 1%) ou salina por via intranasal 60 minutos antes de 
cada desafio intranasal com ovalbumina. As barras representam a média ± E.P.M. da quantificação 
da atividade da enzima catalase no pulmão de camundongos alérgicos. As diferenças estatísticas 
foram detectadas com ANOVA seguida com o teste de Newman-Keuls. (**) representa p<0,01, (***) 
representa p<0,001 quando comparados ao grupo desafiado com OVA e tratado com salina. (&) 
p<0,05 quando comparados os grupos de FD 0,1 e FD: HP-β-CD 0,1. (+++) represneta p<0,001 
quando comparado aos grupos salina ao grupo ovalbumina, etanol (1%) e HP-β-CD. 
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6 DISCUSSÃO 

 

De acordo com a OMS (2010), as doenças inflamatórias crônicas são 

responsáveis por elevados números de internações hospitalares e alta mortalidade 

em todo o mundo. As enfermidades respiratórias crônicas estão entre os agravos à 

saúde que promovem elevados custos aos países, em especial as não 

transmissíveis, como as doenças pulmonares ocupacionais, asma, DPOC e 

hipertensão pulmonar (OMS, 2007). 

 Diversas substâncias isoladas de plantas medicinais têm sido largamente 

estudadas com o propósito de identificar novos compostos úteis para o tratamento 

de doenças de grande impacto no sistema de saúde (FAVARIN et al., 2013; AGRA 

et al., 2016). Além disso, há estimativas de que aproximadamente 40% dos 

medicamentos disponíveis no mercado tenham sido desenvolvidos direta ou 

indiretamente de substâncias isoladas de plantas medicinais, como o analgésico 

morfina, isolado da espécie Papaver somniferum (Papaceraceae), e a salicilina, 

protótipo do anti-inflamatório ácido acetil salicílico isolado da espécie Salix alba 

(Salicilaceae) (NOGUEIRA; MONTANARI; DONNICI, 2009; SHARA; STOHS, 2015).  

Dentre os metabólitos presentes em diversas espécies vegetais, os terpenos 

destacam-se por exibir uma estrutura química bastante variada e diversos efeitos 

biológicos, incluindo efeitos como antiviral, antitumoral, antimicrobiano, 

antinociceptivo, cicatrizante e anti-inflamatório (HILL; CONNOLLY, 2013; DE 

OLIVEIRA et al., 2015; GUIMARÃES; QUINTANS; QUINTANS-JÚNIOR, 2013; 

BARRETO et al., 2014; AGRA et al., 2015; AGRA et al., 2016). 

 A friedelina, um triterpeno pentacíclico, está presente em diferentes espécies 

vegetais que possuem propriedades biológicas interessantes, como a Clusia 

burlemarxii (atividade antimicrobiana), Azima tetracantha Lam (atividades 

antinociceptiva, anti-inflamatória e antioxidante), Maytenus ilicifolia (antiulcerogênica) 

e Clusia nemorosa (anti-inflamatória e antinociceptiva). Além disso, tem chamado 

atenção devido a seus interessantes efeitos antioxidantes e anti-inflamatórios 

(RIBEIRO et al., 2011; ANTONISAMY et al., 2011; SUNIL et al., 2013; FARIAS et al., 

2012; FERRO et al., 2013). No entanto, seu potencial efeito sobre a inflamação de 

origem alérgica ainda não está descrito na literatura. 

Neste estudo, buscou-se caracterizar inicialmente os efeitos anti-inflamatórios 

da friedelina. Para isso, utilizou-se o modelo de edema de pata. Este modelo 
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experimental pode ser induzido por diversos agentes flogísticos e vem sendo usado 

há mais de cinco décadas para avaliar o efeito anti-inflamatório de substâncias, por 

permitir caracterizar a participação de células e medidores químicos no curso da 

inflamação (WINTER; RISLEY; NUSS, 1962; BUKHARI et al., 2016).   

 No processo inflamatório, ocorre a liberação de diferentes mediadores que 

contribuem para a formação do edema, como serotonina, bradicina e histamina, 

liberados mais precocemente em resposta à injúria endotelial (CRUNKHORN; 

MEACKOK, 1971), prostanoides, como PGE2, e acúmulo de células, principalmente 

PMN e mononucleares, em momentos mais tardios da formação do edema 

(POSADAS et al., 2004). Além disso, tem sido descrita a importância de citocinas 

(TNF-α,  X L1 (KC) e IL-1β) e espécies reativas de oxigênio e nitrogênio no curso 

da inflamação e na caracterização do componente doloroso durante a resposta 

inflamatória (CUNHA et al., 2005; WANG et al., 2004). 

 Os resultados obtidos neste trabalho revelaram que o tratamento dos animais 

por via intraperitoneal com friedelina foi capaz de prevenir a inflamação na pata 

deflagrada por carrageninda, histamina e PGE2, mas não por serotonina, indicando 

que sua ação anti-inflamatória não se mostra inespecífica (Figuras 19 (p.74) e 20 (p. 

76)). Estes resultados confirmam, em parte, os achados de Antonisamy e 

colaboradores (2011), que descreveram a capacidade da friedelina em reduzir a 

formação do edema induzido por carragenina em ratos até 6h após estímulo 

(ANTONISAMY et al., 2011). No entanto, os autores não avaliaram o envolvimento 

de mediadores específicos na resposta anti-inflamatória da friedelina. Assim, esta 

pesquisa reforça o efeito da friedelina em reduzir o edema e destaca o seu potencial 

de inibir o edema provocado por histamina e PGE2. Cabe destacar que estes 

mediadores inflamatórios fazem parte da patofisiologia de diversas doenças, em 

especial as manifestações alérgicas, tal como a asma (BAGDONAS et al., 2015; 

SEYFIZADEH et al., 2015). 

 Com o propósito de avançar neste estudo, a fim de avaliar se os efeitos anti-

inflamatórios da friedelina estendem-se aos eventos celulares da inflamação, 

decidiu-se avaliar o efeito da friedelina sobre a resposta inflamatória deflagrada por 

LPS no modelo de pleurisia, uma vez que já se encontra bem estabelecido o perfil 

celular envolvido nesta reação. O lipopolissacarídeo (LPS) é o principal constituinte 

da membrana celular externa de bactérias Gram-negativas, que lhes confere 

integridade estrutural e contribui para sua patogenicidade contra outros organismos, 
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e esta endotoxina é classicamente usada em diferentes modelos experimentais, in 

vivo e in vitro, para avaliar o efeito biológico de substâncias e caracterizar 

mecanismos fisiopatológicos de doenças (ALEXANDER; RIETSCHEL, 2001; 

BANNERMAN; GOLDBLUM, 2003; BAUDIB et al., 2016; LYKHMUS et al., 2016). 

Neste trabalho, observou-se que o pré-tratamento com friedelina reduziu para o sítio 

inflamatório não apenas a mobilização de leucócitos, em especial os neutrófilos 

(Figura 21, p. 78), mas também os níveis de IL-6, IL-1β, MIP-2 e CXCL1 (KC) 

(Figura 22, p. 80) em camundongos estimulados com LPS, o que confirma o efeito 

deste triterpeno em inibir os eventos celulares e a geração de medidores químicos 

da inflamação. Em sintonia com estes achados, um estudo recente demostrou, em 

ratos submetidos ao modelo de úlcera gástrica induzida por etanol, que a friedelina 

também foi capaz de reduzir o infiltrado de neutrófilos e os níveis de IL-6 e TNF-α, o 

que foi associado a efeitos protetores da lesão tecidual (ANTONISAMY et al., 2015). 

Sabe-se que o processo de migração de leucócitos em direção ao sítio 

inflamatório envolve uma orquestrada cascata de eventos que culminam na ativação 

leucocitária, induzindo rolamento, adesão e, por fim, a transmigração celular (LEY et 

al., 2007). Logo, considerando os efeitos da friedelina em inibir o acúmulo de 

leucócitos no sítio da inflamação, decidiu-se avaliar o efeito da friedelina na 

motilidade celular, investigando seu efeito sobre a adesão e a quimiotaxia de 

neutrófilos humanos. Assim, utilizando um modelo de cultura de células, verificou-se 

que a friedelina reduziu a adesão de neutrófilos às células endoteliais ativadas por 

TNF-α, sendo capaz de suprimir a quimiotaxia de neutrófilos em câmara de Boyden 

sob estímulo de fMLP (Figuras 23 (p. 81) e 24 (p. 82), respectivamente). Cabe 

destacar, ainda, que tais efeitos inibidores causados pela friedelina não se 

mostraram relacionados a uma redução na viabilidade das células, o que descarta 

um potencial efeito citotóxico deste triterpeno (Figura 26, p. 85). Portanto, este 

conjunto de resultados revela um efeito direto da friedelina sobre neutrófilos.  

 De posse destes resultados, avaliou-se se estas ações diretas sobre 

neutrófilos in vitro teriam repercussões no organismo, utilizando-se a metodologia de 

microscopia intravital para avaliar o efeito da friedelina na mobilização de leucócitos 

em ratos estimulados com LPS. 

A microscopia intravital mostra-se como uma ferramenta relevante para 

caracterizar a interação de leucócitos com o endotélio no ambiente in vivo 

(BANNERMAN; GOLDBLUM, 2003). A interação de células com o leito vascular é 
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essencial no desenvolvimento da fisiopatologia de várias doenças, incluindo sepse, 

alergias e câncer (SINGH et al., 2014; ENTENBERG et al., 2015). Neste estudo, 

observou-se que a friedelina interferiu tanto com a adesão quanto com o rolamento 

de leucócitos na microvasculatura estimulada por LPS (Figura 25, p. 84). Portanto, 

os efeitos da friedelina in vitro sobre a motilidade de neutrófilos mostram-se 

relevantes no organismo para prevenir a mobilização dos leucócitos para o sítio 

inflamatório. Com isso, observa-se, pela primeira vez, que a friedelina mostra-se 

capaz de interferir com etapas cruciais do recrutamento de neutrófilos, revelando um 

efeito direto deste triterpeno sobre estas células. Merece ser ressaltado que estudos 

estão sendo conduzidos para investigar os efeitos da friedelina sobre a expressão 

de moléculas de adesão em neutrófilos. 

 De maneira interessante, outros estudos revelam que triterpenos mostram-se 

capazes de afetar o recrutamento de células. Neste aspecto, Zhang e colaboradores 

(2014) observaram que o terpeno Ginsenosida Rb1 reduziu a expressão de VE-

caderina e ZO-1, moléculas importantes para a migração transcelular, por inibir a 

translocação de NF-kB (ZHANG et al., 2014). O notoginsenoside, um terpeno 

glicosilado, reduziu os níveis de citocinas pró-inflamatórias (TNF-α, IL-6 e IL-1β) e a 

perda de albumina em microvasos do mesentério, por prevenirem a ativação do fator 

NF-kB (LI et al., 2013). Estes dados revelam que metabólitos da classe dos terpenos 

atuam em mediadores importantes para que ocorra a migração celular e a 

manutenção da resposta inflamatória, além de reduzir alterações na permeabilidade 

do endotélio. 

 Porém, mesmo que estes resultados revelem o potencial farmacológico da 

friedelina, observações realizadas durante as etapas experimentais, assim como 

dados prévios da literatura, constataram a baixa solubilidade da friedelina em 

ambiente aquoso. Assim, tal característica pode ser responsável por limitar seus 

efeitos terapêuticos por comprometer sua biodispibilidade. Logo, com propósito de 

propiciar uma melhor disponibilidade deste triterpeno no organismo, decidiu-se 

incorporar a friedelina no sistema de carreamento de fármacos bastante utilizado 

pela indústria farmacêutica na atualidade, a hidroxipropil-β-ciclodextrina. 

 Para que se tenha uma ideia da importância deste sistema nanométrico de 

carreamento de fármacos para a otimização de príncipios ativos, e com o intuito de 

“coordenar, planejar e executar políticas e diretrizes de governança regulatória das 

nanotecnologias”, foi instituído o Comitê Interno de Nanotecnologia (CIN), através da 
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Portaria nº 1.358, de 20 de agosto de 2014 (BRASIL, 2014). No entanto, apesar da 

existência recente do CIN, no Brasil ainda não há uma normativa efetiva que 

regulamente o desenvolvimento e a aprovação de nanomedicamentos. Mesmo 

assim, 16 medicamentos contendo formulações consideradas nanotecnológicas já 

foram liberados para comercialização, compreendendo 13 princípios ativos 

diferentes, a saber: anfotericina B, cloridrato de doxorrubicina, citrato de 

daunorrubicina, acetato de leuprolida, pamoato de triptorrelina, piroxicam, 

nimesulida, sirolimus, aprepitante MK869, fenofibrato, acetato de megastrol, 

paclitaxel e estradiol (SANT’ NN ; FERREIR ;  LEN  R, 2013; BATISTA; PEPE, 

2014).  

 Neste contexto, este trabalho utilizou a capacidade da ciclodextrina, 

moléculas de tamanho médio entre 1,37 e 1,69 nm, em carrear a friedelina como 

uma molécula hóspede. Aqui, foi empregado o método de cossolubilização, onde 

uma solução de friedelina foi preparada separadamente da solução de hidroxipropil-

β-ciclodextrina e em seguida ambas foram misturadas e deixadas em agitação para 

proporcionar a formação do complexo.  

Através de análise no UV-Vis, observa-se que as alterações no perfil de 

absorbância da FD:HP-β-CD (1:2) são sugestivas de interações decorrentes entre a 

molécula de FD com a HP-β-CD (Figura 27, p. 87). Através desta mesma análise, foi 

possível calcular o valor aproximado das constantes de formação e dissociação do 

complexo (Figura 28, p. 89). Valores da constante de formação são usados para 

predizer a força de interação da molécula hóspede com a cavidade da ciclodextrina. 

Kfoury e colaboradores (2014) mostraram a efetiva complexação do trans-anetol, um 

flavorizante de baixa solubilidade em água, a moléculas de ciclodextrina. Os autores 

testaram a eficiência da complexação com diversos tipos de ciclodextrina e 

verificaram que a constante de formação (KF) variou de 200 a 10000 mol L-1, 

apresentando maiores constantes de formação nas ciclodextrinas sintéticas (HP-β-

CD e RAMEB) em comparação às ciclodextrinas naturais, α e β-CD (KFOURY et al., 

2014). Neste trabalho, os valores da constante de formação para os dois 

comprimentos de onda avaliados foram de 1,44 x 105 e 2,39 x 105 mol.L-1, em 228 

nm e 278 nm, respectivamente, sugerindo a formação de um complexo estável. 

 De maneira semelhante a este estudo, Loftsson e colaboradores (2007) 

testaram a eficiência da complexação de 42 substâncias frente a diferentes tipos de 

CD naturais e sintéticas. Os autores observaram que a maioria das moléculas 
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apresentaram boa eficiência de complexação e solubilidade nas diferentes CD 

modificadas, em especial a HP-β-CD e RM-β-CD, com variadas proporções molares 

de 1:1 até 1:250. Apesar da proporção de fármaco/ciclodextrina (F/CD) mais usada 

ser a 1:1, tem sido demonstrado que em solução pode haver diferentes proporções 

de F/CD em equilíbrio (LOFTSSON; HREINSDÓTTIR; MÁSSON, 2007).  

Além disso, diferentes métodos de caracterização físico-químicos podem ser 

utilizados para determinar a formação de complexos de inclusão entre moléculas 

hóspedes e ciclodextrinas. Dentre estes, as técnicas de espectroscopia de 

infravermelho e termogravimetria são amplamente utilizadas (AIGNER et al., 2012; 

GÓMEZ-GALVÁN et al., 2016). A análise de infravermelho permite identificar os 

radicais presentes na estrutura da molécula. As interações decorrentes da 

incorporação da molécula hóspede à cavidade de CD promovem alterações no 

espectro do complexo em comparação ao espectro da substância pura e da CD 

utilizada (AL-MARZOUQUI et al., 2009). Quando ocorre a inclusão da molécula 

hóspede na cavidade de CD, observam-se alterações e deslocamentos na 

intensidade das bandas e nos comprimentos de onda. Tais alterações ocorrem 

devido ao aumento de forças intermoleculares, como ligações de hidrogênio, 

sugerindo a formação de complexos (ARIAS; MOYANO; GINÉS, 1997; CERCHIARA 

et al., 2003).  

Neste estudo, as análises nos espectros de infravermelho revelaram que o 

complexo FD:HP-β-CD apresentou alterações significativas nas regiões de 700-1250 

nm e na região de 1700 nm, modificações típicas de formação de complexo quando 

foram feitas as comparações com as moléculas isoladas (Figura 29, p. 90). De forma 

semelhante a este estudo, Gavini e colaboradores (2010) utilizaram a HP-β-CD para 

carrear o diclofenaco de sódio. Entre as técnicas de caracterização para formação 

do complexo, foram utilizadas análises de FT-IR, o que reforçou a ideia de que as 

CDs são efetivas no carreamento de fármacos, que incrementam os efeitos destas 

moléculas e ajudam a reduzir sua toxicidade (GAVINI et al., 2010). Em outro estudo, 

Liu e colaboradores (2014) mostraram que o triterpeno pentacíclico pedunculoside 

foi capaz de formar complexo com β-CD e caracterizado através de técnicas 

espectroscópicas (UV-Vis e FT-IR). Os autores observaram que a complexação 

deste triterpeno melhorou seu efeito antiedematogênico em camundongos, bem 

como reduziu a toxicidade ao avaliar parâmetros hematológicos (LIU et al., 2014). 

Merece ser destacado que apesar das técnicas utilizadas neste estudo permitirem 
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propor a caracterização do complexo FD:HP-β-CD, amostras estão sendo 

preparadas para futuras análises, utilizando ressonância magnética nuclear (RMN). 

Uma vez confirmada a formação do complexo de inclusão entre friedelina e 

ciclodextrina, decidiu-se verificar se a formação deste complexo seria capaz de 

interferir com a atividade biológica já evidenciada anteriormente para a friedelina. 

 Em uma primeira análise, verificou-se que o efeito antiedematogênico da 

friedelina no modelo de edema de pata induzido por carragenina foi potencializado 

quando os animais foram tratados com friedelina carreada com HP-β-CD (Figura 30, 

p. 91). Com isso, demonstrou-se que não apenas a friedelina mostra-se capaz de 

formar complexo com ciclodextrina, mas também que o complexo incrementa o 

potencial terapêutico da friedelina. Adicionalmente, constatou-se que o complexo 

formado não se mostrou capaz de induzir efeitos citotóxicos em macrófagos da 

linhagem J774A.1 (Figura 31, p. 92), sugerindo segurança em seu uso.  

Sabe-se que as doenças alérgicas apresentam grande impacto social, devido 

ao número crescente de novos casos, elevado número de pacientes não 

responsivos à terapêutica atual disponível e crescentes custos ao sistema de saúde 

(EPA, 2015). No Brasil, no último ano, os custos do SUS com doenças respiratórias 

foram de R$ 1.341.962.902,06, sendo registrados 1.217.767 internações e 102.071 

óbitos entre os meses de junho de 2015 e junho de 2016 (DataSUS, 2016). Estes 

números revelam a necessidade do desenvolvimento de novos fármacos que sejam 

eficazes para o tratamento de pacientes com asma, em especial os que apresentam 

baixa responsividade aos medicamentos disponíveis.  

 Portanto, tendo por base o potencial anti-inflamatório da friedelina e a 

inexistência de dados na literatura que mostrem seu efeito em inflamações alérgicas, 

decidiu-se investigar se a friedelina livre e seu complexo em ciclodextrina seriam 

capazes de interferir com a resposta inflamatória alérgica, utilizando, para isso, o 

modelo de asma experimental induzida por ovalbumina em camundongos. 

Os resultados obtidos neste trabalho revelaram que os animais tratados com 

FD ou FD:HP-β-CD por via intranasal apresentaram uma redução significativa do 

infiltrado leucocitário obtido no LBA dos animais desafiados com ovalbumina e 

houve uma atenuação relevante do infiltrado eosinofílico (Figura 33, p. 96). Sabe-se 

que a presença de eosinófilos nas vias aéreas é uma característica presente em 

pacientes com asma (GREEN; BRIGHTLING; McKENNA, 2002) e que a 

manutenção deste tipo celular nas vias aéreas vem sendo descrita como uma 
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característica presente em pacientes refratários à terapia com corticoides e com uma 

maior incidência de internações hospitalares (MOORE et al., 2010; PATTERSON; 

BORISH; KENNEDY, 2015). Logo, os resultados obtidos neste estudo revelaram a 

friedelina como uma promissora molécula útil para inibição do recrutamento de 

eosinófilos na inflamação alérgica.  

 A hiperreatividade das vias aéreas é um fator marcante na asma e está 

associada com a produção de mediadores pró-inflamatórios, hiper-secreção de 

muco e espessamento da parede das vias aéreas (WADSWORTH; YANG; 

DORSCHEID, 2012). Animais previamente sensibilizados e desafiados com 

ovalbumina exibem aumento na produção de citocinas e quimiocinas pró-

inflamatórias, um aumento na produção de muco por células caliciformes, bem como 

maior deposição de colágeno e atividade de MMP-9, que corroboram com maior 

infiltrado de células no LBA e pulmão e a hiper-reatividade das vias aéreas (SERRA 

et al., 2012). Os animais desafiados com ovalbumina apresentaram um aumento 

significativo da resistência e elastância quando estimulados com metacolina 

(broncoconstrictor colinérgico), alterações no parênquima pulmonar, forte infiltrado 

celular no lavado broncoalveolar, predominantemente eosinofílico e aumento nos 

níveis de citocinas e quimiocinas pró-inflamatórias. Os dados encontrados neste 

trabalho com o modelo de asma experimental em camundongos foram semelhantes 

aos descritos na literatura em modelo murino de inflamação alérgica induzida por 

ovalbumina (FERREIRA et al., 2016). 

 Inúmeras citocinas e quimiocinas estão relacionadas à fisiopatologia da asma, 

incluindo a IL-13, que contribui para a hiperreatividade e eleva a produção de 

metaloproteinases e hipersecreção de muco (WADSWORTH; YANG; DORSCHEID, 

2012; ZEKI et al., 2016; KAU; KORENBLAT, 2014), e a IL-4 e a IL-5, que participam 

na produção específica de IgE, mobilização de células e indução de metaplasia de 

células caliciformes (ROBINSON, 2009; KAU; KORENBLAT, 2014). Outras citocinas 

importantes na resposta inflamatória são a CCL7 (TARC) e a IL-17, que exercem 

funções na migração de células Th2 e Treg para o pulmão e têm ação sobre 

neutrófilos e perfil de resposta celular Th17, respectivamente (PALOMINO; MARTIN, 

2015; PARUKELAR; DIAMANT; HANANIA, 2015). Estudos prévios revelaram que a 

permanência dos neutrófilos nas vias aéreas contribui para a obstrução do fluxo de 

ar (ROBINSON, 2009). Assim, apesar de necessitar de mais informações sobre o 

papel da IL-17 e o perfil Th17 na asma, a inibição deste mediador pode estar 
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relacionada a efeitos benéficos de substâncias com potencial anti-inflamatório e 

redução do agravamento dos sintomas da asma. 

 Neste trabalho, identificou-se, ainda, que além do tratamento com FD reduzir 

os níveis de IL-17, os níveis de IL-13 foram apenas inibidos pelo tratamento com o 

complexo FD:HP-β-CD, mostrando que o efeito biológico da FD foi beneficiado pela 

sua complexação com HP-β-CD (Figura 34, p 98). Diversos estudos foram 

realizados avaliando o potencial de substâncias que bloqueiam a ação de IL-13 em 

seus receptores como ferramenta farmacológica no tratamento da asma. O bloqueio 

destes receptores por uma substância ainda em desenvolvimento clínico, o AMG-

317 (anticorpo monoclonal humano que bloqueia IL-4Rα), limita a ação de IL-4 e IL-

13 e também reduz a liberação de outros mediadores, como CCL17 (TARC) e 

CCL26 (eotaxina-3) (Figura 29, p. 90) (OH; GEBA; MOLFINO, 2010). 

 Durante a realização deste estudo, constatou-se que a friedelina mostrou-se 

capaz de reduzir os níveis de eotaxina-1, o que certamente contribuiu para a 

redução do número de eosinófilos no LBA (Figuras 34 (p. 98) e 33 (p. 96), 

respectivamente). A eotaxina-1 (CCL11) mostra-se como um importante 

quimioatraente de eosinófilos, através da ligação ao receptor CCR3 na superfície 

dos leucócitos, que juntamente com a ação de IL-5 são responsáveis pela 

diferenciação, maturação e recrutamento de eosinófilos. A permanência e a ativação 

de eosinófilos no local da inflamação promovem lesão tecidual, devido à liberação 

de produtos contidos dentro desta célula, como a proteína catiônica eosinofílica, 

peroxidase de eosinófilos e leucotrienos, que contribuem para a hipersecreção de 

muco e hiper-responsividade brônquica (PEASE; WILLIAMS, 2001; CHUNG, 2015). 

 O tratamento com FD e seu complexo em ciclodextrina em animais asmáticos 

também foi capaz de reduzir os níveis de KC e MIP-1α (Figura 34, p. 98). Desta 

forma, observa-se que o tratamento intranasal com FD complexada promoveu um 

incremento da redução do influxo de leucócitos totais e dos mediadores pró-

inflamatórios avaliados no lavado broncoalveolar quando comparado aos animais 

tratados com FD livre. 

 Além da produção de mediadores pró-inflamatórios, citocinas pró-resolutivas 

ou vias anti-inflamatórias são ativadas durante a inflamação. A IL-10 mostra-se 

como um mediador amplamente avaliado no contexto de diversas desordens 

inflamatórias, devido à sua capacidade de contribuir com a redução da resposta 
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imune inata e adaptativa em infecções e em doenças autoimunes (OLSEN et al., 

2015).  

 Estudos em pacientes com asma identificaram a presença de células T 

regulatórias (T reg), marcadas com CD4+Foxp3+ no sangue periférico de alguns 

pacientes em tratamento com corsticosteroides, bem como o aumento dos níveis de 

IL-10 (KARAGIANNIDIS et al., 2004). No entanto, em um estudo recente, foi 

avaliada a presença de células T reg (CD4+CD25+Foxp3+) no lavado broncoalveolar, 

pulmão, timo e linfonodos de camundongos desafiados com ovalbumina e verificou-

se que o tratamento com dexametasona (via intraperitoneal) e budesonida 

(inalatório) promoveu uma redução na população de células T reg 

(CD4+CD25+Foxp3+) nos locais avaliados. Além disso, não promoveu aumento nos 

níveis de IL-10 no pulmão de camundongos desafiados com HDM (extrato de 

Dermatophagoides pteronyssinus) (OLSEN et al., 2015). Neste estudo, porém, 

detectou-se que o desafio com ovalbumina promoveu um discreto aumento nos 

níveis de IL-10 quando comparado aos animais controles (Figura 35, p. 99). E o 

tratamento com FD:HP-β-CD, mas não a FD livre, promoveu um aumento 

significativo nos níveis dessa citocina no lavado broncoalveolar de animais alérgicos. 

Estes achados estão de acordo com dados recentes na literatura, que mostraram 

que o tratamento com FD promoveu um aumento nos níveis de IL-10 após a indução 

de úlcera gástrica por etanol em ratos (ANTONISAMY et al., 2015). Porém, mais 

ensaios são necessários para explicar como a friedelina pode estar 

aumentando/ativando mecanismos resolutivos, além de diminuir mediadores pró-

inflamatórios. 

Verificou-se ainda que o tratamento intranasal com FD foi capaz de reduzir a 

resistência e elastância das vias aéreas que foram potencializadas pela 

administração intranasal de FD complexada com HP-β-CD (Figura 32, p. 94). Além 

disso, houve uma redução significativa da deposição de colágeno no tecido 

pulmonar, sugerindo uma menor fibrose peribrônquica. Em seguida, ao avaliar a 

produção de muco por células caliciformes, observa-se, em cortes histológicos, que 

a FD complexada melhorou os efeitos da FD livre, ao provocar uma redução 

significativa da deposição de muco na dose de 0,1 mg/Kg de complexo de maneira 

semelhante à dose de 10 mg/Kg de FD livre (uma redução na dose administrada de 

mais de 100 x). 
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Análises histopatológicas do pulmão revelaram que animais tratados com FD 

e FD:HP-β-CD exibiram um menor infiltrado celular e melhor organização do 

parênquima pulmonar quando comparados aos animais asmáticos sem tratamento 

(Figura 37, p. 101). Estes dados sugerem que a complexação da FD contribuiu para 

melhorar o efeito da FD livre em reduzir as alterações na mecânica pulmonar 

induzida pelo desafio com ovalbumina. Sugere-se que a inibição da resistência, 

elastância e alterações no parênquima pulmonar, bem como a redução na secreção 

de muco (Figura 38, p. 104) e influxo de células inflamatórias podem ter sido 

mediadas, em parte, pela redução dos níveis dos mediadores pró-inflamatórios 

avaliados e pelo aumento nos níveis de IL-10. Em recente publicação, foi 

demonstrado o efeito do esculentoside A, uma molécula da classe dos triterpenos, 

em reduzir a inflamação pulmonar alérgica, reduzindo a liberação dos níveis de IL-4, 

IL-5, IL-13 e infiltrado neutrofílico no lavado broncoalveolar, bem como a expressão 

do RNA mensageiro do quimioatraente eotaxina e das moléculas de adesão ICAM-1 

e VCAM-1 no pulmão de camundongos desafiados com ovalbumina, sendo uma 

molécula presente em planta medicinal com potencial anti-inflamatório interessante 

(CI et al., 2015). 

  Além das citocinas, um desequilíbrio no metabolismo oxidativo nas células 

que compõem as vias aéreas pode contribuir para a cronicidade de doenças 

respiratórias, como DPOC e asma. Assim, substâncias que contribuam com a 

ativação de mecanismos antioxidantes podem promover uma aceleração da 

resolução da resposta inflamatória. Dentre os sistemas antioxidantes que as células 

possuem destaca-se o sistema enzimático, onde a produção de enzimas para 

catalisar reações que levam à formação de moléculas não reativas e sua eliminação 

do organismo. No campo das enzimas, a catalase tem um papel importante, sendo 

responsável pela formação de peróxido de hidrogênio em água e oxigênio molecular, 

diminuindo os níveis de espécies reativas. Assim, ao avaliar sua atividade no pulmão 

dos camundongos desafiados com ovalbumina, observa-se que o tratamento com 

friedelina promove um aumento na atividade desta importante enzima antioxidante, 

contribuindo, assim, para a redução dos danos observados com o tratamento da 

friedelina no parênquima pulmonar destes animais (Figura 40, p. 106).  

 Vale mencionar que os animais tratados apenas com ciclodextrina ou veículo 

não apresentaram qualquer redução em todos os parâmetros avaliados, e a 

budesonida, um corticoide inalatório padrão, provocou redução dos níveis de 
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resistência e elastância, bem como melhora das alterações do parênquima pulmonar 

e redução dos níveis dos mediadores avaliados e influxo de leucócitos no lavado 

broncoalveolar, de maneira semelhante aos dados encontrados em outros 

trabalhados na literatura utilizando o mesmo modelo experimental (SERRA et al., 

2012; BARRETO et al., 2015). 

 Por fim, pode-se concluir que os efeitos evidenciados pelo tratamento com 

friedelina livre foram potencializados pelo carreamento da friedelina com 

hidroxipropil-beta-ciclodextrina nos modelos de inflamação utilizados e que tais 

efeitos são fundamentais para que ocorra a redução dos sintomas da asma, 

podendo ser uma estratégia interessante para o tratamento de inflamações 

pulmonares. No entanto, mais esclarecimentos sobre os mecanismos celulares e 

moleculares da ação farmacológica deste triterpeno precisam ser melhor elucidados. 
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7 CONCLUSÃO 

 

 Em conjunto, este estudo permite as seguintes conclusões: 

 

- A friedelina reduz a chegada de neutrófilos no sítio inflamatório, por interferir com a 

adesão e a quimiotaxia de neutrófilos, bem como a liberação de quimioatraentes no 

sítio inflamatório; 

- O carreamento da friedelina com hidroxipropil-β-ciclodextrina favorece a formação 

de um complexo estável e que pode ser utilizado em sistemas biológicos in vitro e 

in vivo; 

- A friedelina reduz as alterações de resistência e elastância pulmonares, bem como 

o influxo de leucócitos nos pulmões de camundongos desafiados com 

ovoalbumina, através da supressão de citocinas e quimiocinas importantes no 

estabelecimento das alterações nas vias aéreas; 

- A formação do complexo entre friedelina e hidroxipropil-β-ciclodextrina incrementou 

os efeitos da friedelina ao potencializar seu efeito sobre IL-13, IL-4 e MIP1-α, 

sugerindo que tal inibição pode contribuir para os efeitos observados sobre a 

hiperreatividade brônquica e a secreção de muco. 

 

 Desta forma, pode-se concluir que o carreamento da friedelina com 

hidroxipropil-beta-ciclodextrina incrementa os efeitos anti-inflamatórios da friedelina, 

por atenuar a inflamação aguda na asma. 
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ANEXO A – Organograma estrutural do estudo. 
 

 
 


