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RESUMO

Introducgao: Espécies de Passiflora (Passifloraceae) sdo plantas nativas de areas
tropical e subtropical das Américas (PIO CORREA, 1978). Apresentam como
compostos majoritarios, os flavondides (PETRY et al., 2001, DE-PARIS et al., 2002).
Na medicina popular além de serem usadas por suas propriedades psicotropicas,
sdo usadas para o tratamento de inflamacdes, como a da pele e bronquites (GUPTA,
1995, MORS; RIZZINI; PEREIRA, 2000). Estudos demonstraram seus efeitos no
Sistema Nervoso Central (SPERONI; MINGHETTI, 1988; DE-PARIS et al., 2002;
OGA et al., 1984). Por outro lado, séo poucas as investigagdes farmacoldgicas sobre
suas propriedades antiinflamatérias.

Objetivos: No presente estudo, foram avaliados os efeitos dos extratos aquosos da
Passiflora alata (Pa) Dryander e Passilflora edulis (Pe) Sims, sobre a resposta
inflamatdria induzida por carragenina, em camundongos. Os parametros estudados
foram: influxo de leucdcitos, exsudagao, a atividade da mieloperoxidase (MPO) e
adenosina-deaminase (ADA), os niveis de o6xido nitrico (NO*) no exsudato da
cavidade pleural. Outros parametros analisados foram: o hemograma, a
permeabilidade vascular em tecidos, os niveis de proteinas totais na cavidade
pleural e soro, e os niveis de proteina-C reativa (PCR) no soro. Todos os parametros
inflamatdrios foram avaliados 4 h apds a inducéo da pleurisia.

Materiais e métodos: Os extratos aquosos foram obtidos de folhas secas pelo
procedimento de spray-dried e foram administrados pela via intraperitoneal (i.p.).
Camundongos de ambos sexos, pesando entre 18 e 22g, foram utilizados para
pleurisia. A pleurisia foi induzida pela inje¢ao intrapleural de carragenina a 1% e os
parametros foram avaliados 4 h apds a indugédo da inflamagao. Todos os animais
foram tratados previamente com solugcdo de azul de Evans (25 mg/kg, i.p.) para
analise do exsudato, exceto aqueles experimentos pelo qual, estudou-se as enzimas
MPO e ADA, NO*, os niveis de proteinas totais e PCR. Diferencgas estatisticas entre
os grupos foram determinadas por ANOVA e quando necessario complementado
com os testes de Dunnett e t de Student. Para as correlacbes entre as variaveis
utilizou-se: regressado linear, testes de Pearson e Spearman. P < 0,05 foi
considerado significante.

Resultados: Os resultados demonstraram que a Pa foi efetiva em inibir o influxo de
leucécitos (P < 0,01) para cavidade pleural, devido a uma inibigdo do influxo de
polimorfonucleares (P < 0,05). Na avaliagdo do hemograma foi observado que a Pa
provocou uma diminuicdo dos leucdcitos (P < 0,05), as custas de mononucleares (P
< 0,05). Além disso, a Pa inibiu as enzimas MPO (P < 0,01) e ADA (P < 0,01) do
exsudato pleural e os niveis de PCR (P < 0,01) do soro. Em outros experimentos a
Pe, inibiu a migragéo de leucdcitos (P < 0,01) para cavidade pleural, devido a uma
inibicdo do influxo de polimorfonucleares (P < 0,05) e mononucleares (P < 0,05). Na
avaliacdo do hemograma a Pe somente causou alteragbes significativas na dose
maxima avaliada, causando uma diminuigéo significativa dos leucécitos (P < 0,05),
as custas de mononucleares (P < 0,05). A Pe também inibiu as enzimas MPO (P <
0,01) e ADA (P < 0,01). Além disso, Pe inibiu a exsudagao (P < 0,05) e os niveis de
proteinas totais (P < 0,01) do exsudato pleural e os niveis de PCR (P < 0,01) do
soro.

Conclusdao: Em conjunto, esses resultados indicam evidéncias dos efeitos
antiinflamatorios dos extratos aquosos de Passiflora alata Dryander e Passiflora
edulis Sims no modelo da pleurisia induzida por carragenina, em camundongos, um



importante modelo para o screening e avaliagdo de compostos com propriedades
antiinflamatarias.

Palavras-chave: Passiflora alata Dryander, Passiflora edulis Sims, Inflamagao,
Pleurisia, Camundongos.



ABSTRACT

Introduction: Passiflora species (Passifloraceae) are native to tropical and
subtropical areas of the Americas (PIO CORREA, 1978). The majority component of
Passiflora species is flavonoids (PETRY et al., 2001, DE-PARIS et al., 2002). In the
popular medicine the Passiflora species have been used as psychotropic agent.
They are also used for the inflammation diseases, such as skin inflammation and
bronchitis (GUPTA, 1995, MORS; RIZZINI; PEREIRA, 2000). Studies have been
demonstrated that these species have important effects in the Central Nervous
System (SPERONI; MINGHETTI, 1988; DE-PARIS et al., 2002; OGA et al., 1984).
On the other hand, there are rare pharmacological investigations about their anti-
inflammatory properties.

Objective: In the present study, we investigated the anti-inflammatory effects of
Passiflora alata (Pa) Dryander and Passilflora edulis (Pe) Sims aqueous extracts, on
the inflammatory response induced by Cg, in mice. The parameters studied were:
leukocyte influx, exudation, myeloperoxidase (MPO) and adenosina-deaminase
(ADA) activities, oxide nitric levels (NO*) of the fluid leakage from the pleural cavity.
Another analysed parameters were: blood leukocytes, vascular permeability in
tissues, total proteins in the pleural cavity and serum, and protein-C reactive (CRP)
levels in the serum. All inflammatory parameters were evaluated 4 h after pleurisy
induction.

Material and Methods: The aqueous extracts were obtained from the leaves by
spray-dried procedure and administered by intraperitoneal (i.p.) route. Mice of both
sexes, weighing between 18 and 22g, were used in this model. The pleurisy was
induced by intrapleural injection of 0.1 mL of Cg and the inflammatory parameters
were evaluated 4 h after. All animals were previously treated with Evans blue dye (25
mg/kg, i.p.), for exudates analysis, except to those experiments for which, it was
studied MPO, ADA, NO* levels, total proteins and CPR. Statistical differences
between groups were determined by analysis of variance (ANOVA) and
complemented with either Dunnett’s or Student ¢ tests. To analyse the correlation
between the inflammatory parameters it was used regression linear, Pearson and
Spearman tests. P < 0.05 was considered significant.

Results: The results demonstrated that Pa was effective in inhibiting the leukocyte
influx (P < 0.01) in the pleural cavity, due to polimorfonuclear (P < 0.05). To analyze
the blood leukocyte it was observed that Pa caused a decrease of the leukocyte (P <
0.05), due to mononuclears (P < 0.05). Furthermore, Pa inhibited MPO (P < 0.01)
and ADA (P <0.01) activities in the pleural cavity and the CPR levels in the serum (P
< 0.01). In another set of experiments Pe inhibited leukocytes migration (P < 0.01)
into the cavity pleural, due to polimorfonuclears (P < 0.05) and mononuclears (P <
0.05). Only in the maximum dose Pe caused significant decrease of the leukocytes
blood (P < 0.05), due to a mononuclears (P < 0.05). Furthermore, Pe inhibited MPO
(P < 0.01) and ADA (P < 0.01) activities. Pe also inhibited exudation (P < 0.05) and
total proteins levels (P < 0.01) in the pleural exudate and CPR levels in the serum (P
<0.01).

Conclusion: Take together; these results indicate evidences of the anti-inflammatory
effects of Passiflora alata Dryander and Passiflora edulis Sims aqueous extracts in
the mouse model of the pleurisy induced by carrageenan. This model is important for
screening and evaluation of new composed with anti-inflammatory properties.



Key-words: Passiflora alata Dryander, Passiflora edulis Sims, Inflammation,
Pleurisy, Mice.



1. INTRODUGAO

1.1 PLANTAS MEDICINAIS

O homem primitivo ao procurar o reino vegetal para o seu sustento, foi
descobrindo plantas com efeitos medicinais bem como téxicos, dando inicio a uma
sistematizacdo empirica de acordo com a sua utilizagdo. Nas mais antigas
civilizagbes ja havia indicios do uso de plantas medicinais e téxicas (POSER;
MENTZ, 2003).

No Brasil, estima-se que 25% dos US$ 8 bilhdes do faturamento, em 1996, da
industria farmacéutica nacional sejam originados de medicamentos derivados de
plantas. E importante ressaltar, que apenas 8% das espécies vegetais da flora
brasileira foram estudadas em busca de compostos bioativos € somente 1.100
espécies vegetais foram estudadas em relagdo as suas propriedades medicinais
(GARCIA et al., 1996 apud NODARI; GUERRA, 2003).

As plantas sdo uma importante fonte de produtos naturais biologicamente
ativos, muitos dos quais se constituem em modelos para a sintese de um grande
numero de farmacos. Pesquisadores na area de produtos naturais mostram-se
impressionados pelo fato destes produtos encontrados na natureza revelarem uma
gama quase que inacreditavel de diversidade em termos de estrutura e propriedades
fisico-quimicas e biolégicas (WALL; WANI, 1996 apud NODARI; GUERRA, 2003), e
véem nestes compostos de origem natural, uma fonte particularmente promissora de
novas moléculas potencialmente uteis para o tratamento de doencas humanas

(SANTOS, 1999).



1.2 A FAMILIA PASSIFLORACEAE

A familia Passifloraceae, que foi descrita em 1805 por Antoine Laurent de
Jussieu e Augustin Pyramus de Candole, é composta de cerca de 630 espécies
distribuidas em 18 géneros, compreendendo lianas herbaceas ou lenhosas e
arbustos (TAKHTAJAN, 1997). Dentre estes géneros, encontra-se o género
Passiflora que é composto de cerca de 400 espécies, nativas da América tropical,
desde o sul dos Estados Unidos, México até o sul da América do Sul, incluindo o
Brasil (PIO CORREA, 1978; BLUMENTHAL; GOLDBERG; BRINCKMANN, 2000;
DER MARDEROSIAN, 2001).

Diversas espécies desta familia sdo conhecidas em todo o Brasil, sendo as
mais cultivadas a Passiflora alata (Figura 1) e a Passiflora edulis (Figura 2). Além
disso, outra espécie extensivamente estudada, a Passiflora incarnata L. (BORRELLI
et al., 1996), encontra-se descrita nas farmacopéias da Europa (ZUANAZZI, 1999,
BLUMENTHAL; GOLDBERG; BRINCKMANN, 2000).

A Passiflora alata € uma espécie nativa do Brasil, ocorrendo nas regides
Nordeste, Centro-Oeste, Sudeste e Sul, e também no Paraguai e Peru. Atualmente é
encontrada como espécie cultivada em todo o pais, sendo a Unica espécie oficial
incluida na Farmacopéia Brasileira (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 1977).

A Passiflora edulis é originaria das Américas do Sul e Central, ocorrendo em
todo o Brasil, sendo cultivada em muitas regides tropicais e subtropicais do mundo
devido aos frutos empregados na industria alimenticia. Esta espécie é subdividida
em duas variedades: uma que produz um fruto de cor amarela (Passiflora edulis
forma flavicarpa Deneger), e outra de cor roxo (Passiflora edulis Sims) ambas
nativas da regiao Norte e Nordeste do pais (SPENCER; SEIGLER, 1983; VALE;

LEITE, 1983).



Figura 1: Frutos, folhas e flores de Passiflora alata
(LORENZI; MATOS, 2002).

As folhas de Passiflora alata sdo utilizadas como calmantes, diuréticas,
emenagogas, antinoceptiva e antifebris. As suas raizes sao utilizadas popularmente
como anti-helminticas, antiinflamatorias (SIMOES et al., 1998), sedativas, narcéticas
e no tratamento de histerias (MORS; RIZZINI; PEREIRA, 2000). J& as raizes de
Passiflora edulis sdao usadas popularmente como sedativas, vermifugas e também

no tratamento de histerias (MORS; RIZZINI; PEREIRA, 2000).

Figura 2: Frutos, folhas e flores de Passiflora edulis
(LORENZI; MATOS, 2002).

Ainda, destaca-se o uso popular de espécies do género Passiflora para outros
fins, dentre eles: inflamagdes na pele (D’OLIVEIRA, 1854; MOREIRA, 1862; PIO
CORREA, 1978; MORS, RIZZINI, PEREIRA, 2000), tratamento de bronquites
(MORS; RIZZINI; PEREIRA, 2000), em compressas para queimaduras, hemorroidas,

complicagdes do climatério, desordens de atencdo, nervosismo e excitabilidade



pediatrica (DER MARDEROSIAN, 2001), além do tratamento de ictericia, escorbuto

e disenteria (GUPTA, 1995; MORS; RIZZINI; PEREIRA, 2000).

1.2.1 Constituintes quimicos

As espécies de Passiflora apresentam diversos constituintes como supostos
principios ativos (PETRY et al., 2001), porém os responsaveis por seus efeitos
farmacolégicos ainda n&o foram identificados.

Os flavondides sdo os compostos majoritarios, representados pelos C-
glicosideos derivados da apigenina e luteolina. Recentes estudos demonstraram
teores destas substancias em uma faixa de 1,9 a 4,6% (PETRY et al., 2001, DE-
PARIS et al., 2002).

PETRY e colaboradores (2001), relataram para a Passiflora alata uma
concentracao de flavondides no extrato alcodlico de 2,90%. Ja em 2002, DE-PARIS
e colaboradores, demostraram no extrato aquoso desta mesma espécie uma
concentracao de flavonoides de 1,90%, sendo que em ambos os estudos, ndo foram
identificados os flavondides: vitexina, isovitexina, orientina e isoorientina. Outros
constituintes, os alcalbides, também foram encontrados no extrato aquoso de folhas
da Passiflora alata, em uma concentragao de 0,217 mg%, expressos em harmana
(OGA et al., 1984). Além destes constituintes, também foram identificados nas folhas
de Passiflora alata glicosideos esteroidais e triterpénicos (REGINATTO et al., 2001)
além de saponinas (REGINATTO et al., 2004).

Ja das partes aéreas da Passiflora edulis, foram isolados os flavondides C-
glicosidicos: luteolina-6-C-chinosideo e luteolina-6-C-fucosideo (MARECK et al.,
1991), vitexina, isovitexina, orientina e isoorentina tanto no extrato alcodlico (PETRY

et al., 2001) como no extrato aquoso (DE-PARIS et al., 2002), sendo que nestas



fragbes o conteudo total de flavondides obtido foi de 4,6% e 4,04%,
respectivamente, ambos em relagdo a planta seca e expressos como apigenina.
Além dos flavonoides, também foram identificados nesta espécie: glicosideos
cianogenéticos (SPENCER; SEIGLER, 1983; SEIGLER et al., 2002), B-rutinosideo
(CHASSAGNE; CROUZET, 1998), sambugrina e amigdalina (CHASSAGNE et al.,
1996), alcaldides inddlicos (LUTOMSKI; MALEK, 1975); terpendides

(WINTERHALTER, 1990) e saponinas (YOSHIJAWA et al., 2000).

1.2.2 Informacgodes toxicolégicas

Estudos da toxicidade para o extrato aquoso de Passiflora alata foram
realizados, e observou-se que a administracdo de doses acima de 432 mg/kg,
administradas por via intraperitoneal (i.p.), em camundongos, induziram sonoléncia
em todos os animais, caracterizando efeito depressor do Sistema Nervoso Central
(SNC). A dose letal 50% (DL50) foi de 456 (421-491) mg/kg (i.p.), com mortes até 24
horas ap6s o tratamento (OGA et al., 1984).

A toxicidade do extrato aquoso da Passiflora edulis também foi avaliada em
camundongos, em doses variando de 85 a 2740 mg/kg. Nas doses mais elevadas
(685, 1370 e 2740 mg/kg) a maioria dos animais apresentou contragbes abdominais
e distencdo das patas posteriores, indicando uma possivel irritacdo da cavidade
peritoneal. A DL50 neste estudo foi de 1000 mg/kg (VALE; LEITE, 1983).

Mais recentemente foram avaliados a toxicidade dos extratos aquosos
liofiizados de Passiflora alata e Passiflora edulis (ambos administrados na dose de
800 mg/kg/dia, via oral) em ratas gestantes. Durante toda a gestacdo, as ratas
receberam o extrato aquoso de Passiflora alata ou Passiflora edulis e foram

avaliadas as seguintes variaveis durante toda a gestagdo: consumo de agua,



alimento, massa corporal, contagem dos corpos luteos e dos sitios de implantagao
uterina. Os resultados mostraram que o desenvolvimento do feto durante a gestacao
manteve-se normal nas ratas tratadas com os extratos testados. Além disso, nao
houve alteracdo no desenvolvimento fisico, sexual e/ou comportamental das
ninhadas, nas doses testadas, indicando auséncia de toxicidade para ratas tratadas

e prole (AMARAL; SCHENKEL; LANGELOH, 2001).

1.2.3 Informagodes farmacologicas

O efeito terapéutico de muitas plantas medicinais ja esta bem estabelecido,
embora seus mecanismos de acado ainda nao estejam muito claros. As plantas
medicinais contém varias substancias ativas que podem apresentar um efeito
sinérgico, tanto farmacodinamico quanto farmacocinético e por isso, normalmente,
ha varias hipéteses de mecanismos de agdo que justificam a agao terapéutica de
seus extratos (WILLIAMSON, 2000; SPINELLA, 2002).

No caso especifico das espécies de maracuja estudadas em modelos animais
e utilizadas popularmente, principalmente, como depressores do SNC, os
constituintes quimicos ativos nado estdo bem definidos, mas ha possibilidade de que
ocorra sinergismo entre eles (NEWALL; ANDERSON; PHILLIPSON, 1996; ESCOP,
1997; BLUMENTHAL; GOLDBERG, BRINCKMANN, 2000), o mesmo podendo
ocorrer para o desfecho de outros efeitos dentre eles o antiinflamatério, analgésico,
antiviral e anticonvulsivante.

Grande parte dos estudos de espécies do género Passiflora esta relacionada
a espécie Passiflora incarnata e a atividades no SNC (BORRELLI et al., 1996). Entre
as atividades avaliadas para diferentes espécies, citam-se: ansiolitica (SOULIMANI

et al., 1997; DHAWAN; KUMAR; SHARMA, 2001; PETRY et al., 2001; DE-PARIS et



al., 2002), sedativa (SPERONI; MINGHETTI, 1988) e anticonvulsivante (OGA et al.,
1984). Além disso, foram avaliadas as atividades: antitussigena (DHAWAN;
SHARMA, 2002 a), inibicdo da ansiedade decorrente da abstinéncia alcodlica
(DHAWAN; KUMAR; SHARMA, 2002), preventiva da azoospermia, esterilidade e
diminuigédo da libido induzida por alcool e nicotina (DHAWAN; SHARMA, 2002 b) e
analgésica (VALE; LEITE, 1983; OGA et al., 1984, SPERONI; MINGHETTI, 1988).

BORRELLI e colaboradores (1996) avaliaram a atividade antiinflamatdria do
extrato etandlico da Passiflora incarnata, em ratos, nos modelos de edema de pata
induzido por carragenina, pleurisia induzida por dextran e granulomas induzidos por
croton. Os resultados sugeriram que o extrato testado exibe atividade
antiinflamatadria significativa nas doses de 125-500 mg/kg, administradas por via oral,
nestes modelos experimentais.

Recentemente, PURICELLI e colaboradores (2003) avaliaram in Vvitro,
utilizando um meio de células contendo gelatinase, o efeito inibitério de extratos
aquosos de frutos de Passiflora edulis (4,32; 7,2; 12 e 20 mg/mL) e Passiflora
foetida (0,625; 1,25; 2,5 e 5 mg/mL), sobre as proteinas metaloproteases-2 e 9
(MMP-2 e MMP-9), duas metaloproteases envolvidas na invasao de tumores,
metastase e angiogénese. Ambos os extratos, em todas as doses testadas,
demonstraram efeitos inibitérios dose-dependente, sobre ambas as enzimas MMP-2
e MMP-9, sendo mais eficientes na inibicdio da MMP-2. O extrato aquoso da
Passiflora foetida foi mais efetivo em inibir as metaloproteases, quando comparado
com o extrato aquoso da Passiflora edulis.

Enquanto os efeitos em nivel de SNC sao extensivamente estudados, pouco
se tem avaliado sobre os efeitos antiinflamatérios de espécies de Passiflora, tendo

em vista que estas, além de apresentarem em suas constituicbes componentes com



conhecida atividade antiinflamatoria, também sao utilizadas popularmente para o
tratamento de processos inflamatorios. A seguir sera apresentada uma reviséo sobre

processo inflamatério como foco de investigagao deste estudo.

1.3 O PROCESSO INFLAMATORIO

A inflamacao é um evento complexo que leva a liberagao de fatores soluveis e
ativagcao de células nos tecidos, e pode ser deflagrada por fatores endégenos como
necrose tecidual, ou como resposta a estimulos lesivos: traumas, infecgoes,
isquemia e injuria auto-imune (BENJAMIM; COICO; SUNSHINE, 2002).

Normalmente, o processo inflamatdrio inicia-se com o reconhecimento do
agente agressor e direciona-se como uma complexa série de eventos, para uma
tentativa de reconstituir o tecido danificado, ou seja, culminando na resolugéo (ALI et
al., 1997). No entanto, se a destruicdo do agente agressor e 0 processo de reparo
ndo ocorrem de maneira eficiente e sincronizada, a resposta inflamatéria pode levar
a uma lesao tecidual persistente induzida pelo acumulo de leucdcitos, colageno
entre outras substancias que podem ser prejudiciais ao organismo (NATHAN, 2002).

De modo didatico, a resposta inflamatéria é categorizada em trés fases
distintas, cada uma delas sendo mediada aparentemente por mecanismos
diferentes. Assim, é inicialmente evidenciada uma fase aguda, de duragao variavel,
com alteragdes vasculares (fluxo/calibre vascular, além de um aumento da
permeabilidade vascular), seguida de uma fase subaguda caracterizada por
infiltracéo de leucdcitos e de outras células fagociticas
(quimiotaxia/adesao/transmigracdo e fagocitose) e posteriormente, ocorre

regeneracgao tecidual ou fibrose (SUZUKI et al., 2003).



Inicialmente no foco inflamatério predominam fenbmenos vasculares:
vasodilatagdo local e aumento da permeabilidade capilar (CIRINO; FIORUCCI;
SESSA, 2003), gerados principalmente pelos seguintes mediadores: histamina,
serotonina, leucotrienos, PAF-acéter, C5a, prostaglandinas e substancias liberadas
localmente nas terminagbes nervosas (taquicininas e o peptideo relacionado ao
gene da calcitonina — CGRP) (HEDQVIST; GAUTAM; LINDBOM, 2000; LECCI et al.,
2000). Este aumento da permeabilidade vascular culmina com a saida de um fluido
rico em proteinas (exsudato) para o meio extravascular resultando em acumulo
deste, no local da lesdo (edema) (PATTERSON; LUM, 2001; LEY, 2002).

Apés esta fase inicial, evidencia-se uma fase subaguda que é caracterizada
por migragao e infiltracdo de leucdcitos e de células fagociticas, no sitio da lesao.
Este evento celular € denominado quimiotaxia (ALl et al., 1997; FRANGOGIANNIS;
SMITH; ENTMAN, 2002). No local da lesédo, os neutrofilos e os macréfagos
reconhecem o agente agressor, englobam e o destroem (fagocitose) (RODRIGUES
et al.,, 2002) e liberam enzimas lisossomais na tentativa de destruir o agente
agressor (BENJAMINI; COICO; SUNSHINE, 2002). Ainda, no foco inflamatério ha a
ativagdo dos mastdcitos e agregacgao plaquetaria, que também resultam na liberagao
de mais mediadores quimiotaticos. Dentre os mediadores quimiotaticos citam-se: os
prostandides (PGl,, PGD,, PGE, e PGF;,), derivados da via da lipoxigenase (5
HETE, LTB4), cininas, substancias liberadas de neutréfilos ativados, entre outros
(TAN; LUSCINSKAS; HOMER-VANNIASINKAM, 1999).

Apds o estimulo primario (injuria primaria), a resposta inflamatoria é
caracterizada por uma complexa série de eventos na tentativa de reconstituir o
tecido danificado por meio da ativacdo de células mesenquimatosas (resposta

primaria), incluindo hipertrofia, hiperplasia e produgdo de matriz extracelular.
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Posteriormente, a injuria inflamatéria (injuria secundaria) € mantida e induz o
processo de cicatrizagdo (resposta secundaria) que frequentemente reconstitui o
sitio lesado com tecidos fibroblasticos menos especializados (SUZUKI et al., 2003).
Todas as respostas celulares e vasculares mencionadas anteriormente, que
ocorrem na inflamacdo, s&o estimuladas por substincias multifuncionais

denominadas mediadores da inflamacgao (PELAIA et al., 2003).

1.3.1 Mediadores do processo inflamatoério

Os mediadores pro-inflamatérios podem ser de origem celular ou plasmatica.
As cininas, os sistemas: complemento, coagulagao e o fibrinolitico fazem parte dos
mediadores plasmaticos que estdao na forma precursora e necessitam ser ativados
para promover os seus efeitos biolégicos. As aminas vasoativas (histamina,
serotonina), os metabdlitos derivados do acido araquiddnico (eicosandides), as
enzimas lisossomais, as metaloproteinases, os radicais livres derivados do oxigénio
e o fator ativador de plaquetas (PAF) compdem os mediadores de origem celular que
podem ser pré-formados ou sintetizados nas células ativadas, em resposta a um

estimulo (BARNES; CHUNG; PAGE, 1998).

1.3.1.1 Proteases plasmaticas

As proteases plasmaticas sao liberadas pela ativacdo dos componentes do
sistema complemento, das cininas e da coagulagéo.

O sistema complemento uma vez ativado produz peptideos proé-inflamatérios
como o C3a e o Cha (anafilotoxinas) e ainda o complexo de ataque a membrana
(MAC) composto de uma série de proteinas do complemento. Dentre os efeitos

biolégicos, destacam-se: quimiotaxia de neutrdfilos, degranulagéo celular, contragéo
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da musculatura lisa e aumento da permeabilidade vascular e ainda destruicdo celular
com subsequente morte do antigeno (FISHELSON, 1991 apud SHERWOOD;
TOLIVER-KINSKY, 2004, PANGBURN; RAWAL, 2002 apud SHERWOOD;
TOLIVER-KINSKY, 2004, COLE; MORGAN, 2003 apud SHERWOOD; TOLIVER-
KINSKY, 2004).

O principal representante do sistema das cininas, a bradicinina, desempenha
agdes pro-inflamatdrias que resultam em aumento do influxo celular e do
extravasamento plasmatico para o foco inflamatério (PESQUERO et al., 2000;
COUTURE et al., 2001; YUHKI et al., 2004).

O sistema de coagulagao, que é constituido de uma série de proteinas, nao
somente é importante para a formacdo da fibrina, mas também por apresentar
efeitos na inducao da inflamacao. Dentre as proteinas que o constituem, encontram-
se a trombina e o fator tecidual VII, que desempenham fung¢des pro-inflamatérias
como a inducdo da producdo de citocinas, dentre elas o TNF-a, por células
endoteliais e mononucleares (PAWLINSKI et al., 2003 apud SHERWOOD;

TOLIVER-KINSKY, 2004).

1.3.1.2 Aminas vasoativas

As aminas vasoativas mais importantes s&o a histamina e a serotonina. Estes
mediadores encontram-se em estoques formados previamente nas células. A
histamina encontra-se principalmente em basoéfilos e mastécitos, e depois de
liberada desempenha suas fungdes via receptores histaminérgicos (H4, Hz, H3 ou Hy)
(SCHNEIDER; ROLLI-DERKINDEREN; AROCK, 2002).

A serotonina (5-HT), que é considerada um dos principais mediadores da dor
e da inflamacao, é produzida nas células enterocromafins da mucosa gastrointestinal

e é absorvida pelas plaquetas, onde se encontra estocada (VOOG et al., 2000).
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1.3.1.3 Metabolitos do acido araquidénico

A cascata do acido araquiddnico é ativada durante a inflamagéao, resultando
na formacgao dos eicosandides (FITZGERALD; PATRONO, 2001; SUBONGKOT et
al., 2003). O processo inicia-se apds a agao da enzima fosfolipase A, (FLA) que
libera o acido araquidénico (AA) dos fosfolipideos da membrana plasmatica celular
(SUBBARAMAIAH; DANNEMBERG, 2003) com posterior oxidagdo enzimatica por
duas vias distintas: via da ciclooxigenase e da lipooxigenase (FITZGERALD;
PATRONO, 2001; SUBONGKOT et al., 2003).

A via da ciclooxigenase (COX) é composta por duas enzimas distintas: a
COX-1 e a COX-2, as quais originam as prostaglandinas, prostaciclinas e os
tromboxanos (TXs). A COX-1 é constitutiva e medeia fungées homeostaticas. Ja a
COX-2, em sua forma constitutiva, é encontrada no cérebro e na medula espinhal,
pelo qual esta envolvida na neurotransmissao, particularmente, da dor e da febre
(NEEDLEMAN; ISAKSON 1997), e em sua forma induzida esta enzima é expressa
em lesbes de carater inflamatoério (SMITH et al., 2000; MORITA, 2002).

Da via da lipooxigenase, originam-se os leucotrienos (LTs) e as lipoxinas
(LXA) pela agado das enzimas 5-lipooxigenase (5-LOX) e da 15-lipooxigenase (15-

LOX), respectivamente (PARENTE; PERRETTI, 2003).

1.3.1.4 Oxido nitrico

O 6xido nitrico € um mediador pleiotrépico da inflamacao e é encontrado sob
a forma de um gas soluvel produzido ndo apenas por células endoteliais, mas
também por macréfagos e neurdnios (NATHAN; XIE, 1994).

Atualmente sao conhecidos trés diferentes isoformas da enzima NOS: a 6xido

nitrico-sintase endotelial (eNOS), a 6xido nitrico-sintase neuronal (NNOS), ambas



13

constitutivas e ativadas fisiologicamente gerando baixas concentragbes de NO. Além
disso, existe a 6xido nitrico-sintase induzida (iNOS) (NATHAN, 1997; ALDERTON;
COOPER; KNOWLES, 2001), que ¢é ativada em resposta a estimulos inflamatdrios,
como por exemplo: citocinas e fatores de crescimento em células alvo que liberam
altos niveis de NO durante a inflamagcdo (MONCADA; PALMER; HIGGS, 1991;
KNOWLES; MONCADA, 1994; WITTE et al., 2002).

A iNOS é regulada, via fator de transcrigdo nuclear (ALDERTON; COOPER;
KNOWLES, 2001), sendo que esta enzima pode ser induzida em uma variedade de
células como macroéfagos, células endoteliais, células da musculatura lisa vascular e
midcitos cardiacos, apos estimulo por lipossacarideos (LPS), citocinas (IL-1p, TNF-
a, IFN-y, IL-6), entre outros (FORSTERMANN; KLEINERT, 1995).

Além disso, o NO quando liberado em altas concentragdes e em condicoes
aerdbicas pode ser rapidamente oxidado em espécies reativas de oxigénio como,
por exemplo: o peroxinitrito (OONO’). Estes metabdlitos do NO possuem a
capacidade de lesar o DNA e os lipideos microbianos, e ainda lesar as células
vizinhas saudaveis, sendo esse 0 mecanismo responsavel pela maioria dos
processos inflamatdérios observados em doengas auto-imunes (HULE; PADMAJA,

1993; CUZZOCREA et al., 2000; SZABO, 2003).

1.3.1.5 Radicais livres do Oxigénio

As espécies reativas do oxigénio (EROS) podem ser originadas tanto de
fontes ambientais como de células ativadas do processo inflamatério. As EROS
causam oxidacao de proteinas, do DNA e lipidica, podendo causar injuria por agao
direta ou através da geragdo de metabdlitos secundarios reativos (RAHMAN;

MARWICK; KIRKHAM, 2004).
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As EROS apresentam papel especial como moléculas sinalizadoras,
contribuindo para injuria celular e processos degenerativos em doencgas inflamatdrias
como, por exemplo, na doenga reumatica (HENSLEY; ROBINSON; GABBITA, 2000;

SCHILLER et al., 2003).

1.3.1.6 Constituintes lisossomais dos leucécitos

A mieloperoxidase (MPO) é uma enzima presente principalmente nos
granulos azurdfilos dos neutrdéfilos e também em mondcitos (LANZA, 1998).

Apés a fagocitose do microorganismo, os neutréfilos induzem o metabolismo
oxidativo caracterizado por um intenso consumo de oxigénio. A NADPH oxidase, nas
células, converte o oxigénio molecular (O2) em anion superdxido (O27). A seguir, a
enzima superéxido dismutase (SOD) converte o O, em peréxido de hidrogénio
(H202), o qual possui fungao de destruir bactérias diretamente ou apds conversao
em ions hidroxila (OH") ou hipoclorito (HOCI). Dentre estas fontes geradoras do
HOCI, encontra-se o sistema H,O0,-MPO, no qual a enzima mieloperoxidase reage
com o H,O, formado pela agdo da NADPH oxidase, culminando na formacao da
espécie reativa HOCI. O hipoclorito (HOCI) é considerado um potente agente
microbicida que possui papel importante na defesa do hospedeiro contra invasédo de
bacterias, fungos e virus (NEVE; PARIJ; MOGUILEVSKY, 2001; BUT et al., 2002).
Além desta acao sobre o H,O,, a MPO pode atuar sobre outros substratos, como a
tirosina e o nitrito, formando outros compostos altamente reativos (WINTERBORN;
VISSERS; KETTLE, 2000). Contudo, sob certas circunstancias a liberagao excessiva
dessas espécies oxidantes podem promover estresse oxidativo e lesdo tecidual

(GAUT et al., 2001).
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A adenosina-deaminase (ADA) é uma enzima liberada principalmente de
linfécitos ativados e que participam do metabolismo das purinas catalisando
irreversivelmente a deaminacao da desoxiadenosina e adenosina em desoxinosina e
inosina, respectivamente (GROOTEMAN et al., 2000; KAYACAN et al., 2002).

A adenosina liberada das células ativadas, apresenta efeitos amplos e
pleiotrépicos, que estdo relacionados com ativacdo de diferentes tipos de

receptores: A1, Aza, Azg € Az (FREDHOLM et al., 2001).

1.3.1.7 Citocinas

As citocinas sao fatores solluveis de pequeno peso molecular, liberadas pelas
células para comunicacao intercelular e para influenciar a funcao de outras células
por meio da ativacéo de receptores de superficie (DINARELLO, 2000; OPPENHEIM,
2001; HOLLOWAY; RAO; SHANNON, 2002).

As citocinas sdo liberadas por grande parte das células do organismo e tem
uma variedade de fungbes (TYSON; CHEN; NOVAK, 2001; HOPKINS, 2003). O
efeito bioldgico depende da citocina e do tipo de célula envolvida. De um modo
geral, as citocinas influenciam a ativacéo, a divisdo, a apoptose e a quimiotaxia
celular. Elas podem também estar envolvidas na inflamagdo, na imunidade e no
reparo tecidual (PARKIN; COHEN, 2001; HANADA; YOSHIMURA, 2002).

Muitas citocinas tem sido identificadas, mas a interleucina 1 (IL-1), o fator de
necrose tumoral (TNF-a), a interleucina 6 (IL-6) e a interleucina 8 (IL-8) sdo as
principais citocinas conhecidamente envolvidas na amplificagdo da resposta
inflamatoéria e regulacdo do metabolismo das proteinas (FLOC'H; MELCHIOR,;

OBLED, 2004).
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1.3.1.8 Proteinas de fase aguda da inflamagao

A inflamagédo e a ativagdo do sistema imune é caracterizada pela sintese
hepatica de proteinas especificas cruciais na defesa do organismo, dentre elas as
proteinas de fase aguda: fibrinogénio, haptoglobina e a proteina-C reativa (PCR), em
estimulo a IL-1 e particularmente a IL-6 (GRUYS; OBWOLO; TOUSSAINT, 1994
apud MURATA; SHIMADA; YOSHIOKA, 2004).

Durante a inflamagédo, as concentracbes de proteinas plasmaticas de fase
aguda podem aumentar de 2 a 100 vezes, dependendo: da proteina, da espécie
animal e da etiologia da inflamacao (agente indutor) (FLOC'H; MELCHIOR; OBLED,
2004).

O fibrinogénio esta envolvido na homeostasia, como substrato para formagao
da fibrina proporcionando o reparo tecidual fornecendo uma matriz para a migragéo
de células relacionadas ao processo inflamatério (THOMAS, 2000 apud MURATA;
SHIMADA; YOSHIOKA, 2004).

A haptoglobina no plasma liga-se a hemoglobina livre, que é toxica e pro-
inflamatoria (WAGENER et al.,, 2001) e desta forma reduz o dano oxidativo
associado a episddios de hemdlise (YANG et al., 2003 apud MURATA; SHIMADA;
YOSHIOKA, 2004).

A PCR apresenta importante papel na protecdo contra infecgbes, na
depuracgao do tecido danificado, na prevengéo da autoimunizagéo e na regulagéo da
resposta inflamatéria (MOLD et al., 2002 apud MURATA; SHIMADA; YOSHIOKA,
2004). Esta proteina, ainda desempenha fungdes como: ativagao da via classica do
sistema complemento, auxilia o processo de fagocitose, induz a producédo de
citocinas antiinflamatérias (DU CLOS; MOLD, 2001 apud MURATA; SHIMADA,;

YOSHIOKA, 2004) e ainda inibe a quimiotaxia e o metabolismo oxidativo que ocorre



17

nos neutréfilos ativados (MORTENSEN; ZHONG, 2000 apud MURATA; SHIMADA,;
YOSHIOKA, 2004).

Resumidamente, pode-se dizer que a resposta inflamatéria envolve a
liberagcao de mediadores e o recrutamento de células, que uma vez ativadas no foco
inflamatorio liberam mais mediadores (LAWRENCE et al., 2001) e amplificam a

resposta frente ao agente invasor.

1.3.2 Células envolvidas no processo inflamatério

Diversas células participam do sistema de defesa do organismo, porém os
neutrofilos, fagocitos mononucleares e as células endoteliais desempenham suas
fungdes principalmente na protegdo e na manutengdo do ambiente bioldgico interno
do organismo. Desta forma, é importante destacar as fungbes destas populagdes

celulares.

1.3.2.1 Neutrodfilos

Os neutrofilos sdo os leucécitos mais abundantes, constituindo as primeiras
células a serem recrutadas (BIASI et al., 2003) e as principais células efetoras na
imunidade inata, sendo que seu recrutamento para o tecido inflamado varia de
minutos a horas (FAURSCHOU; BORREGAARD, 2003).

A resposta inflamatéria mediada por neutréfilos pode ser definida como
multifatorial e com varias etapas, envolvendo uma adesao inicial no endotélio
ativado, com subsequente extravasamento e transmigragao para o foco inflamatério.
No local da inflamagéao, os neutréfilos eliminam os microorganismos estranhos por
meio da geragado de espécies reativas do oxigénio, pela liberagcdo de substancias

microbicidas e pela fagocitose. Algumas das etapas envolvidas na inflamacao
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mediada por neutréfilos, sdo dependentes da liberagcdo de granulos citoplasmaticos
e vesiculas secretoras (FAURSCHOU; BORREGAARD, 2003).

Os granulos citoplasmaticos presentes nos neutrofilos podem ser do tipo:
granulos azurdfilos e granulos secundarios. No interior dos granulos azurofilos
encontra-se a enzima denominada mieloperoxidase (MPO), uma protease que gera
produtos oxidantes de forte acdo microbicida. Outras substancias que compdem os
granulos azurdfilos sao os fatores bactericidas (lisozima, defensinas), as hidrolases
acidas e as proteases neutras (elastase, catepsina G, colagenases inespecificas).
No interior do granulo secundario, dentre outras substdncias encontram-se: a
lisozima, a colagenase, a gelatinase, a lactoferrina, a histaminase, a fosfatase
alcalina (FA) e o ativador de plasminogénio (ROBBINS et al., 2001). Ja as vesiculas,
sdao compartimentos intracelulares (SENGELOV; JELDSEN; BORREGAARD, 1993
apud FAURSCHOU; BORREGAARD, 2003), constituidas de varias substancias,
dentre elas: Bz-integrina, receptor do complemento-1, a metaloproteinase leucolisina,

entre outras substancias (FAURSCHOU; BORREGAARD, 2003).

1.3.2.2 Fagécitos mononucleares

As células mononucleares sao compostas pelos mondcitos e macrofagos
(mondcitos teciduais em sua forma madura), cuja principal fungdo € remover
antigenos particulados. Estas células também podem atuar como apresentadoras de
antigenos, sendo que, apoés internalizar o antigeno apresenta-o aos linfocitos T (KIM;
KIM; LEE, 2003).

Diferente dos macréfagos, que sao células residentes e apresentam variagbes

morfolégicas e funcionais conforme o tipo de tecido em que se encontra, os
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mondcitos sao células que migram para varios 6rgaos e cavidades do corpo, pelo

qual podem diferenciar-se em macréfagos (HASHIMOTO et al., 1999).

1.3.2.3 Células endoteliais

O endotélio vascular medeia muitos processos fisiologicos, incluindo a
manutengdo da superficie antitrombdtica entre o sangue circulante e o tecido,
regulacdo do ténus vascular por meio da liberagao de agentes vasodilatadores e
vasoconstritores e ainda reparo e crescimento tecidual mediados pela angiogénese
(KEVIL, 2003). Além do papel fisiolégico, o endotélio também apresenta um papel
importante durante a resposta inflamatéria, controlando a adeséo e a transmigragéo

de leucécitos, por meio da expressao de moléculas de adesao (KEVIL, 2003).

1.3.3 Moléculas de adesao

A migracdo dos leucdcitos da circulagdo sanguinea para o tecido lesado
constitui-se de um complexo sistema, formado por inUmeras etapas que envolvem
uma seqléncia de reacdes quimicas e interagcdes entre moléculas de adesao
expressas nos leucocitos e aquelas expressas nas células endoteliais (HEIDE et al.,
2002; CONRAN et al., 2003; KEVIL, 2003).

As moléculas de adesdo, com base na sua estrutura quimica, sao
classificadas em familias: as selectinas, as integrinas, a superfamilia das
imunoglobulinas e as caderinas (CROSS; BURY, 2003). As principais familias das
moléculas de adesao, sua localizagao, sinonimias, proteinas ligantes e seus efeitos
estdo listadas na tabela 1.

Durante a resposta inflamatdria, inicialmente ocorre uma fraca ligagao entre

os leucdcitos circulantes e a parede interna dos vasos (rolamento), mediada pelas
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moléculas de adesdo denominadas selectinas. Posteriormente, esta adesao torna-se
firme em virtude da agédo das moléculas de adeséao do tipo integrinas e superfamilias
das imunoglobulinas. A partir desta adesao firme ocorre a passagem dos leucdcitos
dos vasos, transmigracdo endotelial, em direcdo ao tecido lesado (PANES, 1999;

MULLER, 2003).

1.3.4 Fator de transcri¢ao nuclear kappa B (NF-xB)

O fator de transcricao nuclear kappa B é a denominagdo de uma familia de
cinco proteinas (c-Rel, RelB, p65/RelA, p50/p105, p52/p100) que se ligam a regides
do acido desoxirribonucléico (DNA) regulando a expressdo de uma variedade de
genes envolvidos na resposta imune e na inflamacao (BALDWIN, 1996).

O NF-«kB, fisiologicamente, encontra-se no citoplasma na sua forma inativa,
ligada a proteina inibitéria 1kB (GHOSH; MAY; KOOP, 1998). A ativacdo do NF-xB
ocorre por meio de estimulos extracelulares como: stress, liberacdo de citocinas
(TNF-a, IL-1), endotoxinas de bactérias Gram-negativas como lipopolissacarideo
(LPS), estimulos fisiologicos (NOMURA, 2001; KYRIAKIS; AVRUCH, 2001), reacdes
de oxidagao e reducgao (ZINGARELI; SHEEHAN; WONG, 2003) e por substancias
inflamatdérias como carragenina (CRONSTEIN; MONTESINOS; WEISSMANN, 1999;
D’ACQUISTO et al., 1999). Apds o estimulo, o kB é fosforilado (através de IkB-
quinases), liberando o NF-kB que se desloca até o nucleo onde interage com
elementos regulatérios deste fator de transcrigdo iniciando, desta forma, a
transcricdo que proporcionara a produgao e a liberacdo de mediadores e outras
substancias que participam da resposta inflamatéria (LAWRENCE; GILROY;

COLVILLE-NASH, 2001).
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Tabela 1: Moléculas de adesao e sua interacao celular na resposta inflamatéria

INTERAGOES ENDOTELIO-LEUCOCITOS-PROTEINAS DE ADESAO

Moléculas de Designagao Localizagao Ligante Funcgao
Adeséao Alternativa

Familia das Selectinas

P-selectina, E-

L-selectina k/IAI‘E,\Ifh AI\_gE%%'\g;L todos leucocitos sé?;egxm’,l, CcD34, Rolamento
MAdCAM
P-selectina PADGEM, GMP- células endoteliais, L-selectinas, Rolamento
140, CD62P plaquetas PSGL-1
. , . L-selectinas,
E-selectina ELAM-1, CD62E  células endoteliais PSGL-1, ESL-1 Rolamento
Familia das Integrinas
A1B2 CD11a/CD18, LFA todos leucdcitos ICAM-1, ICAM2 Adeséao, Migragéo
auB CD11b/CD18, granuldcitos, ICAM-1, C3bi, Ades3o
Mp2 Mac-1 mondcitos fibrinogénio
ranuldcitos, VCAM-1, ~
B2 CD11c/CD18 gmnc')citos fibronectina Adesgo
linfocitos,
AB CD49d/CD29/ mondcitos, VCAM-1, Ades3o
1 VLA-4 eosindfilos, fibronectina
baséfilos
linfécitos MAJCAM-1, -
A4B; CD49d/B; LPAM-1 PP VCAM-1, Adesio
eosindfilos fi ’
ibronectina
Superfamilia das Imunoglobulinas
endotélio, LFA-1, Mac-1, " . ~
ICAM-1 CD54 mMondeitos CD43 Adeséo, Migragéo
ICAM-2 CD102 endotélio LFA-1 Adesao, Migragao
VCAM-1 CD106 endotélio VLA-4 Adesao
endotélio, PECAM-1
PECAM-1 CD31 leucdcitos, (homofilico) a,B;  Adeséo, Migragao
plaquetas (heterofilico)
MAdCAM-1 - endotélio L-selectina, a4,8;  Adesao, Migracéo

LAM: Molécula de adesao da familia das selectinas; LECAM: Molécula de adesao da familia das selectinas expressa em todos
os leucdcitos; MEL-14Ag: Molécula de adesdo da familia das selectinas expressa em todos os leucdcitos; GlyCAM-1: Molécula
de adesdo da familia das integrinas, expressa em vénulas; MadCAM-1: Molécula de ades&o da familia das imunoglobulinas,
expressa em células endoteliais da placa de Peyer; PADGEM: Molécula de adesdo da familia das selectinas expressa em
células endoteliais e plaquetas; GMP-140: Molécula de adesdo da familia das selectinas expressa em células endoteliais e
plaquetas; ELAM: Molécula de adedo da familia das selectinas expressa no endotélio; PSGL-1: Ligante das moléculas de
adesdo P-selectina, expressa em todos os leucdcitos; ESL-1: Ligante da molécula de ades&o E-selectina; LFA-1: Molécula de
adesédo da familia das integrinas, expressa em todos os leucécitos; ICAM: Molécula de ades&o da familia das imunoglobulinas;
VCAM: Molécula de adeséo da familia das imunoglobulinas, expressa no endotélio; LPAM-1: Molécula de adesao da familia
das integrinas, expressa nos linfocitos e eosindfilos; PECAM-1: Molécula de adesao da familia das imunoglobulinas, expressa
em leucdcitos, células endoteliais e plaquetas; VLA-4: Molécula de adesdo da familia das integrinas, expressas em mondécitos,
eosindfilos, basdfilos e linfécitos. Adaptado de KRIEGLSTEIN; GRANGER, 2001.
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Entre os produtos da indugado génica do NF-kB, encontram-se: citocinas pro-
inflamatdrias, moléculas de adesao, quemocinas, fatores de crescimento e ainda
enzimas que participam da resposta inflamatéria como a COX-2, a iNOS (BALDWIN,
1996) e metaloproteinases da matriz (MMPs), importantes substancias envolvidas na

inflamacgéo (NAGASE; WOESSNER, 1999) .

1.4 PLANTAS MEDICINAIS E OS ALVOS TERAPEUTICOS

O crescente avango nas técnicas de biologia molecular vem propiciando
o melhor conhecimento do processo inflamatoério, das moléculas que o constitui e de
seus alvos de acoes. Diferentemente dos recentes farmacos disponiveis na clinica, é
descrito na literatura que muitas plantas medicinais utilizadas em processos
inflamatorios, exercem suas atividades antiinflamatérias por mecanismos
multifatoriais.

As plantas medicinais apresentam diversos constituintes como supostos
principios ativos, dentre eles, os flavondides recebem destaque, tendo em vista
exibirem uma grande variedade de efeitos em diversos sistemas biolégicos (PELZER
et al.,, 1998). Para revisdo das atividades biologicas dos flavonoides ver
MIDDLETON; KANDASWAMI; THEOHARIDES (2000).

Os flavonoides, e as plantas que os apresentam em sua constituicdo, tem
despertado grande interesse na busca de novos farmacos com atividades
antiinflamatorias, tendo em vista, que alguns estudos demonstraram que estas
substancias apresentam propriedades antiinflamatérias (MIDDLETON;
KANDASWAMI; THEOHARIDES, 2000).

Estudos destacaram os possiveis efeitos antiinflamatérios, dos flavondides,

dentre eles citam-se a inibigcdo: de enzimas pro-inflamatérias como a fosfolipase A,
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(LEE; MATTELIANO; MIDDLETON, 1982 apud MIDDLETON; KANDASWAMI;
THEOHARIDES, 2000, GIL et al., 1994 apud MIDDLETON; KANDASWAMI;
THEOHARIDES, 2000), a via da ciclooxigenase-1 e/ou ciclooxigenase-2
(SOBOTTKA et al., 2000; CHI et al., 2001; JANG et al., 2002; SAKATA et al., 2003),
a via das lipooxigenases (SOBOTTKA et al., 2000; CHI et al., 2001), a éxido-nitrico
sintase induzida (MATSUDA, et al., 2003; SAKATA et al., 2003), a elastase de
neutréfilos (MELONI et al., 1995 apud MIDDLETON; KANDASWAMI;
THEOHARIDES, 2000) e as metaloproteases de matriz 2 (MMP-2) e 9 (MMP-9)
(SARTOR et al.,, 2002), além da inibicdo da liberagdo de mediadores como a
histamina (KOTANI; FUJITA; TANAKA, 1999 apud HIGA et al., 2003), as citocinas
(HERATH; TAKANO-ISHIKAWA; YAMAKI, 2003; HIGA et al.,, 2003) e ainda a
inibicdo da expressao de moléculas de adesao como por exemplo, a E-selectina

(TAKANO-ISHIKAWA; GOTO; YAMAKI, 2003), além do NF-«kB (SINGH et al., 2002).

1.5 MODELOS DE INFLAMACAO

Diversos modelos de inflamacao, utilizando animais de diferentes espécies,
tém sido utilizados para avaliar compostos com potencial atividade antiinflamatéria e
seus mecanismos de acao. Esta diversidade de modelos deve-se ao fato, que
apesar da maioria das reacdes inflamatdrias apresentarem caracteristicas comuns,
sua etiologia e manifestagbes clinicas diferem significativamente, necessitando,
portanto, de modelos mais especificos que reproduzam as suas caracteristicas
basicas.

Protocolos experimentais pelo qual o processo inflamatério é induzido

agudamente sio utilizados para estudos desta reacédo, abordando entre outros, a
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participagcdo de mediadores quimicos, diferentes tipos celulares, possibilitando o
screening de compostos com potencial atividade antiinflamataria.

Entre os métodos para o estudo do processo inflamatério e para o screening
de novos farmacos, citam-se: pleurisia, indugdo de edema de pata, bolsa de ar no
dorso, artrite e implantes de esponjas embebidas com agentes irritantes no
subcutaneo (SEDGWICK; WILLOUGHBY, 1985). No entanto, a limitacdo de algumas
destas técnicas se deve tanto a dificuldade de manipulagédo durante a indugéo
inflamatdria, quanto a da quantificagcdo dos parametros envolvidos (edema, numero
de células acumuladas no sitio inflamatorio, extravasamento de proteinas, etc).

O modelo da pleurisia que foi originalmente desenvolvido em ratos
(SPECTOR, 1956) e mais tarde reproduzido em cobaias (SEDGWICK;
WILLOUGHBY, 1985), possibilita uma avaliagdo ndo s6 do extravasamento de
liguido como da migragdo de células (SALEH; CALIXTO; MEDEIROS, 1996;
DALMARCO; FRODE; MEDEIROS, 2002) e ainda a avaliagdo da participacdo de
outros mediadores como: citocinas, enzimas e outros mediadores quimicos
induzidos por diversos agentes flogisticos.

Admite-se que o sitio primario da inflamacdo na cavidade pleural seja a
microvasculatura subpleural, local onde se iniciara a exsudagdo e o influxo de
células inflamatodrias. A partir do processo inflamatorio, induzido experimentalmente
na cavidade, ocorre acumulo de liquido, o qual pode apresentar caracteristicas de
exsudato, com ou sem fibrina, ou transudado. Os mediadores envolvidos neste tipo
de inflamacéo sao liberados por células residentes ou por aquelas que migram para
o local do processo inflamatério.

Dentre os agentes flogisticos que podem ser usados para indugdo do

processo inflamatdrio cita-se a carragenina, obtido de algas marinhas, que uma vez
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injetado na cavidade pleural, produz uma resposta inflamatéria bifasica no modelo
da pleurisia em camundongos. A primeira fase, ou fase inicial ocorre 4 h apd6s a
administracdo da carragenina na cavidade pleural dos animais (Figura 3), e a
segunda fase, também denominada tardia ocorre 48 h apds (SALEH; CALIXTO;
MEDEIRQOS, 1996).

Num contexto geral, a inflamagado aguda assume caracteristicas peculiares,
na qual tipicamente ha formagcéo de um exsudato rico em proteinas com migragao
de células do tipo polimorfonucleares (SPLETTSTOESSER; SCHUFF-WERNER,
2002 apud SHERWOOD; TOLIVER-KINSKY, 2004; CARRAWAY et al., 2003). Este
evento ocorre também na fase inicial (4 h) da pleurisia induzida por carragenina, na
qual existe um aumento de exsudacdo na cavidade pleural, com influxo
predominante de células do tipo polimorfonucleares. Nesta fase inicial de inflamacao,
a qual foi utilizada como foco de estudo, cabe destacar a participagédo de alguns
mediadores, tais como: IL-6 (CUZZOCREA et al., 1999, FRODE; SOUZA; CALIXTO,
2002), bradicinina (SALEH et al., 1998; SALEH; CALIXTO; MEDEIROS, 1999),
histamina (SALEH; CALIXTO; MEDEIROS, 1999), éxido nitrico (SALEH; CALIXTO;
MEDEIROS, 1999, CUZZOCREA et al., 2000; ROSSI et al., 2003), prostandides
(SALEH; CALIXTO; MEDEIROS, 1999), além das enzimas relacionadas ao processo
inflamatorio: mieloperoxidase, adenosina-deaminase (FRODE; MEDEIROS, 2001),
5-lipooxigenase (CUZZOCREA et al., 2003) e das ciclooxigenases (COXs) (SALEH;
CALIXTO; MEDEIROS, 1999) e ainda de proteinas que regulam a transcrigcdo de
genes pro-inflamatérios, mais precisamente o NF-kB (FRODE-SALEH; CALIXTO,

2000).
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Figura 3: Resposta inflamatéria no modelo da pleurisia induzida 4 horas apés a indugdo pela carragenina, em
camundongos. BK: bradicinina; PGs: prostaglandinas; NF-kB: fator de transcrigdo nuclear kappa B; IL-1p: interleucina 1 beta;

IL-8: interleucina 8; TNF-a: fator de necrose tumoral alfa e LTD,: leucotrieno D4. Adaptado de SALEH; CALIXTO;
MEDEIROS, 1996.

Portanto, a escolha deste modelo foi baseada nas evidéncias ja
comentadas, as quais o aferem, ampla utilidade no estudo de processos
inflamatorios agudos e ainda uma grande vantagem como modelo experimental para

0 screening e estudo de substancias com potenciais efeitos antiinflamatérios.
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2. JUSTIFICATIVA

Ao se considerar perspectiva de obtencdo de novos farmacos, dois aspectos
distinguem os produtos de origem natural dos sintéticos: a diversidade molecular e a
fungéo bioldgica. A diversidade molecular dos produtos naturais € muito superior
aquela derivadas dos processos de sintese, que apesar dos avancgos consideraveis,
ainda é limitada. Além disso, como produtos de organismos que possuem muitas
similaridades com o metabolismo dos mamiferos, os produtos naturais exibem
muitas vezes propriedades adicionais as antimicrobianas a ele associadas (NISBET;
MOORE, 1997 apud NODARI; GUERRA, 2003).

O interesse em terapias alternativas e no uso terapéutico de produtos naturais
tem sido crescente, especialmente aqueles derivados de plantas (GOLDFRANK et
al.,, 1982 apud RATES, 2001; VULTO; SMET, 1988 apud RATES, 2001; MENTZ;
SCHENKEL, 1989 apud RATES, 2001) para os mais diversos fins, dentre eles, para
o tratamento de doencas inflamatdrias.

A inflamacéo que é resultado de um complexo processo fisiopatolégico, que
inclui desde alteragdes vasculares, ativacdo de células até a sensibilizagcao e
ativagao da nocicepgao, envolve uma grande variedade de moléculas, e desta forma
apresenta muitos alvos para agdo de compostos com atividades antiinflamatdrias
(SAFAYHI; SAILER, 1997). Desta forma também é facil compreender porque o
tratamento de doencgas inflamatérias é bastante diversificado, e ainda, o porque da
busca de novos farmacos para o tratamento desta enfermidade.

O potencial do uso de plantas como fonte de novos farmacos ou mesmo para
fins medicinais tem sido pouco explorado. Segundo PAYNE e colaboradores (1991),

apud RATES (2001), é estimado que de 250.000 a 500.000 espécies de plantas,
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somente uma pequena porcentagem sao investigadas em relagéo a sua fitoquimica
e propriedades farmacoldégicas, sendo estimado que cerca de 5000 espécies foram
estudadas para uso medicinal. Um importante e decisivo passo do estudo
farmacoldgico, diz respeito a selecdo de uma planta (RATES, 2001).

Dentre as estratégias usadas para selegdo do material botanico para estudo,
encontram-se: a observacado do uso na medicina popular em diferentes culturas, a
baseada na composi¢cao quimica, filogenética ou informagdes taxonémicas, sendo
que certas familias e géneros, apresentam semelhangas na constituigdo, em classes
quimicas definidas com atividades farmacoldgicas ja demonstradas. Outras formas
de selecdo de plantas para estudo baseiam-se: na toxicidade, tendo em vista que o
estudo de plantas toxicas € promissor para obtencdo de farmacos altamente
potentes e especificos, também a selecéo pela observacdo do ambiente, sendo esta
forma promissora, principalmente, para obtengdo de farmacos antibacterianos.
Ainda, dentre estratégias que podem auxiliar nesta selecdo do material botanico
para estudo, encontram-se: a pesquisa em banco de dados e literaturas especificas,
e finalmente, uma forma que utiliza uma combinagdo de muitos critérios neste
processo seletivo (HAMBURGER; HOSTETTMAN, 1991 apud RATES, 2001,
GOTTLIEB; KAPLAN, 1993 apud RATES, 2001; SOUZA BRITO, 1996 apud RATES,
2001, WILLIAMSON; OKPAKO; EVANS, 1996 apud RATES, 2001).

A selegao das espécies, Passiflora alata Dryander e Passiflora edulis Sims, foi
baseada na combinagao de varios critérios. Neste contexto, a familia Passifloraceae,
a qual é amplamente difundida por suas atividades no SNC, tem sido também
utilizada na medicina popular para o tratamento de processos inflamatorios, tais
como: inflamacdes da pele (D’OLIVEIRA, 1854; MOREIRA, 1862; PIO CORREA,

1978; MORS, RIZZINI, PEREIRA, 2000), bronquites (MORS, RIZZINI, PEREIRA,
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2000), hemorréidas e queimaduras (DER MADEROSIAN, 2001). Estudos indicaram
a presenga de flavondides (PETRY et al., 2001, DE PARIS, et al., 2002), compostos
com propriedades antiinflamatdrias amplamente demonstradas (PELZER et al.,
1998; SOBOTTKA et al., 2000; CHI et al., 2001; JANG et al., 2002; SAKATA et al.,
2003, UEDA et al., 2004), e ainda segundo BORRELLI e colaboradores (1996) a
evidéncia de efeitos antiinflamatérios para uma espécie do género, a Passiflora
incarnata.

Além das evidéncias seletivas anteriormente citadas, cabe destacar que as
espécies estudadas, a Passiflora alata Dryander e Passiflora edulis Sims, sao
plantas nativas do Brasil, sendo que, dentre estas se apresenta a unica espécie do
género Passiflora descrita na FARMACOPEIA BRASILEIRA (1977), a Passiflora
alata Dryander.

Neste contexto, as caracteristicas do género Passiflora, tais como: uso
popular como antiinflamatério, constituigdo quimica informando a presenga de
flavondides, e ainda a demonstragdo de importantes efeitos antiinflamatorios por
parte de um membro da espécie, a Passiflora incarnata, creditam e embasam a
avaliacao das propriedades antiinflamatérias das espécies Passiflora alata Dryander

e Passiflora edulis Sims, em modelos experimentais.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito antiinflamatério dos extratos aquosos da Passiflora alata

Dryander e Passiflora edulis Sims, na resposta inflamatéria induzida por carragenina

no modelo da pleurisia, em camundongos.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar os efeitos antiinflamatérios dos extratos aquosos da Passiflora alata
Dryander e Passiflora edulis Sims, administrado por via intraperitoneal (i.p.)
sobre a migragao dos leucdcitos no lavado pleural e seus niveis no sangue de
animais com pleurisia;

Avaliar o efeito antiinflamatoério dos extratos aquosos sobre a exsudagao na
cavidade pleural e em tecidos de animais com pleurisia (permeabilidade
vascular);

Avaliar o efeito dos extratos aquosos, sobre as concentragbes de
mieloperoxidase (MPQ), adenosina-deaminase (ADA) e nitrato/nitrito (NO%),
na cavidade pleural de animais com pleurisia;

Avaliar o efeito dos extratos aquosos, sobre os niveis de proteinas totais no
exsudato e no soro de animais com pleurisia;

Avaliar o efeito dos extratos aquosos, sobre os niveis de proteina-C reativa no
soro de animais com pleurisia;

Correlacionar os parametros inflamatérios estudados nas amostras de
exsudato e soro de animais inflamados e tratados com os extratos aquosos

da Passiflora alata Dryander ou Passiflora edulis Sims.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAIS
4.1.1 Material Botéanico

Os procedimentos referentes a obtencdo e a caracterizagcdo dos extratos
aquosos da Passiflora alata Dryander e da Passiflora edulis Sims avaliados neste
trabalho foram desenvolvidos na Faculdade de Farmacia, no Departamento de
Producao de Matéria-Prima da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Rio
Grande do Sul, sob coordenacao dos professores Dra. Grace Gosmann e Dr. Eloir

Paulo Schenkel.

4.1.1.1 Coleta e identificagao

As folhas de Passiflora alata Dryander e Passiflora edulis Sims foram
coletadas no Estado do Rio Grande do Sul, nas cidades de Monte Negro e Capao da
Canoa, respectivamente.

As identificacbes dos espécimes coletados foram realizadas por Sérgio
Bordignon (Centro Universitario La Salle, Canoas, Rio grande do Sul) e Marcos
Sobral (Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, Rio Grande do
Sul). Exsicatas estao depositadas no Herbario do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da
Universidade de Passo Fundo (UPF) em Passo Fundo, Rio Grande do Sul, com a
numeragdo RSPF 7232 (Passiflora alata Dryander) e no Herbario do Departamento
de Botéanica da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS) em Porto

Alegre, Rio Grande do Sul, com a numeragao ICN 114356 (Passiflora edulis Sims).
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4.1.1.2 Preparacao dos extratos

As folhas de Passiflora alata Dryander e Passiflora edulis Sims foram secas
em estufa de ar circulante a 40°C por 14 dias. Os procedimentos foram os mesmos
para ambas as espécies, sendo que em 200 g de folhas secas e trituradas, foram
adicionados 2000 mL de agua destilada (propor¢cdo planta solvente, 1:10
peso/volume) e mantidos sobre refluxo durante 1 hora. Os extratos obtidos foram
filtrados e submetidos ao processo de secagem em torre de aspersao (spray-dried),
sem adjuvantes, no Mini Spray-dryer Blchi 190 (Labortechnik, Flawil, Switzerland).
As condigdes de spray-dried usadas na preparacado do extrato foram realizadas de
acordo com os trabalhos descritos por DE SOUZA e colaboradores (2000). Os
extratos foram caracterizados por cromatografia em camada delgada (CCD) pelo
qual foram identificadas um perfil de flavondides e saponinas. Os resultados obtidos
em relagao a este perfil, estdo descritos nos trabalhos publicados por DE SOUZA e

colaboradores (2000) e DE-PARIS e colaboradores (2002).

4.1.2 Farmacos e reagentes

Neste estudo utilizaram-se as seguintes substéncias e reagentes: extratos
aquosos de Passiflora alata Dryander e Passiflora edulis Sims (Universidade Federal
do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, Rio Grande do Sul, Brasil); carragenina (grau
V) (C-3889), o-dianisidina 2HCI (3,3’dimetoxibenzidina) (D-3252), Escherichia coli
(E.C.ATCC 25922), mieloperoxidase de neutrofilos humanos (MPO: 20 U/mg de
proteina; 1 unidade de MPO ¢é definida como a atividade da enzima capaz de oxidar
1 UM de peréxido de hidrogénio (H2O;) por minuto a 25°C (M-6908), sulfanilamida
(CeHsN20O2S)  (S-9251), tartarato duplo de sédio e potassio (acido tartarico)

(C4H406K2) (T-6897), dodecilsulfato de sédio (SDS) (L-6026), Folin 2 N (F-9252)
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(Sigma, St Louis, MO, E.U.A); heparina (Liquemine®, Roche, Sao Paulo, SP, Brasil),
fosfato de sddio hidratado, (NaH,PQO4.H,0), formamida (CH3NO), sulfato de zinco
(ZnS0O4) (Vetec, Rio de Janeiro, RJ, Brasil); fosfato de hidrogénio dissddico
dodecahidratado (Na,HPO4.12H,0), fenol, (CsHsOH) (Reagen, Rio de Janeiro, RJ,
Brasil); nitroprussiato de sodio (CsFeNsNa,O.2H,0), nitrato (NOy), nitrito (NO3),
dihidrocloreto de N-(1-naftil)-etilenodiamina (C12H46CI2N2) (Merck, Armstard,
Alemanha); adenosina (C1oH13N504) (Fluka, Ronkonkoma, NY, E.U,A); hidroxido de
sodio (NaOH) (DAKO, Carpinteria, Califérnia, E.U.A), peréxido de hidrogénio (H20;
30%), sulfato de aménio (NH3SO,), acido fosférico (HzsPO4) (Nuclear, Diadema, Sao
Paulo, Brasil); acido etilenodiaminotetracético (E.D.T.A), Giemsa (Laborclin, S&ao
José dos Pinhais, Parana, Brasil); azida sddica (Riedel-de Hanen, Alemanha), alcool
etilico (Synth, Barueri, Sdo Paulo, Brasil), sulfato de cobre (CuS04.5H,0) (Synth,
Diadema, Sao Paulo, Brasil), azul de Evans (C34H24N6O14S4Na4), formato de aménio
(CH5NO,) (ACROSS-Organics, New Jersey, E.U.A), éter etilico (C4H100) (Dinamica,
Sao Paulo, Sdo Paulo, Brasil), May-Grunwald (Newprov, Sao José dos Pinhais,
Parana, Brasil), PBS (pH 7,6: NaCl 137 mM, KCI 2 mM e tamp&o fosfato 10 mM)
(Hemagen diagnostics, Columbia, Maryland, U.S.A.), Proteina-C reativa (PCRTEST)
(Doles, Goiania, Goias, Brasil), carbonato de sédio (Na,COs) (MicroBioquimica,
Lorena, Sao Paulo, Brasil), solugao salina estéril (NaCl 0.9%) e padréo de proteinas
de diferentes fontes comerciais.

No dia dos experimentos, os extratos aquosos de Passiflora alata Dryander e
Passiflora edulis Sims foram dissolvidos em solugdo salina estéril, a temperatura

ambiente.
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4.2 ANIMAIS

Foram utilizados camundongos albinos suicos com 1 a 2 meses de idade, de
ambos os sexos, pesando entre 18-25 g, fornecidos pelo Biotério Central da
Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC).

Os animais foram mantidos em ciclo claro-escuro (luz natural) e
acondicionados em gaiolas de plastico (40 x 32 cm), sob temperatura ambiente
(25°C), com livre acesso a agua e ragao (dieta comercial).

Os experimentos foram realizados entre 8 e 18 h e foram conduzidos de
acordo com as orientagbes para os cuidados com animais de laboratoério
(ZIMMERMANN, 1983) e normas estabelecidas pela Comissdo de Etica na
Utilizacao de Animais (CEUA) da Universidade Federal de Santa Catarina (protocolo

numero: 241/CEUA e cadastro numero: 23080.014622/2003-29/UFSC) (Anexo 1).

4.3 PROCEDIMENTO ANESTESICO

A anestesia foi induzida com pentobarbital (25 mg/kg) administrados por via
intraperitoneal, a fim de possibilitar a administracdo da solugao corante de azul de
Evans (25 mg/kg, i.v., intraorbital) com o objetivo de avaliarmos posteriormente a

exsudacio.

4.4 EUTANASIA DOS ANIMAIS

Os animais foram sacrificados com overdose de pentobarbital, tendo em vista
que a eutanasia dos camundongos por deslocamento cervical ndo é possivel, uma
vez que na execugao deste procedimento ocorre 0 sangramento para a cavidade

pleural, o que inviabiliza a metodologia da pleurisia.



35

4.5 METODOS
4.5.1 Modelo de inflamacgao utilizado
o Pleurisia induzida pela carragenina, em camundongos

Os experimentos foram realizados de acordo com os procedimentos descritos
previamente (HENRIQUES et al, 1993; FRODE; MEDEIROS, 2001; DALMARCO;
FRODE; MEDEIROS, 2002).

No dia da indugcdo da pleurisia, os animais foram anestesiados com
pentobarbital (25 mg/kg, i.p.) e 0,1 mL de solugao fisioldgica estéril (NaCl 0,9%) ou
do agente flogistico carragenina (Cg, 1%), foi administrado na cavidade pleural
direita através do espaco intercostal utilizando-se de uma agulha 13x5 mm e canula
de poliestireno.

De acordo com cada protocolo experimental, apés a administragdo do agente
flogistico ou da solugéo salina estéril, os animais foram sacrificados em diferentes
intervalos com overdose de pentobarbital. A seguir, foram fixados em mesa cirurgica,
em declive de 30° a 45°, sendo feita uma incisao transversal na pele e nos musculos
abdominais. Em seguida, o apéndice xifoide foi pingado e através de duas incisdes
paralelas ao longo do esterno, a cavidade pleural foi exposta. Imediatamente, a
cavidade pleural foi lavada com duas aliquotas de 0,5 mL (totalizando 1 mL) de
solugdo salina tamponada (PBS - pH 7,6) e heparinizada (20 Ul/mL). Aliquotas do
lavado pleural foram coletadas com auxilio de pipeta automatica para a
quantificacdo dos numeros total e diferencial de células.

De acordo com o protocolo experimental, uma hora antes dos experimentos,
diferentes grupos de animais foram tratados com solugdo de azul de Evans (25
mg/kg, 0,2 mlL/animal, i.v.), para posterior determinacdo indireta do grau de

exsudagéo na cavidade pleural (FRODE; MEDEIROS, 2001; DALMARCO; FRODE;
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MEDEIROS, 2002). As possiveis variagdes sobre os indices de permeabilidade
vascular, no pulmao, no coragao, no figado, no bago e nos rins foram também

estudadas utilizando-se o0 mesmo protocolo experimental.

4.5.2 Técnicas utilizadas

4.5.2.1 Contagem total e diferencial dos leucécitos na cavidade pleural e no
sangue total
No dia dos experimentos, apds sacrificio dos animais e abertura das

cavidades, aliquotas do lavado pleural (200 uL) foram reservadas para a contagem
celular total, utilizando-se liquido de Turk (1:20) e Camara de Nelibauer com auxilio
de microscopio o6tico comum (aumento 400 vezes). Esfregagos celulares foram
realizados para contagem diferencial dos leucdcitos. Apos o preparo dos esfregagos
em citocentrifuga (Wescor-Cytopro, Logan, Utah, E.U.A.), estes foram corados pelo
método de  May-Grinwald-Giemsa. A  contagem  celular diferencial
(polimorfonucleares e mononucleares) foi realizada também em microscépio optico
comum, com auxilio de objetiva de imersao (aumento de 1000 vezes), contando-se
100 células por lamina.

Em alguns experimentos, os animais foram levemente anestesiados com
pentobarbital (25 mg/kg, i.p.) e as amostras de sangue total foram coletadas através
de puncgao cardiaca em tubo contendo anticoagulante (acido
etilenodiaminotetracético: E.D.T.A. 10%).

Os resultados foram expressos em ntimero total de células (x 10°).
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e Coloracao dos esfregacos celulares utilizando-se o corante May-Griinwald-
Giemsa

A metodologia consiste na coloragdo sucessiva com uma mistura de eosinato
de azul-de-metileno (May-Griwald) e de azul-eosina (Giemsa).

As laminas contendo o sedimento do lavado pleural foram centrifugadas
utilizando-se citocentrifuga (Wescor-Cytopro, Logan, Utah, E.U.A.) e colocadas em
posi¢cao horizontal, em suporte de coloragao apropriado. Apdés a secagem destas
ldminas, 1 mL do corante May-Griinwald foi adicionado e mantido em contato com o
sedimento fixado na lamina por 2 minutos. A seguir adicionou-se agua destilada (1
mL) nas laminas, com auxilio de pipeta com capacidade de 1 mL. Apds 3 min de
incubacgéo, o corante foi retirado e adicionou-se 1 mL de corante Giemsa (diluido
1:20, em agua destilada), 15 min. A seguir, o corante foi escorrido e as laminas
foram lavadas em agua corrente e secas a temperatura ambiente.

Os resultados foram expressos em numero total de polimorfonucleares ou de

mononucleares (x10°).

4.5.2.2 Determinacgao do exsudato na cavidade pleural

Nos animais submetidos a pleurisia induzida pela carragenina, apos a
lavagem das cavidades pleurais com solugdo PBS heparinizado, uma aliquota (500
uL) foi separada e congelada em freezer (-20°C) para posterior determinagdo dos
niveis de azul de Evans. No dia dos experimentos, amostras de um mesmo
protocolo experimental foram descongeladas a temperatura ambiente e as
concentracdes do corante foram determinadas em leitor de Elisa (Organon-Tecknica,
Roseland, New Jersey, E.U.A.), por leitura da densidade ética, em comprimento de

onda 620 nm. Para quantificacdo dos niveis de azul de Evans, curvas-padrao com
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concentragbes previamente conhecidas do corante (0,1-50 ug/mL) tiveram as
densidades 6ticas determinadas, e formulou-se uma equacgao da reta.
Os valores das concentragcdes de azul de Evans, no lavado pleural foram

expressos em pg/mL.

4.5.2.3 Determinagao da permeabilidade vascular em tecidos (pulmao, coragao,
baco, figado e rins)

Para avaliar a permeabilidade vascular em diferentes 6rgaos, inicialmente
foram determinados os respectivos pesos (pulmao, coragéo, bago, figado e rim) em
gramas. Depois de repetidas lavagens, em solugédo PBS e remogéo dos tecidos
adjacentes, os tecidos foram cortados em fatias, picotados e transferidos para tubos
de ensaio contendo 2 mL de solucdo de formamida P.A. As amostras foram
incubadas em banho-maria (45°C) durante 72 h para posterior quantificacdo dos
niveis de azul de Evans. Decorrido o periodo de incubacgédo, os tubos de ensaio
foram centrifugados (50 x g, por 15 min) e os sobrenadantes foram transferidos para
cubetas para determinacdo das concentracdes do azul de Evans, que foi realizada
segundo a metodologia descrita no modelo da pleurisia (FRODE; MEDEIROS, 2001;
DALMARCO; FRODE, MEDEIROS, 2002).

Os valores das concentragdes de azul de Evans em tecidos foram expressos

em ng/g de tecido umido.

4.5.2.4 Determinagao dos niveis de mieloperoxidase (MPO) no lavado pleural
Neste grupo de experimentos, os animais nao foram previamente tratados com
o corante azul de Evans. Imediatamente apés o sacrificio dos animais, amostras do

lavado pleural de camundongos injetados com solugéo salina estéril (NaCl 0,9%),
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tratados com carragenina (1%), indometacina (10 mg/kg, i.p.) ou extratos aquosos
de Passiflora alata Dryander ou Passiflora edulis Sims, foram coletadas e
imediatamente quantificadas as concentragdes de mieloperoxidase. Volumes de 40
uL do lavado ou do padrao (Mieloperoxidase de neutréfilos humanos (0,7-140
mU/mL)) foram transferidos para cubetas e a reagdo bioquimica iniciada com a
adicdo de 360 puL de meio tampéo (0,167 mg/mL de o-dianisidina 2HCI e 0,0005%
de H,0,. Ap6s 15 min de incubagao, a temperatura ambiente, a reagdo enzimatica
foi interrompida com a adicdo de 30 uL de azida sddica (1%) (RAO et al., 1993). A
seguir, as amostras foram centrifugadas (50 x g, por 5 min) e o sobrenadante
transferido para cubetas, para posterior leitura das densidades éticas (450 nm) em
leitor de Elisa (Organon- Tecknica, Roseland, New Jersey, E.U.A.). Curvas-padréo
com concentragdes conhecidas da mieloperoxidase (0,7-140 mU/mL) também
tiveram suas densidades oticas determinadas, permitindo a quantificacdo dos
valores desconhecidos

Os valores da MPO no lavado pleural foram expressos em mU/mL, com o

auxilio da equacao da reta.

4.5.2.5 Determinagao dos niveis adenosina-deaminase (ADA) no lavado pleural

Neste grupo de experimentos, os animais ndo foram previamente tratados com
o corante azul de Evans. Inicialmente foi preparado uma solugdo com concentracao
conhecida (volume final 2500 uL) de NaH;PO4.H,O (35 mM), Na;HPO4.12H,0 (15
mM) e NH3SO4 (15 mM), com a finalidade de ser utilizada como padrao (20 U/L).
Amostras do fluido pleural (20 uL) foram transferidas para cubetas e a reagdo
enzimatica iniciou-se com a adigéo da solu¢ao de adenosina fosfato (pH 6.5, 500 pL,

composi¢ao: NaH,PO4.H,O (35 mM), Na;HPO4.12H,0 (15 mM) e adenosina (0,5
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mM)). Apds periodo de incubacgdo de 1 h a 37°C, a reagédo enzimatica foi bloqueada
pela adicdo da solugdo (1000 uL) de fenol (1 mM), nitroprussiato (0,177 mM) e
tampao fosfato (1000 uL: NaOCI: 11 mM) (GIUSTI; GALANTI, 1984). Esta solugao
também foi adicionada as cubetas contendo concentracdes diferentes das amostras
padrdo (volume final 2500 puL). As absorbancias das amostras foram lidas em 620
nm em leitor de Elisa (Organon-Tecknica, Roseland, New Jersey, E.U.A.).

A quantificagdo dos valores de ADA no fluido pleural foram expressos em U/L,

com auxilio da equacao da reta.

4.5.2.6 Determinacédo dos niveis de nitrito/nitrato (NO*) no lavado pleural

O oxido nitrico foi quantificado pela formagéao de seus metabdlitos nitrito (NO2)
e nitrato (NOy’), utilizando-se a reacdo de Griess (GREEN et al., 1982; DI ROSA et
al., 1996). Neste grupo de experimentos, os animais nao foram previamente tratados
com o corante azul de Evans. As amostras do lavado da cavidade pleural de
camundongos tratados com solucdo salina estérii (NaCl 0,9%), carragenina,
indometacina ou extratos aquosos de Passiflora alata Dryander ou Passiflora edulis
Sims, foram coletadas, armazenadas em frascos Eppendorf e estocadas em freezer
a —-20°C. No dia dos experimentos, as amostras foram descongeladas em
temperatura ambiente e foram desproteinizadas adicionando-lhes hidréxido de sédio
(2,5 N) e sulfato de zinco (0,6%). A seguir, 300 uL do lavado da cavidade pleural foi
diluido em uma solugédo contendo formato de aménio (30 uL), fosfato de sédio (30
uL) e suspenséo de Escherichia coli (EC ATCC 25922 (30 uL): diluida (1:10) em
tampao PBS (pH 7,2). A solugao foi incubada durante 2 h, em estufa a 37°C, e a
seguir, centrifugada (50 x g, por 5 min). Cerca de 250 uL do sobrenadante foi

transferido para uma cubeta, onde o mesmo volume de solugdo de Griess:
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sulfanilamida (1%) (peso/volume), &acido fosférico (5%) (vol/vol) e N-(1-naftil)
etilenodiamina (0,1%) (peso/volume) foi adicionado e incubado durante 10 minutos,
a temperatura ambiente.

A reacao de NO, com esse reagente produz uma coloragao rosea, que foi
quantificada através da medida das densidades 6ticas em leitor de Elisa (Organon -
Tecknica, Roseland, New Jersey, E.U.A.) em 540 nm. Curvas-padrdo com
concentragbes previamente conhecidas de NO,; (0-150 puM) também tiveram as
densidades oticas determinadas, permitindo a quantificagcdo dos valores de

nitrito/nitrato no exsudato, em uM, com auxilio da equacao da reta.

4.5.2.7 Determinagao dos niveis de proteinas totais no exsudato e no soro

Para a determinagdo dos niveis de proteinas totais utilizou-se o método de
Lowry modificado por PETERSON (1977).

As amostras de exsudato e de soro de camundongos injetados com solucéo
salina estéril (NaCl 0,9%), tratados com carragenina (1%), indometacina (10 mg/kg,
i.p.) ou extratos aquosos de Passiflora alata Dryander ou Passiflora edulis Sims,
foram obtidos por lavagem da cavidade pleural com PBS heparinizado. As amostras
de soro foram obtidas a partir da separacao do sangue total coletado por puncéao
cardiaca sem anticoagulante, apés centrifugacao (50 x g, por 5 minutos).

O reativo de Lowry e Folin 0,4 N foram preparados no dia do experimento. O
Reativo Lowry &€ composto de: solugdo de CTC (Cobre 0,1%, tartarato duplo de
sodio e potassio 0,2%; carbonato de sédio 10% e agua), SDS (dodecilsulfato de
s6édio — 10%) e hidroxido de sédio (NaOH 1 N) numa proporgéo de 2,5 mL/,5 mL/2
mL : gq.s.p 10 mL de agua deionizada (CTC:SDS:NaOH q.s.p 10 mL agua). A solugao

de Folin 0,4 N foi obtida através da diluicdo do reativo de Folin 2 N na proporg¢ao 1:5
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em agua deionizada.

A dosagem de proteinas totais utilizando-se o método de Lowry modificado,
consiste em duas etapas. Em uma primeira, em tubos de ensaio adicionou-se 780
uL de agua deionizada seguido de 20 uL de exsudato (puro) ou soro (diluido 1:10
em agua deionizada), acrescido de 800 uL do reativo de Lowry. Esta mistura foi
agitada imediatamente em vortex. Apds esta etapa a solugdo permaneceu em
repouso por 10 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, adicionou-se 400
uL da solugéo de Folin 0,4 N, agitando-se a mistura em vortex. Nesta segunda
etapa, a incubacao foi de 30 minutos a temperatura ambiente e no escuro.

Curvas-padrao com concentracdes previamente conhecidas de proteinas totais
de soro padrdo humano (1-100 mg/mL) também tiveram suas densidades oticas
determinadas permitindo a quantificagao dos valores de proteinas totais, em mg/mL,
com auxilio da equacao da reta. Paralelamente, grupos-controle foram também
analisados, nas quais adicionou-se 800 uL de agua deionizada, 800 uL de Reativo
de Lowry e 400 da solugao de Folin 0,4 N). Esta mistura, denominada de branco foi
incubada conforme procedimento descrito anteriormente.

As determinagbes foram realizadas em espectrofotdbmetro (Micronal Compu-

espectro B 385, Sao Paulo, Sao Paulo, Brasil), em 750 nm, a temperatura de 25°C.

4.5.2.8 Determinacao dos niveis de Proteina-C reativa (PCR) no soro

Os niveis de proteina-C reativa (PCR) foram quantificados utilizando-se o
sistema para determinagdo qualitativa e semi-quantitativa da PCR no soro
(PCRTEST, Doles, Goiania, Brasil). Este método consiste na aglutinagao visivel de
uma suspensao aquosa de particulas de latex adsorvidas com anticorpos anti-PCR,

na presencga da PCR no soro.
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Amostras do soro de camundongos injetados com solugéo salina estéril (NaCl
0,9%), tratados com carragenina (1%), indometacina (10 mg/kg, i.p.) ou extratos
aquosos de Passiflora alata Dryander ou Passiflora edulis Sims, foram coletadas por
puncao cardiaca apods anestesia por pentobarbital (25 mg/kg, i.p.). As amostras de
soro foram obtidas a partir da separagdo do sangue total coletado sem
anticoagulante, apds centrifugacao (50 x g, por 5 minutos).

Para analise semi-quantitativa das amostras fez-se uma diluicdo seriada do soro,
diluindo-se este de 1:2 até 1:64 em solugao de salina (NaCl, 0,9%). O volume final
obtido em cada tubo foi de 200 uL. Apds a diluigdo sucessiva do soro, 50 uL de cada
diluigdo das amostras de soros, do soro puro e dos controles positivo (amostra com
concentragcdo conhecida de PCR) e negativo (amostra com concentragdo negativa
de PCR) foram colocados em uma placa de fundo escuro, demarcada com esmalte.
A seguir adicionou-se 50 uL do reativo (anticorpo anti-PCR ligado a particulas de
latex) em cada amostra e controles. Apds este procedimento a placa foi
homogeneizada manualmente por meio de rotagdes, durante 3 minutos. A reagao
positiva é caracterizada pela formagao de grumos que sdo observados a “olho nu”.

Os resultados foram expressos em mg/L.

4.5.3 Protocolo experimental
4.5.3.1 Efeito dos extratos aquosos de Passiflora alata Dryander e Passiflora
edulis Sims, sobre a migracdao de leucdcitos, na cavidade pleural de
camundongos com pleurisia

Inicialmente diferentes doses dos extratos em estudo foram avaliadas, para
verificar a melhor dose de inibicdo dos parametros inflamatérios estudados

(migragao celular e exsudagéao). Posteriormente a escolha da melhor dose avaliou-
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se entao, o melhor tempo de tratamento prévio dos animais tratados com os extratos
aquosos.

Dessa forma, diferentes grupos de animais foram tratados previamente 0,5 h
antes da administracdo da carragenina com diferentes doses de Passiflora alata
Dryander (50-300 mg/kg, i.p.) ou Passiflora edulis Sims (100-1000 mg/kg, i.p.). Apos
a escolha da melhor dose, avaliou-se o perfil temporal dos extratos em diferentes
periodos de tempo (0,5-4 h), sendo que os animais foram tratados previamente a
administracdo da carragenina e o exsudato foi coletado 4 h apdés a indugao da
inflamacéao. Nestes experimentos, foi observado que as melhores doses dos extratos
utilizados foram: para Passiflora alata Dryander (100 mg/kg, i.p.) e para Passiflora
edulis Sims (250 mg/kg, i.p.) e o melhor tempo de tratamento, para ambos foi de 0,5
h antes da inducao da pleurisia. Esta selecao de doses e tempo de pré-tratamento,
para estudos posteriores do efeito dos extratos, obedeceu aos seguintes critérios:
foram selecionadas as menores doses que, mediante teste estatistico, foram
significativas com um P < 0,01 na inibicdo da migragdo de leucdcitos totais e dos
niveis de azul de Evans para cavidade pleural de animais inflamados. Também
neste protocolo, grupos de animais-controle foram utilizados, aos quais foram
administrados 0,1 mL de solugéo salina estéril na cavidade pleural, e estes animais
foram também sacrificados 4 h apés.

A analise dos leucdcitos foi realizada conforme descrito no item 4.5.2.1, e os

resultados foram expressos em ntimero total de células (x 10°).
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4.5.3.2 Efeito dos extratos aquosos de Passiflora alata Dryander e Passiflora
edulis Sims, sobre a contagem total de leucdcitos no sangue de camundongos
com pleurisia

Neste protocolo experimental foi investigado o efeito dos extratos de Passiflora
alata Dryander ou Passiflora edulis Sims sobre os leucécitos, no sangue de
camundongos com pleurisia. Dessa forma, diferentes grupos de animais foram
tratados previamente (0,5 h) com diferentes doses de Passiflora alata Dryander (50-
300 mg/kg, i.p.) ou Passiflora edulis Sims (100-1000 mg/kg, i.p.) e transcorridas 4 h
apo6s a inducao da inflamagao pela carragenina, amostras de sangue total foram
coletadas por puncido cardiaca apos procedimento de anestesia. Paralelamente
grupos de animais-controle foram utilizados, aos quais foram administrados 0,1 mL
de solucao salina estéril na cavidade pleural, e estes animais foram também
sacrificados 4 h apos.

A andlise do hemograma dos camundongos foi realizada segundo os
procedimentos descritos no item 4.5.2.1, os resultados foram expressos em numero

de células (x 10°).

4.5.3.3 Efeito dos extratos aquosos de Passiflora alata Dryander e Passiflora
edulis Sims, sobre a exsudagdo, na cavidade pleural de camundongos com
pleurisia

Nestes experimentos foi investigado o efeito dos extratos aquosos de
Passiflora alata Dryander ou Passiflora edulis Sims, sobre os niveis de exudagao no
modelo da pleurisia induzida pela carragenina, em camundongos. Os animais foram
tratados com solugcdo corante azul de Evans (25 mg/kg, i.v.) 1 h antes dos

experimentos. Posteriormente estes animais receberam diferentes doses de
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Passiflora alata Dryander (50-300 mg/kg, i.p.) ou Passiflora edulis Sims (100-1000
mg/kg, i.p.) e os parametros inflamatorios foram estudados 4 h apds a inducéo da
pleurisia.

Apos a selecdo da melhor dose que inibiu a migracdo de leucdcitos e a
exsudacgao, estudou-se o perfil temporal. Neste protocolo experimental, diferentes
grupos de animais foram testados com uma unica dose dos extratos aquosos de
Passiflora alata (100 mg/kg, i.p.) ou Passiflora edulis (250 mg/kg, i.p.) e os
parametros inflamatérios foram avaliados 4 h apds. Paralelamente grupos de
animais-controle foram utilizados, aos quais foram administrados 0,1 mL de solugao
salina estéril na cavidade pleural, e estes animais foram também sacrificados 4 h
apos.

A avaliagdo da exsudagdo foi realizada, segundo a metodologia descrita no

item 4.5.2.2. Os resultados foram expressos em pg/mL.

4.5.3.4 Efeito dos extratos aquosos de Passiflora alata Dryander e Passiflora
edulis Sims, sobre a permeabilidade vascular, em tecidos (pulméao, coragao,
bacgo, figado e rins) de camundongos com pleurisia

Neste protocolo foi avaliado o efeito dos extratos aquosos de Passiflora alata
Dryander ou Passiflora edulis Sims, sobre a permeabilidade vascular em tecidos
induzida pela carragenina, em camundongos. Para avaliagdo do efeito do extrato
aquoso de Passiflora alata Dryander neste parametro inflamatério, a dose utilizada
foi de 100 mg/kg, i.p., € para o extrato aquoso de Passiflora edulis Sims foi de 250
mg/kg, i.p., administrados 0,5 h da pleurisia 4 h. Apdés a indugéo da pleurisia, os
animais foram sacrificados com overdose de pentobarbital e os pulmdes, coracéo,

figado, bago, e rins foram removidos para analise da permeabilidade vascular,
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conforme técnica descrita anteriormente no item 4.5.2.3. Paralelamente grupos de
animais-controle foram utilizados, nos quais foram administrados 0,1 mL de solugao
salina estéril na cavidade pleural, e estes animais foram também sacrificados 4 h
apos.

Os resultados foram expressos em ug/g de tecido umido.

4.5.3.5 Efeito dos extratos aquosos de Passiflora alata Dryander e Passiflora
edulis Sims, sobre os niveis da mieloperoxidase, na cavidade pleural de
camundongos com pleurisia

Neste protocolo experimental foi investigado o efeito dos extratos de Passiflora
alata Dryander ou Passiflora edulis Sims sobre os niveis de mieloperoxidase, no
lavado da cavidade pleural de camundongos com pleurisia. Os extratos aquosos
foram administrados nas seguintes doses: Passiflora alata Dryander 100 mg/kg, i.p.
ou Passiflora edulis Sims 250 mg/kg, i.p., ambos administrados 0,5 h antes da
inducao da pleurisia 4 h. Paralelamente grupos de animais-controle foram utilizados,
aos quais foram administrados 0,1 mL de solugao salina estéril na cavidade pleural,
e estes animais foram também sacrificados 4 h apos (SALEH et al., 1999; FRODE;
MEDEIRQOS, 2001). A analise da MPO foi avaliada segundo a metodologia descrita

no item 4.5.2.4. Os resultados foram expressos em mU/mL.

4.5.3.6 Efeito dos extratos aquosos de Passiflora alata Dryander e Passiflora
edulis Sims, sobre os niveis da adenosina-deaminase, na cavidade pleural de
camundongos com pleurisia

Para a avaliacdo deste parametro inflamatério, os extratos aquosos foram

administrados nas seguintes doses: Passiflora alata Dryander 100 mg/kg, i.p. ou



48

Passiflora edulis Sims 250 mg/kg, i.p., ambos administrados 0,5 h antes da indugao
da pleurisia. A analise dos parametros estudados foi realizada 4 h apds a indugéo da
pleurisia pela carragenina (FRODE; MEDEIROS, 2001). Em cada grupo de
experimentos foram incluidos animais-controle, que receberam a inje¢cao de solugao
salina estéril na cavidade pleural. Esses animais foram sacrificados nos mesmos
intervalos de tempo adotados para os grupos que receberam o tratamento com os
extratos acima citados. A analise da ADA foi realizada de acordo com a metodologia

descrita no item 4.5.2.5. Os resultados foram expressos em U/L.

4.5.3.7 Efeito dos extratos aquosos de Passiflora alata Dryander e Passiflora
edulis Sims, sobre os niveis do nitrito/nitrato (NO*) na cavidade pleural de
camundongos com pleurisia

Para a avaliagdo deste parametro inflamatério, os extratos aquosos foram
administrados nas seguintes doses: Passiflora alata Dryander 100 mg/kg, i.p. ou
Passiflora edulis Sims 250 mg/kg, i.p., ambos administrados 0,5 h antes da indugéo
da pleurisia. A analise dos parametros estudados foi realizada 4 h apés a indugao da
pleurisia pela carragenina (SALEH; CALIXTO; MEDEIROS, 1999). Em cada grupo
de experimentos foram incluidos animais-controle, que receberam a injecao de
solugdo salina estéril na cavidade pleural. Esses animais foram sacrificados nos
mesmos intervalos de tempo adotados para os grupos que receberam o tratamento
com os extratos acima citados. A analise do (NO*) foi realizada segundo a

metodologia descrita no item 4.5.2.6. Os resultados foram expressos em (uM).
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4.5.3.8 Efeito dos extratos aquosos de Passiflora alata Dryander e Passiflora
edulis Sims, sobre os niveis de proteinas totais no exsudato e no soro de
camundongos com pleurisia

Neste protocolo experimental foi investigado o efeito dos extratos de Passiflora
alata Dryander ou Passiflora edulis Sims sobre os niveis de proteinas totais, no
exsudato e no soro de camundongos com pleurisia. Para avaliacdo do efeito do
extrato aquoso de Passiflora alata Dryander neste parametro inflamatério, a dose
utilizada foi de 100 mg/kg, i.p., € para o extrato aquoso de Passiflora edulis Sims foi
de 250 mg/kg, i.p., administrados 0.5 h da pleurisia 4 h. Paralelamente, um grupo de
animais-controle foi utilizado, sendo que estes receberam apenas a injecdo de
solucdo de salina estéril na cavidade pleural e foram sacrificados nos mesmos
periodos de tempo adotados para os grupos que receberam o tratamento com os
extratos. A determinagcdo dos niveis de proteinas totais foi avaliada segundo a

metodologia descrita no item 4.5.2.7. Os resultados foram expressos em mg/mL.

4.5.3.9 Efeito dos extratos aquosos de Passiflora alata Dryander e Passiflora
edulis Sims, sobre os niveis de Proteina-C reativa no soro de camundongos
com pleurisia

Neste protocolo experimental foi investigado o efeito dos extratos de Passiflora
alata Dryander ou Passiflora edulis Sims sobre os niveis de Proteina-C reativa, no
soro de camundongos com pleurisia. Para avaliagao do efeito do extrato aquoso de
Passiflora alata Dryander neste parametro inflamatério, a dose utilizada foi de 100
mg/kg, i.p., € para o extrato aquoso de Passiflora edulis Sims foi de 250 mg/kg, i.p.,
administrados 0.5 h da pleurisia 4 h. Paralelamente, um grupo de animais-controle

foi utilizado, sendo que estes receberam apenas a inje¢cdo de solugdo de salina
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estéril na cavidade pleural e foram sacrificados nos mesmos periodos de tempo
adotados para os grupos que receberam o tratamento com os extratos. A
determinacao dos niveis de Proteina-C reativa foi avaliada segundo a metodologia

descrita no item 4.5.2.8. Os resultados foram expressos em mg/mL.

4.6 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados dos parametros inflamatérios estudados (exsudagao, migragao
celular, proteinas totais, MPO, ADA e NO*) foram expressos através da média + erro
padrdo da média (e.p.m.). Diferencas estatisticas para migracao celular, exsudacgao,
extravasamento de azul de Evans em diferentes 6rgaos, proteinas totais, MPO,
ADA, NO* e entre grupos-controle e diferentes tratamentos com os extratos foram
utilizados o teste de ANOVA (teste paramétrico), complementado pelo teste de
Dunnett. Quando necessario utilizou-se o teste “t” de Student.

Os resultados da PCR foram expressos através das medianas com o0s
respectivos (95%) limites de confianca (LC). Para avaliagcao estatistica dos valores
da PCR, utilizou-se ANOVA complementado com o teste de Dunnett.

As correlagdes entre as variaveis estudadas foram analisadas através dos
testes de: regressao linear (R), correlagédo paramétrica de Pearson (r) e correlagéao
nao-paramétrica de Spearman (r).

Para todas as analises, valores de P menores que 0,05 foram considerados

significativos.
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5. RESULTADOS

Devido a avaliagdo de extratos aquosos de espécies distintas do género
Passiflora, os resultados serao contemporizados em duas séries. Primeiramente
serdao demonstrados os resultados obtidos com o extrato aquoso da Passiflora alata

Dryander e posteriormente os obtidos com a Passiflora edulis Sims.

5.1 RESULTADOS OBTIDOS COM A Passiflora alata Dryander
5.1.1 Efeito do extrato aquoso de Passiflora alata Dryander sobre a migragao
de leucécitos, na cavidade pleural de camundongos com pleurisia

O extrato aquoso de Passiflora alata Dryander quando administrado nas doses
de 100-300 mg/kg i.p., 0,5 h antes da pleurisia induzida pela carragenina 4 h, foi
efetivo em inibir significativamente a migracao de leucdcitos para a cavidade pleural
dos animais com pleurisia quando comparados ao grupo-controle (animais tratados
com carragenina) (x106) (S: 1,3 £0,1; Cg: 5,2 £+ 0,2; 100 mg/kg: 3,7 + 0,4; 150
mg/kg: 2,4 + 0,2; 200 mg/kg: 1,8 + 0,3; 300 mg/kg: 2,1 + 0,4) (P < 0,01) (Figura 4A).
Esta inibicdo da migragcédo de leucdcitos ocorreu as custas da inibicdo da migragao
de polimorfonucleares (x10°) (S: 0,2 + 0,03; Cg: 4,1 + 0,3; 50 mg/kg: 3.0 + 0.45; 100
mg/kg: 2,7 + 0,5; 150 mg/kg: 1,1 + 0,2; 200 mg/kg: 0,5 + 0,2; 300 mg/kg: 0,2 + 0,03)
(P < 0,05) (Figura 4B). A dose de 300 mg/kg i.p., 0,5 h, aumentou significativamente
a migracdo de mononucleares para a cavidade pleural quando comparado ao
controle salina e carragenina (x10°) (S: 1,1 + 0,09; Cg: 1,1 + 0,1; 300 mg/Kg: 1,9 +
0,4) (P < 0,01) (Figura 4C). A indometacina (Indo) foi utilizada como controle, na
dose de 10 mg/kg (i.p., 0,5 h), na qual inibiu significativamente a migracdo de
leucécitos para a cavidade pleural dos animais com pleurisia quando comparados

aos animais inflamados (grupo controle) (x10°) (S: 1,3 + 0,1; Cg: 5,2 + 0,2; Indo 10
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mg/kg: 2,0 +£ 0,3) (P < 0,01) (Figura 4A), sendo que esta inibicdo ocorreu as custas
de uma inibicdo na migragdo de polimorfonucleares (x10°) (S: 0,2 + 0,03; Cg: 4,1 +
0,3; Indo 10 mg/kg: 0,7 + 0,1) (P < 0,01) (Figura 4B). Na dose avaliada, a
indometacina nao alterou significativamente os niveis de mononucleares quando
comparada com o grupo-controle (Figura 4C). Os percentuais de inibicdo dos
parametros inflamatérios: leucdcitos, polimorfonucleares, mononucleares estao
listados na tabela 2.

Na analise do perfil temporal, o extrato aquoso de Passiflora alata Dryander (100
mg/kg, i.p.) foi administrado (0,5 a 4 h) antes da administragéo do agente flogistico, e
observou-se uma inibigdo significativa na migracado de leucécitos para a cavidade
pleural quando os animais foram tratados previamente com o extrato, de 0,5 a 2 h
(x106) (S:1,3+0,1;Cg:5,2+0,2;0,5h:3,7+0,4;,1h:3,7+04e2h:3,9+0,2) (P <
0,05) (Figura 5A). Esta inibicao na migracao se deu as custas de polimorfonucleares
(x10°%) (S: 0,2 +£0,03; Cg: 4,1+0,3;0,5h:2,7+0,5;1h:24+03e2h:26+0,2) (P
< 0,05) (Figura 5B). Nao foram observadas alteragdes significativas na migragéo de
mononucleares, nos pré-tratamentos com Passiflora alata Dryander (100 mg/kg, i.p.),
0,5-4 h antes da indugao da pleurisia, quando comparados com o grupo controle
(Figura 5C). Os percentuais de inibicdo dos parametros inflamatodrios: leucdcitos,
polimorfonucleares, mononucleares em diferentes tempos de pré-tratamento estao

listados na tabela 3.
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Figura 4: Efeito de diferentes doses do Extrato aquoso de Passiflora alata Dryander (50-300 mg/kg; i.p.) administrado 0,5 h
antes da carragenina (Cg 1%/ cav.) em camundongos com pleurisia. Efeito do Extrato aquoso de Passiflora alata Dryander
sobre os niveis de leucdcitos (A), polimorfonucleares (B) e mononucleares (C). Salina = Animais controles tratados com salina
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Tabela 2: Percentagem de inibicdo da Passiflora alata Dryander sobre parametros
inflamatdrios: leucdcitos totais, polimorfonucleares e mononucleares, na pleurisia
induzida pela carragenina, em camundongos

Dose Leucécitos totais PMN MONO
(mg/kg, i.p; 0,5 h) (% de inibi¢ao) (% de inibigao) (% de inibi¢ao)
Indo 10 62 + 6** 84 +4* -

Pa 50 - 27 £1* -
Pa 100 29 £ 7** 35+ 12** -
Pa 150 54 + 4** 73 + 4** _
Pa 200 65 + 6** 88 +4* -
Pa 300 60 + 8** 96 + 1** +73,81 + 33,23**

Cada grupo representa a média das percentagens de inibigdo + e.p.m. de 4 a 10 animais. * P < 0,05 e ** P< 0,01 representam
a significancia da diferenga entre o grupo tratado com a carragenina e os demais grupos; (+) Aumento significativo em relagédo
ao grupo tratado com a Cg. PMN: polimorfonucleares; MONO: mononucleares; INDO: Indometacina; Pa: Passiflora alata.

5.1.2 Efeito do extrato aquoso de Passiflora alata Dryander sobre os niveis de
leucocitos, no sangue de camundongos com pleurisia

Analisamos neste protocolo o efeito sistémico do extrato aquoso de Passiflora
alata Dryander. A analise do hemograma revelou que os camundongos tratados
previamente com Passiflora alata Dryander (50-300 mg/kg, i.p.) apresentaram uma
diminuigao significativa dos niveis de leucécitos no sangue quando comparados aos
animais com pleurisia (x106) (S: 4,2 +£0,3; Cg: 5,3 +0,8; 50 mg/Kg: 2,8 + 0,4; 100
mg/Kg: 2,9 + 0,4; 150 mg/Kg: 2,7 + 0,4; 300 mg/kg: 3,7 + 0,4) (P < 0,05) (Figura 6A).
Na dose de 150 mg/kg i.p., 0,5 h, observou-se uma inibigdo significativamente na
migragdo de polimorfonucleares para a cavidade pleural quando comparado ao
controle salina e carragenina (x10°) (S: 0,9 + 0,2; Cg: 1,7 + 0,4; 150 mg/Kg: 0,7 +
0,09) (P < 0,05) (Figura 6B). Porém a diminuigao significativa dos niveis de
leucdcitos no sangue foi as custas de mononucleares (x10°) (S: 3,3 +0,2; Cg: 3,7 +
0,4; 50 mg/Kg: 1,18 + 0,1; 100 mg/Kg: 1,8 + 0,3; 150 mg/Kg: 2,0 + 0,3; 200 mg/kg:
2,4 +0,5; 300 mg/kg: 2,6 + 0,4) (P < 0,01) (Figura 6C). Observou-se uma diminuigéo
significativa dos leucdcitos totais quando se comparou animais tratados com salina a

tratados somente com Passiflora alata Dryander na dose de 100 mg/kg (i.p. ) 0,5 h
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Figura 5:Efeito do Extrato aquoso de Passiflora alata Dryander (100 mg/kg; i.p.) administrado 0,5-4 h antes da carragenina (Cg
1%/ cav.) em camundongos com pleurisia. Efeito do Extrato aquoso de Passiflora alata Dryander sobre os niveis de leucécitos
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tratados apenas com Cg e Indo = Animais tratados com indometacina (10 mg/kg, i.p.; 0,5 h) e Cg. Cada grupo representa uma
média de 5 a 10 animais e a barra vertical o e.p.m. * P < 0,05 e ** P < 0,01 representam a significancia da diferenga entre o
grupo tratado com a Cg e os demais grupos.
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antes da administracdo de salina intrapleural (x10°) (S: 4,2 + 0,3; Pa 100 mg/Kg: 2,9
+ 0,5 (P < 0,05) (Figura 6 A), as custas de uma diminuicdo de mononucleares (x10°)
(S: 3,3 £ 0,2; Pa 100 mg/Kg: 2,0 + 0,4 (P < 0,05) (Figura 6 C). E interessante
ressaltar que nado foi observado nenhuma alteragdo significativa por parte da

administracao de indometacina (10 mg/kg i.p.; 0,5 h) (Figura 6 A, B e C).

Tabela 3: Percentagem de inibicdo da Passiflora alata Dryander (100 mg/kg, i.p.)
administrada de 0,5-4 h antes da inducdo da pleurisia pela carragenina, sobre os
niveis de leucdcitos, polimorfonucleares e mononucleares

Tempo de Leucdcitos totais PMN MONO
tratamento prévio (% de inibigao) (%de inibigao) (%de inibigao)
(h)
0,5 29+ 7* 35+12* -
1 294+ 7* 41+ 7* -
2 24 4+ 5* 37 + 6* -
4 - - -

Cada grupo representa a média das percentagens de inibicdo + o e.p.m. de 5 a 10 animais. * P < 0,05 representa a
significancia da diferenga entre o grupo tratado com a carragenina e os demais grupos. PMN: polimorfonucleares; MONO:
mononucleares.

5.1.3 Efeito do extrato aquoso de Passiflora alata Dryander sobre a exsudagao,
na cavidade pleural de camundongos com pleurisia

A administragdo do extrato aquoso de Passiflora alata Dryander nas doses de
50 a 300 mg/Kg, administradas 0,5 h antes da indugdo da pleurisia, ndo promoveu
inibicdo dos niveis de exsudagao na cavidade pleural destes animais tratados
quando comparados aos animais inflamados (P > 0,05). Ja a administragdo de
indometacina (10 mg/kg, i.p.; 0,5 h) foi efetiva em inibir esta exsudagéao local (ug/mL)
(S: 1,6 £0,09; Cg: 9,6 + 0,4; Indo 10 mg/Kg: 4,5 + 0,09) (P < 0,01) (Figura 7).

Na analise do perfil temporal, observamos que o extrato aquoso de Passiflora
alata Dryander na dose de 100 mg/Kg, administrada previamente de 0,5-4 h antes
da indugao da pleurisia induzida pela carragenina, nao foi efetivo em inibir os niveis

de azul de Evans em nenhum tempo de tratamento prévio (P > 0,05) (Figura 8).



57

4_'%#

Leucécitos totais (x10 6)

oJ A\

Salina Pa Cg Indo 50 100 150 200 300
Passiflora alata
(mg/kg, i.p.; 0,5h)+Cg 4 h

B

1.0+
0.5+ §
0.0-

Salina Pa Cg Indo 50 100 150 200 300

Passiflora alata
(mg/kg, i.p.; 0,5 h)+Cg 4 h

. 6
Polimorfonucleares (x10 ")
RS

e%a%%?

5 C
(DA |
O 4
S
X
(7]
0 34 -_§ * *
© T
Q9 g # *k
S *% XX
c 2+
]
: 4
]
= 14
O_ &

Salina Pa Cg Indo 50 100 150 200 300

Passiflora alata
(mg/kg, i.p.;0,5h)+Cg4h

Figura 6: Efeito de diferentes doses do Extrato aquoso de Passiflora alata Dryander (50-300 mg/kg; i.p.) administrado 0,5 h
antes da carragenina (Cg 1%/ cav.) ) sobre os niveis de leucécitos no sangue de camundongos com pleurisia. Efeito do Extrato
aquoso de Passiflora alata Dryander sobre os niveis de leucécitos (A) polimorfonucleares (B) e mononucleares (C). Salina =
Animais somente tratados com salina estéril (i.pl./cav.), Pa = Animais somente tratados somente com Extrato aquoso de
Passiflora alata Dryander (100 mg/kg; i.p.; 0,5 h antes salina i.pl), Cg = Animais tratados apenas com Cg e Indo = Animais
tratados com indometacina (10 mg/kg, i.p.; 0,5 hY e Cg. Cada grupo representa uma média de 4 a 8 animais e a barra vertical o
e.p.m. ** P < 0,01 e * P < 0,05 representa a siyimicancia da diferenga entre o grupo tratado com a Cg e os demais grupos. # P
< 0,05 representa a significancia da diferencga entre o grupo tratado somente com salina e o grupo tratado somente com Pa.
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Figura 7: Efeito do Extrato aquoso de Passiflora alata Dryander (50-300 mg/kg; i.p.) administrado 0,5 h antes da carragenina
(Cg 1%/ cav.) em camundongos com pleurisia sobre os niveis de exsudagédo na cavidade pleural. Salina = Animais somente
tratados com salina estéril (i.pl./cav.), Cg = Animais tratados apenas com Cg e Indo = Animais tratados com indometacina (10
mg/kg, i.p.; 0,5 h) e Cg. Cada grupo representa uma média de 4 a 10 animais e a barra vertical o e.p.m. ** P < 0,01 representa
a significancia da diferenga entre o grupo tratado com a Cg e os demais grupos.
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Figura 8: Efeito do Extrato aquoso de Passiflora alata Dryander (100 mg/kg; i.p.) administrado 0,5-4 h antes da carragenina
(Cg 1%/ cav.) em camundongos com pleurisia sobre os niveis de exsudagdo na cavidade pleural. Salina = Animais somente
tratados com salina estéril (i.pl./cav.), Cg = Animais tratados apenas com Cg e Indo = Animais tratados com indometacina (10
mg/kg, i.p.; 0,5 h) e Cg. Cada grupo representa uma média de 5 a 10 animais e a barra vertical o e.p.m. ** P < 0,01 representa
a significancia da diferenga entre o grupo tratado com a Cg e os demais grupos.
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5.1.4 Efeito do extrato aquoso de Passiflora alata Dryander sobre a

permeabilidade vascular em tecidos (pulmao, coragao, baco, figado e rins) de

camundongos com pleurisia

Para avaliacao deste parametro inflamatorio, os animais foram tratados com o

extrato aquoso de Passiflora alata Dryander na dose de 100 mg/Kg administrado 0,5

h antes da pleurisia. Nesta dose e intervalo de tratamento prévio, ndo foi observado

uma diminuicao significativa dos niveis de azul de Evans (ug/g de tecido umido) nos

6rgaos analisados: pulmao, coragao, figado, bago e rim, quando comparados com os

animais controle carragenina (P > 0,05) (Figura 9).
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Figura 9: Efeito do Extrato aquoso de Passiflora alata Dryander (100 mg/kg; i.p.) administrado 0,5 h antes da carragenina (Cg
1%/ cav.) em camundongos com pleurisia sobre a permeabilidade vascular em tecidos. Sal = Animais somente tratados com
salina estéril (i.pl./cav.), Cg = Animais tratados apenas com Cg, Indo = Animais tratados com indometacina (10 mg/kg, i.p.; 0,5
h) e Cg e Pa = animais tratados com Passiflora alata e Cg. Cada grupo representa uma média de 6 a 13 animais e a barra
vertical o e.p.m. * P < 0,05 e ** P < 0,01 representam a significancia da diferenga entre o grupo tratado com a Cg e os demais

grupos.
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5.1.5 Efeito do extrato aquoso de Passiflora alata Dryander sobre os niveis de
mieloperoxidase (MPO), adenosina-deaminase (ADA) e nitrato/nitrito (ON*) no
lavado pleural de camundongos com pleurisia

O extrato aquoso de Passiflora alata Dryander (100 mg/kg, i.p.) administrado
0,5 h antes da carragenina, inibiu de forma significativa as concentragdes de MPO
(mU/mL) (S: 21,0 + 3,2; Cg: 270,5 + 28; 100 mg/Kg: 103 + 13,4) (P < 0,01) (Figura
10) e ADA (U/L) (S: 1,9 +0,2; Cg: 6,5+ 0,7; 100 mg/Kg: 2,8 + 0,9) (P < 0,01) (Figura
11) na pleurisia induzida pela carragenina. Nas mesmas condigdes experimentais
nao foi observado diminui¢cdo nos niveis de nitrito/nitrato (NO*) (P > 0,05) (Figura
12). Por outro lado a indometacina (10 mg/kg, i.p.; 0,5 h) demonstrou uma
diminuicao significativa nos niveis de MPO (mU/mL) (S: 21,0 + 3,2; Cg: 270,5 + 28;
Indo 10 mg/Kg: 127,8+ 17,4) (P < 0,01) (Figura 10), ADA (U/L) (S: 1,9 £ 0,2; Cg: :
6,5+ 0,7; Indo 10 mg/Kg: 1,4 +0,3) (P <0,01) (Figura 11) e nitrito/nitrato (NO*) (uM)

(S:2,9+0,4; Cg: 19 £ 1,3; Indo 10 mg/Kg: 4,62 + 0,8 (P < 0,01) (Figura 12).
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Figura 10: Efeito do Extrato aquoso de Passiflora alata Dryander (100 mg/kg; i.p.) administrado 0,5 h antes da carragenina (Cg
1%/ cav.) em camundongos com pleurisia sobre os niveis mieloperoxidase. Salina = Animais somente tratados com salina
estéril (i.pl./cav.), Cg = Animais tratados apenas com Cg e Indo = Animais tratados com indometacina (10 mg/kg, i.p.; 0,5 h) e
Cg. Cada grupo representa uma média de 7 a 9 animais e a barra vertical o e.p.m. ** P < 0,01 representa a significancia da
diferenga entre o grupo tratado com a Cg e os demais grupos.
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Figura 11: Efeito do Extrato aquoso de Passiflora alata Dryander (100 mg/kg; i.p.) administrado 0,5 h antes da carragenina (Cg
1%/ cav.) em camundongos com pleurisia sobre os niveis da adenosina-deaminase. Salina = Animais somente tratados com
salina estéril (i.pl./cav.), Cg = Animais tratados apenas com Cg e Indo = Animais tratados com indometacina (10 mg/kg, i.p.; 0,5
h) e Cg. Cada grupo representa uma média de 7 a 13 animais e a barra vertical o e.p.m. ** P < 0,01 representam a significancia
da diferenga entre o grupo tratado com a Cg e os demais grupos.
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Figura 12: Efeito do Extrato aquoso de Passiflora alata Dryander (100 mg/kg; i.p.) administrado 0,5 h antes da carragenina (Cg
1%/ cav.) em camundongos com pleurisia sobre os niveis de nitrito/nitrato (NO®). Salina = Animais somente tratados com salina
estéril (i.pl./cav.), Cg = Animais tratados apenas com Cg e Indo = Animais tratados com indometacina (10 mg/kg, i.p.; 0,5 h) e
Cg. Cada grupo representa uma média de 7 a 15 animais e a barra vertical o e.p.m. ** P < 0,01 representam a significancia da
diferenga entre o grupo tratado com a Cg e os demais grupos.

5.1.6 Efeito do extrato aquoso de Passiflora alata Dryander sobre os niveis de
proteinas totais no exsudato e no soro de camundongos com pleurisia

O extrato aquoso de Passiflora alata Dryander (100 mg/kg; i.p., 0,5 h) nao foi
efetivo em diminuir significativamente os niveis de proteinas totais no exsudato
destes animais tratados, quando comparados com animais inflamados (P > 0,05)
(Figura 13). Nas mesmas condi¢cdes experimentais, a indometacina (10 mg/kg, i.p.;
0,5 h) demonstrou uma diminuigdo significativa nos niveis de proteinas totais no
exsudato (mg/L) (S: 3,84 + 0,5; Cg: 57,4 + 4,3; Indo 10 mg/Kg: 31,2 +2,8) (P < 0,01)

(Figura 13).
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Figura 13: Efeito do Extrato aquoso de Passiflora alata Dryander (100 mg/kg; i.p.) administrado 0,5 h antes da carragenina (Cg
1%/ cav.) em camundongos com pleurisia sobre os niveis de proteinas totais no exsudato. Salina = Animais somente tratados
com salina estéril (i.pl./cav.), Cg= Animais tratados apenas com Cg e Indo = Animais tratados com indometacina (10 mg/kg, i.p.;
0,5 h) e Cg. Cada grupo representa uma média de 6 a 11 animais e a barra vertical o e.p.m. ** P < 0,01 representa a
significancia da diferenga entre o grupo tratado com a Cg e os demais grupos.

Da mesma forma, em relagdo aos niveis de proteinas totais no soro, o extrato
aquoso de Passiflora alata Dryander (100 mg/kg; i.p., 0,5 h) ndo alterou
significativamente este pard@metro quando comparado aos animais tratados com a
carragenina (P > 0,05) (Figura 14). Por outro lado, a indometacina diminuiu
significativamente os niveis de proteinas totais séricas quando comparado aos
animais inflamados (mg/L) (S: 557,2 + 30,5; Cg: 609 + 20,1; Indo 10 mg/Kg: 496,4 +

18,9) (P < 0,05) (Figura 14).
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Figura 14: Efeito do Extrato aquoso de Passiflora alata Dryander (100 mg/kg; i.p.) administrado 0,5 h antes da carragenina (Cg
1%/ cav.) em camundongos com pleurisia sobre os niveis de proteinas totais no soro. Salina = Animais somente tratados com
salina estéril (i.pl./cav.), Cg= Animais tratados apenas com Cg e Indo = Animais tratados com indometacina (10 mg/kg, i.p.; 0,5
h) e Cg. Cada grupo representa uma média de 6 a 10 animais e a barra vertical o e.p.m. * P < 0,05 representa a significancia
da diferenga entre o grupo tratado com a Cg e os demais grupos.

5.1.7 Efeito do extrato aquoso de Passiflora alata Dryander sobre os niveis de
proteina-C reativa no soro de camundongos com pleurisia

A administracdo do extrato aquoso de Passiflora alata Dryander (100 mg/kg;
i.p.; 0,5 h) foi efetiva em diminuir significativamente os niveis de proteina-C reativa
no soro quando comparada com animais inflamados, controle carragenina (mg/L)
(Mediana e amplitude) (S: 9 (5,6-12,5); Cg: 24 (15,7-31,1); 100 mg/Kg: 6 (4,3-12,5)
(P < 0,01) (Figura 15). A administracdo de indometacina (10 mg/kg, i.p.; 0,5 h) foi
efetiva em diminuir significativamente os niveis de proteina-C reativa quando
comparada ao grupo controle (mg/L) (Mediana e amplitude) (S: 9 (5,6-12,5); Cg: 24

(15,7-31,1); Indo 10 mg/Kg: 12 (12,0-12,0) (P < 0,01) (Figura 15).
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Figura 15: Efeito do Extrato aquoso de Passiflora alata Dryander (100 mg/kg; i.p.) administrado 0,5 h antes da carragenina (Cg
1%/ cav.) em camundongos com pleurisia sobre os niveis de proteina-C reativa no soro. Salina = Animais somente tratados
com salina estéril (i.pl./cav.), Cg= Animais tratados apenas com Cg e Indo = Animais tratados com indometacina (10 mg/kg, i.p.;
0,5 h) e Cg. Cada grupo representa uma média de 5 a 10 animais. Os simbolos representam os valores individuais da PCR e a

barra horizontal sobre os simbolos, a mediana. ** P < 0,01 representa a significancia da diferenga entre o grupo tratado com a
Cg e os demais grupos.

As possiveis correlacoes entre os parametros inflamatérios estudados nas
amostras de exsudato e soro de animais inflamados e tratados com Passiflora alata

Dryander, estao listados nas tabelas 4 e 5, respectivamente.
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Tabela 4: Correlagbes entre os diversos parametros inflamatérios analisados no
lavado da cavidade pleural de animais com pleurisia, tratados previamente com o
extrato aquoso de Passiflora alata Dryander, na pleurisia induzida por Cg, em
camundongos

Variaveis Regressao Correlagao de Correlagéao de
linear (R) Pearson (r) Spearman (r)
Proteinas totais X 0,4838* 0,4838* 0,3276
Leucdcitos totais
Proteinas totais X Azul 0,5081** 0,5081** 0,3328
de Evans
Proteinas totais X PMN 0,4826* 0,4826* 0,3460*
Proteinas totais X MPO 0,4519* 0,4519* 0,5237*
Proteinas totais X ADA 0,5081** 0,5081** 0,5610**
Azul de Evans X 0,8075™* 0,8075™* 0,6733**
Leucdcitos totais
Azul de Evans X PMN 0,7073** 0,7073** 0,6584**
Azul de Evans X MPO -0,07896 -0,07896 0,007413
Azul de Evans X ADA 0,04497 0,04497 0,1156
MPO X Leucdcitos totais -0,1216 -0,1216 -0,08754
MPO X PMN -0,1211 -0,1211 -0,07369
ADA X Leucdcitos totais 0,1293 0,1293 0,1372
ADA X MONO -0,3287* -0,3287* -0,4483**

Os dados representam os valores estatisticos obtidos através da analise de regressao linear (R), correlacdo paramétrica de
Pearson (r) e ndo paramétrica de Spearman (r). * P < 0,05 e ** P < 0,01 representam a significancia da diferenca entre o grupo
tratado com carragenina e aqueles tratados com o extrato aquoso de Passiflora alata Dryander. PMN: polimorfonucleares;
MONO: monucleares MPO: mieloperoxidase; ADA: adenosina-deaminase.
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Tabela 5: Correlagbes entre os diversos parametros inflamatérios analisados no
sangue de animais com pleurisia, tratados previamente com o extrato aquoso de
Passiflora alata Dryander, na pleurisia induzida por Cg, em camundongos

Variaveis Regressao Correlagao de Correlagéao de
linear (R) Pearson (r) Spearman (r)
PCR X Leucocitos totais -0,02277 -0,02277 -0,2691
PCR X PMN -0,05187 -0,05187 -0,3277
PCR X MONO 0,005229 0,005229 -0,1169
PCR X Proteinas totais -0,2270 -0,2270 -0,1933

Os dados representam os valores estatisticos obtidos através da andlise de regresséo linear (R), correlagcdo paramétrica de

Pearson (r) e ndo paramétrica de Spearman (r). PMN: polimorfonucleares; MONO: monucleares MPO: mieloperoxidase; ADA:
adenosina-deaminase.
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5.2 RESULTADOS OBTIDOS COM A Passiflora edulis Sims
5.2.1 Efeito do extrato aquoso de Passiflora edulis Sims sobre a migragcao de
leucécitos, na cavidade pleural de camundongos com pleurisia

O extrato aquoso de Passiflora edulis Sims nas doses de 250-1000 mg/kg i.p.,
0,5 h antes da pleurisia foi efetivo em inibir significativamente a migracéo de
leucécitos para a cavidade pleural dos animais inflamados (x10°) (S: 1,3 + 0,1; Cg:
5,2 + 0,2; 100 mg/kg: 4,2 + 0,3; 250 mg/kg: 2,1 + 0,2; 500 mg/kg: 1,3 + 0,1; 1000
mg/kg: 2,1 + 0,2) (P < 0,05) (Figura 16A). Esta inibicdo ocorreu devido a uma
inibicdo na migragao de polimorfonucleares (x106) (S:0,2+0,03; Cg: 4,1+0,3; 100
mg/kg: 3,1 + 0,2; 250 mg/kg: 1,4 + 0,2; 500 mg/kg: 0,9 + 0,08; 1000 mg/kg: 1,6 + 0,2)
(P < 0,05) (Figura 16B) e de mononucleares para a cavidade pleural quando
comparados ao grupo-controle da carragenina (x10°) (S: 1,1 £ 0,09; Cg: 1,1 + 0,1;
250 mg/Kg: 0,7 + 0,06; 500 mg/Kg: 0,4 + 0,07 e 1000 mg/Kg: 0,5 + 0,06) (P < 0,05)
(Figura 16C). A indometacina na dose de 10 mg/kg (i.p., 0,5 h), inibiu
significativamente a migragéo de leucécitos para a cavidade pleural dos animais com
pleurisia quando comparados ao grupo-controle carragenina (x10°) (S: 1,3+ 0,1; Cg:
5,2 +0,2; Indo 10 mg/kg: 2,0 £ 0,3) (P < 0,01) (Figura 16A). Esta inibicdo ocorreu as
custas da inibicdo na migracédo de polimorfonucleares (x10°) (S: 0,2 + 0,03; Cg: 4,1 +
0,3; Indo 10 mg/kg: 0,7 + 0,1) (P < 0,01) (Figura 16B). Os niveis de mononucleares
nao foram alterados significativamente pela indometacina na dose estudada quando
comparada com o grupo-controle (Figura 16C). Os percentuais de inibicdo dos
parametros inflamatérios: leucdcitos, polimorfonucleares, mononucleares em

diferentes tempos de pré-tratamento estao listados na tabela 6.
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Figura 16: Efeito de diferentes doses do Extrato aquoso de Passiflora edulis Sims (100-1000 mg/kg; i.p.) administrado 0,5 h
antes da carragenina (Cg 1%/ cav.) em camundongos com pleurisia. Efeito do Extrato aquoso de Passiflora edulis Sims sobre
os niveis de leucdcitos (A), polimorfonucleares (B) e mononucleares (C). Salina = Animais somente tratados com salina estéril
(i.pl./cav.), Cg = Animais tratados apenas com Cg e Indo = Animais tratados com indometacina (10 mg/kg, i.p.; 0,5 h) e Cg.
Cada grupo representa uma média de 5 a 10 animais e a barra vertical o e.p.m. * P < 0,05 e ** P < 0,01. representam a
significancia da diferenga entre o grupo tratado com a Cg e os demais grupos.
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Na analise do perfil temporal, o extrato aquoso de Passiflora edulis Sims (250
mg/kg, i.p.) quando administrado (0,5 a 4 h) antes da administragcdo do agente
flogistico, inibiu de forma significativa a migracdo de leucécitos para a cavidade
pleural 4 h apos a indugdo da reacao inflamatoria (x10°) (S: 1,3 £ 0,1; Cg: 5,2 + 0,2;
05h:21+0,2;1h:21+0,2e2h:3,3+0,4) (P<0,01) (Figura 17A). Esse efeito
inibitério sobre a migracdo celular, se deu as custas de polimorfonucleares (x10°) (S:
0,2+0,03;Cg:4,1+0,3;05h:14+0,2;,1h:06+0,17e2h:19+0,3) (P<0,01)
(Figura 17B) e mononucleares (x10°) (S: 1,1 + 0,09; Cg: 1,1 £0,1; 0,5 h: : 0,7 + 0,06)
(P < 0,05) (Figura 17C). A Passiflora edulis Sims (250 mg/kg, i.p.) quando
administrada 4 h antes da indug¢ao da pleurisia por carragenina, aumentou de forma
significativa & migracdo de leucdcitos para a cavidade pleural (x10°) (S: 1,3 £ 0,1;
Cg:52+0,2e 4 h: 6,45 +0,5) (P <0,05) (Figura 17A) as custas da migracao de
polimorfonucleares (x1 06) (S: 0,2+0,03;Cg:41+0,3e4h:55+0,5) (P<0,01)

(Figura 17B).

Tabela 6: Percentagem de inibicdo da Passiflora edulis Sims sobre parametros
inflamatdrios: leucdcitos totais, polimorfonucleares e mononucleares, na pleurisia

induzida pela carragenina, em camundongos

Dose Leucécitos totais PMN MONO
(mg/kg, i.p.; 0,5 h) (% de inibigao) (% de inibi¢ao) (% de inibi¢ao)
Indo 10 62 + 6** 84 + 4** -

Pe 100 19 + 6* 24 + 5* -

Pe 250 60 + 5** 66 + 4** 38 £ 6*
Pe 500 75+ 2** 78 £ 2** 65 + 6**
Pe 1000 61 +4* 62 + 5** 53 + 6*

Cada grupo representa a média das percentagens de inibigdo + e.p.m de 5 a 10 animais. * P < 0,05 e ** P< 0,01 representam a
significancia da diferenga entre o grupo tratado com a carragenina e os demais grupos. PMN: polimorfonucleares; MONO:
mononucleares; INDO: Indometacina; Pe: Passiflora edulis.
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Figura 17: Efeito do Extrato aquoso de Passiflora edulis Sims (250 mg/kg; i.p.) administrado 0,5-4 h antes da carragenina (Cg
1%/ cav.) em camundongos com pleurisia. Efeito do extrato aquoso de Passiflora edulis Sims sobre os niveis a migragédo de
leucécitos (A), polimorfonucleares (B) e mononucleares (C) para cavidade pleural. Salina = Animais somente tratados com
salina estéril (i.pl./cav.), Cg = Animais tratados apenas com Cg e Indo = Animais tratados com indometacina (10 mg/kg, i.p.; 0,5
h) e Cg. Cada grupo representa uma média de 5 a 10 animais e a barra vertical o e.p.m. * P < 0,05 e ** P < 0,01 representam a
significancia da diferenga entre o grupo tratado com a Cg e os demais grupos.



72

Tabela 7: Percentagem de inibicdo da Passiflora edulis Sims (250 mg/kg, i.p.)
administrada de 0,5-4 h antes da indugao da pleurisia pela carragenina, sobre os
niveis de leucdcitos, polimorfonucleares e mononucleares, na pleurisia induzida por
Cg, em camundongos

Tempo de Leucdcitos totais PMN MONO
tratamento prévio (% de inibigao) (% de inibigao) (% de inibigao)
(h)
0,5 60 + 5** 66 + 4** 38 + 6*
1 60 + 4** 86 + 3** -
2 36 + 8** 53 + 7** -
4 + 24 + 9* + 35+ 12** -

Cada grupo representa a média das percentagens de inibicdo + o e.p.m. de 5 a 10 animais. ** P < 0,01 e * P < 0,05 representa
a significancia da diferenga entre o grupo tratado com a carragenina e os demais grupos, (+) Aumento significativo em relagdo
ao grupo tratado com a Cg. PMN: polimorfonucleares; MONO: mononucleares

5.2.2 Efeito do extrato aquoso de Passiflora edulis Sims sobre os niveis de
leucécitos, no sangue de camundongos com pleurisia

Na analise do efeito sistémico do extrato aquoso de Passiflora edulis Sims
(100-1000 mg/kg, i.p.) o hemograma somente revelou alteragdes significativas
quando administrado na dose 1000 mg/kg (i.p.; 0,5 h) nos niveis de leucdcitos totais
(x10°%) (S: 4,2 +0,3; Cg: 5,3 + 0,8; 1000 mg/Kg: 3,4 + 0,5) (P < 0,05) (Figura 18A) e
de mononucleares (x106) (S: 3,3+0,2; Cg: 3,7 £0,4; 1000 mg/kg: 2,2 + 0,3) (P <
0,05) (Figura 18C) quando comparados aos animais tratados com carragenina. Nao
foram observadas alteragdes significativas nos niveis de leucdcitos quando se
comparou animais tratados somente com salina a animais tratados somente com
Passiflora edulis Sims na dose de 250 mg/kg (i.p.) 0,5 antes da administragdo de
salina intrapleural (P > 0,05) (Figura 18 A, B e C). Da mesma forma nenhuma
alteracgéo significativa por parte da administragdo de indometacina (10 mg/kg i.p.; 0,5

h) quando comparada ao grupo-controle foi observada (Figura 18 A, B e C).
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Figura 18: Efeito de diferentes doses do Extrato aquoso de Passiflora edulis Sims (100-1000 mg/kg; i.p.) administrado 0,5 h
antes da carragenina (Cg 1%/ cav.) sobre os niveis de leucécitos no sangue de camundongos com pleurisia. Efeito do Extrato
aquoso de Passiflora edulis Sims sobre os niveis de leucécitos (A), polimorfonucleares (B) e mononucleares (C) no sangue.
Salina = Animais somente tratados com salina estéril (i.pl./cav.) Pe = Animais somente tratados somente com Extrato aquoso
de Passiflora edulis Sims (250 mg/kg; i.p.; 0,5 h antes da salina i.pl.), Cg = Animais tratados apenas com Cg e Indo = Animais
tratados com indometacina (10 mg/kg, i.p.; 0,5 h) e Cg. Cada grupo representa uma média de 4 a 8 animais e a barra vertical o
e.p.m. * P < 0,05 representa a significancia da diferenca entre o grupo tratado com a Cg e os demais grupos.
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5.2.3 Efeito do extrato aquoso de Passiflora edulis Sims sobre a exsudagao na
cavidade pleural de camundongos com pleurisia

A administracao do extrato aquoso de Passiflora edulis Sims nas doses de 250-
1000 mg/Kg, administradas 0,5 h antes da indugcdo da pleurisia, inibiu
significativamente os niveis de azul de Evans na cavidade pleural quando
comparadas aos animais inflamados (ug/mL) (S: 1,6 £ 0,09; Cg: 9,6 + 0,4; 250
mg/Kg: 6,3 + 0,7; 500 mg/Kg: 4,7 + 0,5; 1000 mg/Kg: 6,9 + 0,8) (P < 0,05) (Figura
19). A administracdo de indometacina (10 mg/kg, i.p.; 0,5 h) foi efetiva em inibir a
exsudagao em nivel local (ug/mL) (S: 1,6 £ 0,09; Cg: 9,6 £ 0,4; Indo 10 mg/Kg: 4,5 +
0,09) (P < 0,01) quando comparada com os animais tratados com carragenina

(Figura 19).

15+

*%* T

Azul de Evans (png/mL)

*%

Salina  Cg Indo 100 250 500 1000

Passiflora edulis
(mg/kg, i.p.;0,5h) +Cg 4 h

Figura 19: Efeito do Extrato aquoso de Passiflora edulis Sims (100-1000 mg/kg; i.p.) administrado 0,5 h antes da carragenina
(Cg 1%/ cav.) em camundongos com pleurisia sobre os niveis de exsudagéo na cavidade pleural. Salina = Animais somente
tratados com salina estéril (i.pl./cav.), Cg = Animais tratados apenas com Cg e Indo = Animais tratados com indometacina (10
mg/kg, i.p.; 0,5 h) e Cg. Cada grupo representa uma média de 5 a 10 animais e a barra vertical o e.p.m. * P < 0,05 e ** P < 0,01
representam a significancia da diferenga entre o grupo tratado com a Cg e os demais grupos.
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Ao analisarmos o perfil temporal, observamos que o extrato aquoso de
Passiflora edulis Sims na dose de 250 mg/Kg, somente foi efetivo em inibir
significativamente os niveis de azul de Evans na cavidade pleural, quando
administrada 0,5 h antes da indug¢ado da pleurisia induzida pela carragenina (ug/mL)
(S:1,6 +0,09; Cg: 96 +0,4¢e0,5h:6,3+0,7) (P <0,01) (Figura 20). Esta mesma
dose quando administrada 4 h antes da inducdo da pleurisia, aumentou
significativamente os niveis de azul de Evans (ug/mL) (S: 1,6 £ 0,09; Cg: 9,6 + 0,4 e
4 h: 12,9 + 0,9) (P < 0,01) (Figura 20) quando comparada com o grupo-controle

carragenina.
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Figura 20: Efeito do Extrato aquoso de Passiflora edulis Sims (250 mg/kg; i.p.) administrado 0,5-4 h antes da carragenina (Cg
1%/ cav.) em camundongos com pleurisia sobre os niveis de exsudacdo na cavidade pleural. Salina = Animais somente
tratados com salina estéril (i.pl./cav.), Cg = Animais tratados apenas com Cg e Indo = Animais tratados com indometacina (10
mg/kg, i.p.; 0,5 h) e Cg. Cada grupo representa uma média de 5 a 10 animais e a barra vertical o e.p.m. ** P < 0,01 representa
a significancia da diferenga entre o grupo tratado com a Cg e os demais grupos.
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5.2.4 Efeito do extrato aquoso de Passiflora edulis Sims sobre a
permeabilidade vascular em tecidos (pulmao, coragao, baco, figado e rins) de
camundongos com pleurisia

Para a avaliagcao deste parametro inflamatério, os animais foram tratados com
o extrato aquoso de Passiflora edulis Sims na dose de 250 mg/Kg administrado 0,5 h
antes da pleurisia. Nesta dose e intervalo de tratamento prévio, ndo foi observado
uma diminuicao significativa dos niveis de azul de Evans (ug/g de tecido umido) nos
6rgaos analisados: pulmao, coracgao, figado, bacgo e rim, quando comparados com os

animais controle carragenina (P > 0,05) (Figura 21).

—_—
T
E -
=
.8 8_
——
o o
%
%% R
Q - 0% 1]
il < %%
1’4 1S
Q ) -
1’4 [
X% 0%
1’4 IS
© - [ 14
X058 KX
K o
14 IS
O) K K]
S i T
(@) - Y 0 * 1
83 % 1S [
% o o =
= o e o * K3
:’:‘: :’:’: Y 0%
-
(7)) Y < [X (<2
300 RS %% %%
R4 XX (XA [ X2
* % 020 K KX} KX}
c A X [5S 135S
X% % KX %%
154 <X [ > %%
© X% % KX KR
> * K S S
K4 <X 0% 0%
LU 59 2 K K<
[ XX [ XA 9%
X KX KXY Y
1< XX [ XA 9%
X KX KXY Y
RS [ ]
O 2- K A o K
K4 XX [ 0%
© R4 %0 % KX %X
— 5% & R 5
S S s %k Il R oo K<)
KX o 2 54 KX
- K4 %0 XX [54 [5]
XY KX K< %% %%
[X X4 <] 1N P
"ole KX KX KX KX]
X4 X4 <] 1N P
&y KX KX KX KX]
2 N 83 8 £ ] 5%
0 KX %% 2% ;§ KX §§ KX
-

Sal Cg Indo Pe Sal Cg Indo Pe Sal Cg Indo Pe Sal Cg Indo Pe Sal Cg Indo Pe
PULMAO CORACAO FIGADO BACO RIM

Figura 21: Efeito do Extrato aquoso de Passiflora edulis Sims (250 mg/kg; i.p.) administrado 0,5 h antes da carragenina (Cg
1%/ cav.) em camundongos com pleurisia sobre a permeabilidade vascular em tecidos. Sal = Animais somente tratados com
salina estéril (i.pl./cav.), Cg = Animais tratados apenas com Cg, Indo = Animais tratados com indometacina (10 mg/kg, i.p.; 0,5
h) e Cg e Pe = animais tratados com Passiflora edulis e Cg. Cada grupo representa uma média de 6 a 13 animais e a barra
vertical o e.p.m. * P < 0,05 e ** P < 0,01 representam a significancia da diferenga entre o grupo tratado com a Cg e os demais
grupos.
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5.2.5 Efeito do extrato aquoso de Passiflora edulis Sims sobre os niveis de
mieloperoxidase (MPO), adenosina-deaminase (ADA) e nitrato/nitrito (ON*) no
lavado pleural de camundongos com pleurisia

O extrato aquoso de Passiflora edulis Sims (250 mg/kg, i.p.) administrado 0,5 h
antes da carragenina, inibiu de forma significativa as concentragbes de MPO
(mU/mL) (S: 21,0 + 3,2; Cg: 270,5 + 28; 250 mg/Kg: 136,4 + 28,5) (P < 0,01) (Figura
22) e ADA (U/L) (S: 1,9+ 0,2; Cg: 6,5+ 0,7; 250 mg/Kg: 1,5 + 0,4) (P < 0,01) (Figura
23) na pleurisia induzida pela carragenina, nao sendo efetivo nesta dose e intervalo
de tratamento prévio em inibir os niveis de nitrito/nitrato (NO*) (P > 0,05) (Figura 24).
Nas mesmas condi¢gdes experimentais a indometacina (10 mg/kg, i.p.; 0,5 h)
demonstrou uma diminuicao significativa nos niveis de MPO (mU/mL) (S: 21,0 £ 3,2;
Cg: 270,5 + 28; Indo 10 mg/Kg: 127,8+ 17,4) (P < 0,01) (Figura 22), ADA (U/L) (S:
1,9 £ 0,2; Cg: : 6,5 £ 0,7; Indo 10 mg/Kg: 1,4 + 0,3) (P < 0,01) (Figura 23) e
nitrito/nitrato (NO*) (uM) (S: 2,9 + 0,4; Cg: 19 + 1,3; Indo 10 mg/Kg: 4,62 + 0,8 (P <

0,01) (Figura 24).
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Figura 22: Efeito do Extrato aquoso de Passiflora edulis Sims (250 mg/kg; i.p.) administrado 0,5 h antes da carragenina (Cg
1%/ cav.) em camundongos com pleurisia sobre os niveis mieloperoxidase. Salina = Animais somente tratados com salina
estéril (i.pl./cav.), Cg = Animais tratados apenas com Cg e Indo = Animais tratados com indometacina (10 mg/kg, i.p.; 0,5 h) e
Cg. Cada grupo representa uma média de 5 a 9 animais e a barra vertical o e.p.m. ** P < 0,01 representa a significancia da
diferenga entre o grupo tratado com a Cg e os demais grupos.
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Figura 23: Efeito do Extrato aquoso de Passiflora edulis Sims (250 mg/kg; i.p.) administrado 0,5 h antes da carragenina (Cg
1%/ cav.) em camundongos com pleurisia sobre a atividade da adenosina-deaminase. Salina = Animais somente tratados com
salina estéril (i.pl./cav.), Cg = Animais tratados apenas com Cg e Indo = Animais tratados com indometacina (10 mg/kg, i.p.; 0,5

h) e Cg. Cada grupo representa uma média de 4 a 10 animais e a barra vertical o e.p.m. ** P < 0,01 representa a significancia
da diferenca entre o grupo tratado com a Cg e os demais grupos.
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Figura 24: Efeito do Extrato aquoso de Passiflora edulis Sims (250 mg/kg; i.p.) administrado 0,5 h antes da carragenina (Cg
1%/ cav.) em camundongos com pleurisia sobre os niveis de ¢xido nitrico (NO¥). Salina = Animais somente tratados com salina
estéril (i.pl./cav.), Cg = Animais tratados apenas com Cg e Indo = Animais tratados com indometacina (10 mg/kg, i.p.; 0,5 h) e
Cg. Cada grupo representa uma média de 6 a 15 animais e a barra vertical o e.p.m. ** P < 0,01 representa a significancia da
diferenga entre o grupo tratado com a Cg e os demais grupos.

5.2.6 Efeito do extrato aquoso de Passiflora edulis Sims sobre os niveis de
proteinas totais no exsudato e no soro de camundongos com pleurisia

O extrato aquoso de Passiflora edulis Sims (250 mg/kg; i.p., 0,5 h) diminuiu
significativamente os niveis de proteinas totais no exsudato de animais inflamados,
quando comparados com o grupo-controle carragenina (mg/L) (S: 3,8 £ 0,5; Cg: 57,4
+ 4,3; 250 mg/Kg: 32 + 3,5) (P < 0,01) (Figura 25). Nas mesmas condi¢des
experimentais, a indometacina (10 mg/kg, i.p.; 0,5 h) demonstrou uma diminuicao
significativa nos niveis de proteinas totais no exsudato (mg/L) (S: 3,8 £ 0,5; Cg: 57,4

+4,3; Indo 10 mg/Kg: 31,2 + 2,8) (P < 0,01) (Figura 25).
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Figura 25: Efeito do Extrato aquoso de Passiflora edulis Sims (250 mg/kg; i.p.) administrado 0,5 h antes da carragenina (Cg
1%/ cav.) em camundongos com pleurisia sobre os niveis de proteinas totais no exsudato. Salina = Animais somente tratados
com salina estéril (i.pl./cav.), Cg = Animais tratados apenas com Cg e Indo = Animais tratados com indometacina (10 mg/kg,
i.p.; 0,5 h) e Cg. Cada grupo representa uma média de 6 a 11 animais e a barra vertical o e.p.m. ** P < 0,01 representa a
significancia da diferenga entre o grupo tratado com a Cg e os demais grupos.

Em relagcdo aos niveis de proteinas totais no soro, o extrato aquoso de
Passiflora edulis Sims (250 mg/kg; i.p., 0,5 h) ndo alterou significativamente este
parametro quando comparado aos animais inflamados (P > 0,05) (Figura 26). Ja a
indometacina, diminuiu significativamente os niveis de proteinas totais séricas
quando comparada aos animais inflamados (mg/L) (S: 557,2 + 30,5; Cg: 609 + 20,1;

Indo 10 mg/Kg: 496,4 + 18,9) (P < 0,05) (Figura 26).
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Figura 26: Efeito do Extrato aquoso de Passiflora alata Dryander (100 mg/kg; i.p.) administrado 0,5 h antes da carragenina (Cg
1%/ cav.) em camundongos com pleurisia sobre os niveis de proteinas totais no soro. Salina = Animais somente tratados com
salina estéril (i.pl./cav.), Cg = Animais tratados apenas com Cg e Indo = Animais tratados com indometacina (10 mg/kg, i.p.; 0,5
h) e Cg. Cada grupo representa uma média de 6 a 11 animais e a barra vertical o e.p.m. * P < 0,05 representa a significancia
da diferenga entre o grupo tratado com a Cg e os demais grupos.

5.2.7 Efeito do extrato aquoso de Passiflora edulis Sims sobre os niveis de
proteinas-C reativa no soro de camundongos com pleurisia

A administragdo do extrato aquoso de Passiflora edulis Sims (250 mg/kg; i.p.;
0,5 h) foi efetivo em diminuir significativamente os niveis de proteina-C reativa no
soro quando comparada com animais inflamados, controle carragenina (mg/L)
(Mediana e amplitude) (S: 9 (5,5-12,5); Cg: 24 (15,7-31,1); 250 mg/Kg: 6 (4,7-11,2)
(P < 0,01) (Figura 27). A indometacina (10 mg/kg, i.p.; 0,5 h) foi efetiva em diminuir
significativamente os niveis de proteina-C reativa quando comparada ao grupo-
controle carragenina (mg/L) (Mediana e amplitude) (S:6 (5,5-12,5); Cg: 24 (15,7-

31,1); Indo 10 mg/Kg: 12 (12,0-12,0) (P < 0,01) (Figura 27).
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Figura 27: Efeito do Extrato aquoso de Passiflora edulis Sims (250 mg/kg; i.p.) administrado 0,5 h antes da carragenina (Cg
1%/ cav.) em camundongos com pleurisia sobre os niveis de proteina-C reativa no soro. Salina = Animais somente tratados
com salina estéril (i.pl./cav.), Cg = Animais tratados apenas com Cg e Indo = Animais tratados com indometacina (10 mg/kg,
i.p.) e Cg. Cada grupo representa uma média de 6 a 10 animais. Os simbolos representam os valores individuais da PCR e a
barra horizontal sobre os simbolos, a mediana. ** P < 0,01 representa a significancia da diferenca entre o grupo tratado com a
Cg e os demais grupos.

As possiveis correlagdes entre os parametros inflamatoérios estudados nas
amostras de exsudato e soro de animais inflamados e tratados com Passiflora edulis

Sims, estao listados nas tabelas 8 e 9, respectivamente.
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Tabela 8: Correlagbes entre os diversos parametros inflamatérios analisados no
lavado da cavidade pleural de animais com pleurisia, tratados previamente com o
extrato aquoso de Passiflora edulis Sims, na pleurisia induzida por Cg, em
camundongos

Variaveis Regressao Correlagao de Correlagéao de
linear (R) Pearson (r) Spearman (r)

Proteinas totais X 0,2411 0,2411 0,1921

Leucdcitos totais

Proteinas totais X Azul 0,2914 0,2914 0,2608

de Evans

Proteinas totais X PMN 0,2552 30,2552 0,2283

Proteinas totais X MPO 0,6186** 0,6186** 0,6688**

Proteinas totais X ADA 0,4741* 0,4741* 0,5606**

Azul de Evans X 0,8137** 0,8137** 0,8065™*

Leucocitos totais

Azul de Evans X PMN 0,7366** 0,7366** 0,7524**

Azul de Evans X MPO 0,04632 0,04632 0,0006496

Azul de Evans X ADA 0,04497 0,04497 0,1156

MPO X PMN 0,01187 0,01187 -0,06307

ADA X Leucdcitos totais 0,05897 0,05897 -0,01909

ADA X MONO -0,2891 -0,2891 -0,3551*

Os dados representam os valores estatisticos obtidos através da analise de regressao linear (R), correlacdo paramétrica de
Pearson (r) e ndo paramétrica de Spearman (r). * P < 0,05 e ** P < 0,01 representam a significancia da diferencga entre o grupo
tratado com carragenina e aqueles tratados com o extrato aquoso de Passiflora edulis Sims. PMN: polimorfonucleares; MONO:
monucleares MPO: mieloperoxidase; ADA: adenosina-deaminase.
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Tabela 9: Correlagbes entre os diversos parametros analisados no sangue de
animais com pleurisia, tratados previamente com o extrato aquoso de Passiflora
edulis Sims, na pleurisia induzida por Cg, em camundongos

Variaveis Regressao Correlagao de Correlagéao de
linear (R) Pearson (r) Spearman (r)
PCR X Leucocitos totais -0,05714 -0,05714 -0,1784
PCR X PMN -0,03037 -0,03037 -0,1478
PCR X MONO -0,2313 -0,2313 -0,3130
PCR X Proteinas totais -0,1583 -0,1583 -0,1154

Os dados representam os valores estatisticos obtidos através da andlise de regresséo linear (R), correlacdo paramétrica de
Pearson (r) e ndo paramétrica de Spearman (r). PMN: polimorfonucleares; MONO: monucleares MPO: mieloperoxidase; ADA:
adenosina-deaminase.
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6. DISCUSSAO

Para avaliagao da atividade antiinflamatéria das espécies selecionadas do
género Passiflora, Passiflora alata Dryander e Passiflora edulis Sims, utilizou-se o
modelo da pleurisia induzida pela carragenina em camundongos. Neste modelo é
observado uma significativa resposta inflamatéria 4 horas apdés a indugédo da
pleurisia pela carragenina. Nesta fase ocorre um aumento de leucécitos do tipo
polimorfonucleares, aumento da atividade de enzimas relacionadas ao processo de
inflamacao: mieloperoxidase e adenosina deaminase, aumento dos niveis de
metabdlitos do oxido nitrico (nitrito e nitrato) e ainda aumento da exsudagéo tanto
pleural (local), como sistémica (6rgaos) (SALEH; CALIXTO; MEDEIROS, 1996;
SALEH; CALIXTO; MEDEIROS, 1999; FRODE; MEDEIROS, 2001; DALMARCO;
FRODE; MEDEIROS 2002; 2004, DA SILVA; FARGES; FRODE, 2004).

De modo geral, ao avaliarmos os efeitos da Passiflora alata Dryander e
Passiflora edulis Sims observamos um perfil antiinflamatério semelhante. No
entanto, a diferencas observadas, podem ser explicadas de acordo com estudos
realizados por DE-PARIS e colaboradores (2002). Os extratos testados
apresentam algumas variagbes fitoquimicas, as quais podem explicar as
diferencas observadas quanto ao perfil de inibicdo dos parametros inflamatérios
avaliados no modelo utilizado. Neste estudo os autores demonstraram espectros
semelhantes para ambos os extratos aquosos de Passiflora alata Dryander e
Passiflora edulis Sims, no ultravioleta. No entanto, através da absorgdo no
ultravioleta do complexo AICIs;-flavondide, o extrato da Passiflora edulis Sims

apresentou um conteudo total de flavonoides, duas vezes maior que a Passiflora
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alata Dryander. O total de flavondides nos extratos aquosos em questdo foram
4,04% (m/m) e 1,9% (m/m), respectivamente (DE-PARIS et al., 2002).

Na analise conjunta dos resultados obtidos com os extratos aquosos da
Passiflora alata Dryander ou Passiflora edulis Sims, observamos que ambos os
extratos, quando administrados sistemicamente (i.p.), foram eficazes em inibir a
migracao de leucdcitos para a cavidade pleural, 4 h apds a indugéo da pleurisia
pela carragenina. Esta inibicdo ocorreu as custas da migragcdao de
polimorfonucleares, principais células a migrarem para a cavidade pleural, nesta
fase inicial da resposta inflamatéria, neste modelo experimental (SALEH
CALIXTO; MEDEIROS, 1999). Neste contexto, cabe salientar que a inibigéo
deste parametro inflamatério por parte dos extratos aquosos avaliados foi
duradoura, uma vez que observamos inibicdo da migracdo celular, até mesmo
quando os extratos foram administrados 2 h antes da indu¢do da pleurisia
induzida por carragenina.

Dentre as hipoteses que podem estar relacionadas a inibicdo da migragao
dos leucédcitos para cavidade pleural, citam-se: a inibicdo da producao de
substancias quimiotaticas e/ou a inibicao da expressao de moléculas de adeséo.

Os leucdcitos requerem substancias que facilitem sua migragao para o
local onde esta ocorrendo a injuria, inflamacado, para entdo desencadearem
seus efeitos na tentativa de destruir o agente agressor (SHERWOOD; TOLIVER-
KINSKY, 2004). Estas substancias s&o denominadas de substancias
quimiotaticas, e dentre elas encontram-se: o leucotrieno B4 (LTB4) (PATCHA et
al., 2004; SALLUSTO; MACKAY, 2004; ZHELEV; ALTERAI; CHODNIEWICZ, 2004),
o fator ativador de plaquetas (PAF) (ZHELEV; ALTERAI; CHODNIEWICZ, 2004), a

proteina do sistema complemento C5a (SALLUSTO; MACKAY, 2004; ZHELEV;
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ALTERAI; CHODNIEWICZ, 2004), todas atraentes de neutrdfilos. Além disso, as
citocinas também sdo consideradas agentes quimiotaticos, como por exemplo,
as quemocinas, responsaveis tanto pela atracdo como ativagcéo de leucdcitos,
atuando na regulagcdo da adesao celular, fagocitose, secrecdo de outras
citocinas, apoptose e proliferagao celular (CARTIER et al., 2004).

Em relacdo ao LTB4, podemos mencionar que, € um produto derivado do
metabolismo do &cido araquidénico, via a ativacdo da lipooxigenase (5-LOX)
(PARENTE; PERRETTI, 2003), o qual apresenta um importante papel na
quimiotaxia de neutrdfilos, dentre outros efeitos, para o foco da inflamacéo.
SOBOTTKA e colaboradores (2000), estudaram alguns flavondides do tipo
alcoxiflavonol e hidroxiflavonol, e demonstraram para alguns deles e para o
conhecido flavondide antiinflamatoério quercetina, efeitos antiinflamatérios in vivo
e in vitro. Nestes estudos foi demonstrado, que os flavondides inibiram: tanto o
edema de pata induzido por carragenina em ratos, quanto as enzimas
ciclooxigenase e 5-lipoxigenase, utilizando-se uma suspensao de plaquetas e
polimorfonucleres bovinos, estimuladas com ionoféro de calcio 23187. Ja
estudos realizados por CHI e colaboradores (2001), demonstraram que alguns
dos flavonadides prenilados, isolados de plantas medicinais, além da inibirem, in
vitro, as enzimas COX-1 (de homogenato de plaquetas bovinas adicionados de
acido araquiddénico) e COX-2 (de cultura de células RAW 264,7, com COX-1
inativada por aspirina e COX-2 ativada por LPS), inibem as enzimas 5-LOX (de
homogenato de polimorfonucleares bovinos) e 12-LOX (de homogenato de
plaquetas bovinas adicionadas de acido araquidénico). Neste contexto,
podemos hipotetizar, que em consequéncia a uma inibicdo da via da 5-LOX, por

constituintes dos extratos aquosos das espécies testadas, dentre eles os
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flavonoides, ha uma inibigdo da formacéao, dentre outras substancias, de LTBs e
consequentemente de seu efeito quimioatraente. Desta forma ocorre uma
inibicdo da quimiotaxia de neutréfilos para o foco inflamatério, ou seja, para a
cavidade pleural. Da mesma forma, estes extratos poderiam ser efetivos em
inibir outros importantes agentes quimiotaticos, tais como, o PAF e/ou fragdes
do sistema complemento.

Durante o processo inflamatério, os leucécitos sédo recrutados para o sitio da
lesdo, pela agao de substancias quimiotaticas, contudo, para que estas células
migrem dos vasos sanguineos para o tecido inflamado, é necessario a participacao
de moléculas de adeséo (HEIDE et al., 2002; CONRAN et al., 2003; KEVIL, 2003). A
adesao dos leucdcitos circulantes ao endotélio vascular é fundamental para uma
efetiva defesa do organismo contra infecgdes e/ou injuria no local da resposta
inflamatdria. Portanto, uma outra hipétese para explicar a inibicdo dos leucdcitos,
seria que os extratos da Passiflora alata Dryander ou Passiflora edulis Sims
poderiam interferir em qualquer etapa do recrutamento de leucécitos, inibindo a
expressao e/ou funcao das moléculas de adesao, diminuindo a infiltracdo de células
para o local da leséo e assim reduzir a inflamagao (HENRICKS; NIJKAMP, 1998).

Estudos realizados por TANG; FISCUS (2001), demonstraram a importancia
das moléculas de adesdo na migracao de leucécitos. Nestes estudos, a infiltracao
de leucdcitos no lavado bronco-alveolar, de animais sensibilizados por ovalbumina,
foi significativamente reduzido em camundongos deficientes das moléculas de
adesao: intercelular (ICAM)-1 ou L-selectina. Em estudos realizados por
SINGBARTL; GREEN; LEY (2000), também foi demonstrado a importancia da P-
selectina na migracéo de leucdcitos, uma vez que animais knockout para a molécula

de adesdo P-selectina, apresentaram uma diminuicéo significativa da atividade da
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mieloperoxidase, indiretamente indicando uma inibicdo do influxo de neutréfilos, no
modelo de faléncia renal induzida pela isquemia/reperfusdo, em camundongos
C57BL/6. Além disso, também foi evidenciado neste modelo experimental uma
diminuicdo nos niveis de creatinina e uréia, indicando uma diminui¢cdo da faléncia
renal nos animais knockout para molécula de adesido P-selectina, quando
comparados com os animais do grupo-controle (camundongos inflamados). Outro
estudo interessante, que pode auxiliar na compreenséo desta hipétese relacionada a
eficacia dos extratos na inibicdo da migragéo celular para o foco inflamatério, é o
descrito por TAKANO-ISHIKAWA e colaboradores (2003). Estes autores
demonstraram efeitos inibitorios de flavonodides sobre a expressao da E-selectina em
células endoteliais de veias umbilicais humanas, estimuladas por TNF-a, resultados
os quais podem auxiliar a compreenséao da eficacia de flavonéides como compostos
antiinflamatérios. Estudos posteriores deverdo ser realizados para confirmar se a
inibicdo da migracdo de leucécitos para o foco inflamatério deve-se a um efeito
sobre a inibicdo da expressao ou fungdo das moléculas de adeséo.

Em relagado a duragéo do efeito antiinflamatoério dos extratos sobre a migragao
de leucdcitos para o foco inflamado, propde-se que tal efeito esteja relacionado a
absor¢gao e/ou metabolismo do extrato. Alguns compostos demoram mais para
serem absorvidos e/ou para serem metabolisados, permanecendo ativos por um
periodo mais prolongado. Tal hipotese pode ser viavel, tendo em vista que os
extratos aquosos testados, serem constituidos por mais de um componente, como
demonstrado no estudo realizado por DE-PARIS e colaboradores (2002).

Ao avaliarmos os efeitos dos extratos observamos um perfil de agao diferente,
sendo que o extrato aquoso de Passiflora alata Dryander, de uma forma geral

diminuiu significativamente os leucdcitos no sangue de animais inflamados,
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principalmente as custas de mononucleares. A administracédo isolada (animais sem
inducdo da inflamagao por carragenina) do extrato aquoso da Passiflora alata
Dryander, evidenciou uma diminuigéo nos leucdcitos circulantes (mononucleares). Ja
extrato aquoso de Passiflora edulis Sims, nao alterou significativamente os niveis de
leucécitos no sangue de animais inflamados, somente em sua maior dose houve
uma diminuicdo significativa dos leucdcitos, as custas de mononucleares. A
administracgao isolada do extrato aquoso da Passiflora edulis Sims, ndo proporcionou
alteragdes significativas nos leucécitos circulantes. As diferengas nos efeitos dos
extratos aquosos podem ser explicadas, principalmente por sua distinta composicéo
e/ou presenca e teor de alguns flavonoides (DE-PARIS et al., 2002).

da MPO de leuctcitos (VAN ZYL; KRIEGLER; VAN DER WALT, 1993 apud
PABUCCUOGLU et al., 2003, RAMOS; POU; ROSEN, 1995 apud PABUCCUOGLU
et al., 2003). Ao inibir a MPO, estes farmacos, demonstram diminuir a producéo de
acido hipocloroso (HOCI) e outras substéncias oxidantes, as quais sao
extremamente citotoxicas e reativas com moléculas bioldgicas, culminando na
degradagao de proteinas estruturais e inativagdo de enzimas. Neste contexto,
NEVE; PARIJ; MOGUILEVSKY (2001), demonstraram que alguns farmacos
antiinflamatoérios ndo esteroidais (FAINEs) apresentam efeitos inibitérios sobre a
atividade da MPO. Desde que KLEBANOFF (1967 apud WINTERBOURN;
VISSERS; KETLE, 2000) demonstrou que a mieloperoxidase possui atividade
fortemente bactericida, esta enzima recebeu consideravel destaque como um
importante componente da atividade antimicrobiana dos neutréfilos e na promogéo

de lesbes teciduais em numerosas doencgas inflamatorias.
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A MPO é uma proteina presente nos neutréfilos, em maior concentragéao,
encontrando-se também presente nos mondcitos (WINTERBOURN; VISSERS;
KETLE, 2000). Ela esta localizada nos granulos azurdfilos de neutrofilos e no
lisossoma de mondcitos (KLEBANOFF et al., 1999). A MPO ¢ liberada dos granulos
dos neutroéfilos apds sua ativacdo quando, entdo, pode liberar espécies reativas de
oxigénio fazendo, dessa forma, parte do sistema imune inato (GASSER et al., 2003).
As espécies reativas de oxigénio formadas podem provocar danos ao tecido e
contribuir para a amplificagdo da resposta inflamatéria.

Estudos realizados por ‘T HART e colaboradores (1990) (apud MIDDLETON;
KANDASWAMI; THEOHARIDES, 2000), demonstraram que os flavonodides
apresentam efeitos inibitérios tanto na liberagao de MPO quanto na atividade desta
enzima. Neste estudo foi demonstrado que os flavondides inibiram a
liberagao/producédo de espécies reativas do oxigénio pela acdo da MPO, de
neutréfilos humanos. Este efeito observado foi quantificado utilizando-se a
metodologia da quimiluminescéncia. Ainda, PINCEMAIL e colaboradores (1988)
(apud MIDDLETON; KANDASWAMI; THEOHARIDES, 2000) demonstraram que o
flavondide quercitina inibiu a MPO de neutréfilos humanos, in vitro. Neste contexto,
MIDDLETON; KANDASWAMI; THEOHARIDES (2000), descreveram que o0s
flavondides podem inibir a producédo do anion superoxido (O2) e do radical hidroxil
(OH), bem como a formagéo do acido hipocloroso, e do ion hipoclorito (OCI), via
inibicdo da atividade da MPO.

Em nossos experimentos, ambos os extratos de Passiflora alata Dryander e
Passiflora edulis Sims, demonstraram serem efetivos em inibir as concentragdes da

MPO no exsudato pleural de animais inflamados. Este fato evidencia mais uma vez
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os efeitos antiinflamatérios dos extratos aquosos de Passiflora alata Dryander e
Passiflora edulis Sims.

Neste contexto, €& importante ressaltar que outros estudos também
demonstraram que farmacos com atividade antiinflamatéria, como a indometacina,
diclofenaco, piroxicam, sulindaco entre outros FAINEs, sao efetivos em inibir o
sistema de geragdo de radicais livres via MPO (NEVE; PARIJ; MOGUILEVSKY,
2001), podendo ser esta inibicdo um mecanismo importante de seus efeitos
antiinflamataorios.

Outro foco, para a avaliagdao antiinflamatoria dos extratos das espécies de
Passiflora estudadas foi seu efeito sobre a atividade da enzima adenosina-
deaminase (ADA). A atividade da ADA esta proporcionalmente relacionada a
concentragcdo da adenosina, uma vez que em condi¢des de injuria tecidual, como a
que ocorre em processos inflamatorios, as células ali ativadas liberam grandes
quantidades desta enzima no local da inflamacao (BLACKBURN, 2003). Sendo que
a acgao conjunta da adenosina-quinase e da ADA é a fosforilagdo e deaminagao do
autacdide adenosina (CRONSTEIN; NAIME; FIRESTEINM 1995, apud HITOGLOU
et al., 2001). Desta forma, a acdo da ADA é expressiva para a manutencado do
equilibrio entre a razao: producéao-liberacdo e hidrélise da adenosina. Em certas
circunstancias a ADA pode alterar a concentracéo extracelular da adenosina via sua
degradagao (HITOGLOU et al., 2001; YONEYAMA et al.,, 2002, MABLEY et al.,
2003). Portanto, alta atividade da ADA pode estar relacionada a baixas
concentracdes de adenosina.

Os efeitos observados pela adenosina sao pleiotrépicos e dependentes da
ativacao de receptores. Para adenosina ja foram caracterizados farmacologicamente

os seguintes receptores: A1, Aoa Az € A3 (FREDHOLM et al., 2001; LINDEN, 2001).
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Alguns estudos demonstraram que os niveis do autacoide adenosina podem estar
relacionados ao desenvolvimento de uma série de doencas inflamatdrias pleurais
(SZABO et al., 1998 apud MABLEY et al., 2003). Estudos revelaram que os efeitos
da adenosina sdo mediados parcialmente pela inibicado dos efeitos de citocinas pro-
inflamatdrias e radicais livres (HASKO et al., 2000, apud MABLEY et al., 2003).

Estudos realizados por LEE e colaboradores (2004), utilizando-se
camundongos knockout para o receptor A e selvagens demostraram a importancia
dos efeitos da adenosina ao constatar que um agonista para o receptor A4 (CCPA),
no modelo de isquemia e reperfusao nos rins de camundongos, demonstraram:
reducgéo significativa da atividade da MPO, na infiltragdo de neutrdfilos; diminuigéo
da expressao de moléculas de adesao do tipo ICAM-1 e de citocinas do tipo TNF-a e
IL-1B. Além disso, neste modelo experimental, também foi demonstrado que o
antagonista para o receptor A1 (DPCPX) reverte os efeitos antiinflamatorios
mencionados anteriormente.

Atualmente o enfoque para a atividade de novos farmacos com propriedades
antiinflamatorias esta baseada na ativacao de receptores da adenosina, em especial
o subtipo (Aza) (CRISTALLI et al., 2003, SULLIVAN, 2003). Neste contexto, estudos
realizados por SULLIVAN e colaboradores (2004), demonstraram que a ativacao de
receptores Aza inibiu a expressao da molécula de adesao do tipo integrina (VLA-4)
de neutréfilos humanos estimulados por LPS de Escherichia coli ou TNF-q,
adicionados de FMLP. FOZARD e colaboradores (2002), também demonstraram que
a ativagcao dos receptores Aza, por meio do agonista seletivo para este receptor
(CGS 21680), inibiu de forma dose-dependente o numero de leucdcitos, a

concentracio de proteinas totais, a atividade da mieloperoxidase e da peroxidase no
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lavado broncoalveolar de ratos sensibilizados com ovoalbumina, no modelo de
inflamagéo alérgica.

Estudos também demonstraram o efeito da interagdo da adenosina com o seu
receptor tipo 2 (Azg). A adenosina e o agonista do receptor Az (NECA),
significativamente reduziram, in vitro, a migragdo trans-endotelial de leucdcitos
humanos, ativados por TNF-a, em células endoteliais de veia umbilical humana
(HUVEC). Neste estudo também foi avaliado a capacidade da adenosina em
modular a liberagdo do fator de permeabilidade vascular (VEGF) por neutréfilos
ativados. Nesta avaliagdo, apds a incubacdo dos neutrdfilos juntamente com a
adenosina, constatou-se que a liberacdo do VEGF foi inibida de forma dose-
dependente pela adenosina. Além disso, neste mesmo estudo observou-se que
estes efeitos acima citados foram revertidos pelo 3,7-dimetil-1-propargilxantina, um
antagonista dos receptores A, (WAKAI et al., 2001).

KRUMP; BORGEAT (1999), demonstraram que a adenosina, em cultura de
leucdcitos do tipo polimorfonucleares estimulados pelo fator de ativacado plaquetaria
(PAF), inibe a liberagado do acido araquidénico (AA) e consequentemente a sintese
do eicosandide pro-inflamatdrio, o leucotrieno B4 (LTB4). Além disso, neste estudo
observou-se que a teofilina, um antagonista n&do seletivo dos receptores da
adenosina, reverteu o efeito da adenosina, promovendo um significante aumento na
liberacdo de AA e sintese de LTB,.

Efeitos antiinflamatoérios da ativagdo dos receptores Az também ja foram
demonstrados por MABLEY e colaboradores (2003), os quais utilizaram o agonista
seletivo deste receptor, o IB-MECA, no modelo de inflamacgéao intestinal induzida pelo
dextran, em camundongos. Estes autores evidenciaram uma reducao significativa na

infiltracdo de leucdcitos para o intestino. Além disso, estes autores observaram
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também uma inibic&do significativa no metabolismo oxidativo associado a infiltragao
celular e ainda um aumento de peso e redugdo no sangramento pelas fezes de
camundongos com colite induzida por dextran.

No presente trabalho, evidenciamos que os extratos de Passiflora alata
Dryander e Passiflora edulis Sims inibiram de forma significativa a atividade da ADA
no fluido pleural de animais inflamados com carragenina, o que possivelmente
resultou em um aumento nos niveis de adenosina no exsudato pleural. Este possivel
aumento nos niveis de adenosina e consequentemente sua maior disponibilidade
para deflagrar sua agao, via ativagao de seus receptores, poderia também explicar
parcialmente, os efeitos antiinflamatérios dos extratos avaliados, tais como a inibigao
na migragao de leucocitos.

Ja foi demonstrado em alguns estudos que certos farmacos com efeitos
antiinflamatorios agem também via aumento de adenosina nos sitios inflamados e
por consequéncia, pela ativacdo de receptores da adenosina. Dentre eles,
encontram-se o consagrado antiinflamatoério acido acetilsalicilico, a aspirina
(CRONSTEIN; MONTESINOS; WEISSMANN, 1999), e também a sulfasalazina
(GADANGI et al., 1996).

Ainda para o estudo da atividade antiinflamatoria destas espécies de
Passiflora, avaliamos seus efeitos sobre os niveis de exsudagao na cavidade pleural.
O aumento da exsudacdo na cavidade dos animais inflamados pode ser mediado,
em parte, pelo aumento da formacao e/ou liberagao de diferentes mediadores pro-
inflamatorios. Dentre estes mediadores destacam-se a histamina, o 6xido nitrico
(NO), a bradicinina (BK), as prostaglandinas (PG) entre outros.

A histamina € uma amina basica formada a partir da histidina. Esta é

armazenada em granulos intracelulares, sendo liberada, apds traumas e processos
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inflamatdrios. Conforme estudos anteriores, foi demonstrado que a histamina através
de seus receptores do tipo Hi aumenta a exsudacéo e a permeabilidade vascular em
pacientes com rinite alérgica (TOGIAS, 2003).

Na pleurisia induzida por carragenina em camundongos, SALEH; CALIXTO;
MEDEIROS (1999), demonstraram a participagdo de receptores H na inflamagéo
gerada 4 h apo6s a indugado com o agente flogistico. Tal efeito foi observado quando
da utilizacdo do farmaco terfenandina, um antagonista seletivo de receptores
histaminérgicos H¢. Este farmaco inibiu significativamente a migragao de leucdcitos
do tipo polimorfonucleares e os niveis de exsudato na cavidade pleural de animais
inflamados com carragenina.

Outro mediador pré-inflamatério importante € a bradicinina, que é um
peptideo vasoativo, sendo liberado, assim como a histamina, apdés traumas e
processos inflamatérios, promovendo relaxamento das arteriolas e constricdo das
vénulas, gerando um aumento da permeabilidade microvascular e
consequentemente aumento do extravasamento plasmatico (KAPLAN et al., 1998).
A maioria dos efeitos pré-inflamatérios da BK sao mediados pela ativagcao do seu
receptor B, (SALEH et al., 1998), embora existam estudos demonstrando que a
ativacao do receptor B4 da BK também esta envolvido no aumento da exsudacéo e
da permeabilidade vascular como foi demonstrado por VIANNA; CALIXTO, 1998 e
HAYASHI e colaboradores (2002), no modelo da pleurisia induzida pela BK, em
camundongos e em ratos, respectivamente.

No modelo da pleurisia induzida pela carragenina em camundongos, SALEH
e colaboradores (1998), demonstraram a participagcao da bradicinina neste modelo
de inflamagao aguda, uma vez que, a utilizagdo do antagonista seletivo para os

receptores B, (HOE 140) da BK evidenciou uma diminuicdo significativa da
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exsudagao na cavidade pleural dos camundongos com pleurisia. Recentemente,
YUHKI e colaboradores (2004), também demonstraram a participagdo da BK na
formacdo de exsudato neste mesmo modelo experimental. Estes autores
demonstraram que a administragdo do farmaco captopril, um inibidor da quininase,
aumentou a formagéo de exsudato e das prostaglandinas PGE; e 6-cetoPGF4,, €
que a administracdo do FR173657, um antagonista do receptor B, da bradicinina,
inibiu a formagao do exsudato na cavidade pleural. Estes efeitos da BK na formagao
do exsudato na cavidade pleural podem ser devido a indugcdo da producao e/ou
liberacdo de citocinas proé-inflamatérias, estimuladas pela BK. HAYASHI e
colaboradores (2000) demonstraram que a BK induz, in vitro, a sintese das citocinas
IL-6 e IL-8, em fibroblastos humanos, via a ativacdo de receptores B,. Além disso,
cabe salientar, que alguns trabalhos demonstraram que a BK é capaz de estimular a
sintese de citocinas pela ativacdo do NF-«xB como demonstrado por PAN e
colaboradores (1998), que evidenciaram a ativagdo do NF-xB por BK, em cultura de
células epiteliais humanas. Neste contexto, HUANG e colaboradores (2003),
demonstraram que a BK induz a producdo de IL-6 em células humanas da
musculatura lisa das vias aéreas e que este efeito € inibido pelo glicocorticoide
dexametasona.

Entre a diferentes espécies de prostaglandinas (PGs), a PGl; e a PGE;, tem
sido implicadas, como as PGs responsaveis pela inflamagédo, uma vez, terem sido
detectadas em tecidos e exsudatos de processos inflamatérios e ainda por
apresentarem uma ampla variedade de efeitos pro-inflamatérios quando
administrados in vivo (YUHKI et al., 2004). SALEH; CALIXTO; MEDEIROS (1999)
demonstraram a participagao de prostanoides na pleurisia induzida por carragenina

em camundongos, uma vez que farmacos antiinflamatérios nao esteroidais, inibiram
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além da migracgao de leucdcitos, a mieloperoxidase e a exsudagao pleural. YUHKI e
colaboradores (2004), recentemente demonstraram a participacdo das PGs na
formagdo de exsudato na pleurisia induzida pela carragenina em camundongos,
tendo em vista que este parametro inflamatdrio foi inibido pela indometacina. Neste
estudo também foi demonstrado que a exsudagdo pleural, em camundongos
Knockout para receptores EP1, EP2 e El das prostaglandinas PGE, e PGl,, é
significativamente reduzida quando comparada com a gerada em camundongos
normais, demonstrando claramente a participagao das prostaglandinas na formagao
de exsudato, na pleurisia induzida por carragenina.

Na avaliagdo dos niveis de exsudacgao pleural observamos diferengas nos
efeitos inibitérios deste pardmetro inflamatério por parte das duas espécies de
Passiflora, sendo que somente a Passiflora edulis Sims, e ndo a Passiflora alata
Dryander, nas doses estudadas foi efetiva em inibir os niveis de exsudato pleural de
animais inflamados 4 h apds a inducgéo.

De acordo com os nossos resultados algumas hipéteses em relagéo ao efeito
antiedematogénico, da Passiflora edulis Sims podem ser comentadas. A Passiflora
edulis Sims nao foi efetiva em diminuir significativamente, na dose estudada, os
niveis de 6xido nitrico da cavidade pleural de animais inflamados. Portanto, supde-
se que a diminuicdo dos niveis de exsudato pleural ndo esteja relacionada a efeitos
do extrato sobre os niveis de NO. Desta forma, as hipéteses desta acédo
antiinflamatéria poderiam ser atribuidas a inibicado de efeitos relacionados a acdes
das substancias pro-inflamatérias: histamina, bradicinina e prostaglandinas,
mediadores que participam da inflamacgéao induzida por carragenina, e envolvidos na

exsudacgao. Além disso, a efetividade somente da Passiflora edulis Sims em inibir o
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edema, pode estar relacionada, principalmente, por sua distinta composi¢céo e/ou
presenca e teor de alguns flavondides (DE-PARIS et al., 2002).

A resposta inflamatéria induzida pela carragenina, inicialmente local, na
cavidade pleural, torna-se sistémica, afetando 6érgdos como: pulméo, coracao,
figado, bago e rim. Estudos histolégicos ja demonstraram que na inflamagao
sisttmica induzida pela carragenina, estes 6rgdos exibem claros sinais de
inflamagéao, tais como: infiltracdo de células e edema (DALMARCO, 2003; DA
SILVA, 2004). Estes mesmos autores ja demonstraram um aumento da
permeabilidade vascular nestes 6rgaos, em animais com inflamacéao pleural induzida
por carragenina, de maneira indireta pelo acumulo do corante azul de Evans nestes
orgaos.

Em nossos experimentos, observamos também que ambos os extratos
aquosos nao foram efetivos em inibir significativamente, nas doses testadas, a
permeabilidade vascular nos animais inflamados. Como a Passiflora alata Dryander
ja nao tinha sido efetiva em inibir a exsudagao local, pouco se esperava um efeito
sobre este parametro inflamatério, em nivel sistémico. Ja em relagdo a Passiflora
edulis Sims, podemos sugerir que a ineficacia em inibir o edema em nivel sistémico
possa ser atribuida a dose utilizada ou pela farmacocinética dos componentes
responsaveis por este efeito, além da participacao de mediadores pré-inflamatérios
distintos aos inibidos por este extrato na inflamacao local.

Durante o processo inflamatério, um dos sinais iniciais da inflamacéao é a
formacao de edema, que é causado por um fluxo transvascular de um fluido rico em
proteinas do compartimento intravascular para o intersticio (FRIEDL et al., 1989
apud SHERWOOD; TOLIVER-KINSKY, 2004). Este processo é desencadeado

pela agcdo de mediadores que modificam a anatomia e as fungbes dos pequenos
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vasos sanguineos, aumentando a permeabilidade dos capilares e vénulas
promovendo a passagem de agua e proteinas para o espago extravascular
(DEMLING et al., 1982, apud SHERWOOD; TOLIVER-KINSKY, 2004).

Neste contexto, avaliamos os niveis de proteinas totais na cavidade pleural de
animais inflamados e constatamos que somente o extrato aquoso de Passiflora
edulis Sims foi efetivo em diminuir os niveis de proteinas totais, desta forma
demonstrando seu potencial antiedematogénico. Este resultado coincide com
aqueles nossos resultados observados pelo qual a Passiflora edulis Sims inibiu os
niveis de azul de Evans no fluido pleural de animais com pleurisia. Vale a pena
comentar que o corante azul de Evans é um corante que mede indiretamente o
edema, uma vez que se liga a albumina, substancia indicadora indiretamente da
formacao de edema. Tal efeito, na diminuicdo de proteinas do exsudato, pode ser
atribuido a inibicdo de mediadores relacionados a este processo. Ja a Passiflora
alata Dryander nas doses estudadas, possivelmente ndo atua na inibicdo de
mediadores relacionados a formagao do edema.

A inflamacao e a ativagdo do sistema imune sdo caracterizadas pela sintese
de proteinas especificas que apresentam papel crucial na defesa do organismo
frente a estimulos lesivos (FLOC’H; MELCHIOR; OBLED, 2004). Uma vez
desencadeado a resposta inflamatéria, ha rapidamente a indugéo da producao de
proteinas, denominadas proteinas de fase aguda da inflamagédo. A proteina-C
reativa (PCR) é uma importante proteina de fase aguda, a qual é sintetizada
principalmente pelo figado, a partir de estimulos dentre eles pela agcédo de diferentes
citocinas como a IL-1, IL-6 e TNF-a (KUSHNER, 1993; VOLANAKIS, 2001 apud

ABLIJ; MEINDER, 2002, FLOC'H; MELCHIOR; OBLED, 2004). Desta forma, a PCR
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€ amplamente usada como um sensivel bioindicador de inflamagédo aguda (GIFFEN
et al., 2003).

Em nossos experimentos constatamos que os extratos aquosos de Passiflora
alata Dryander ou Passiflora edulis Sims, proporcionaram uma inibicao significativa
dos niveis de PCR no soro de animais inflamados.

Ainda, dentre as hipoteses que estamos propondo para explicarmos os efeitos
antiinflamatérios obtidos com os extratos aquosos de Passiflora alata Dryander e
Passiflora edulis Sims, podemos destacar um possivel efeito antiinflamatério via
supresséao da atividade do NF-«B.

O NF-«B tem sido alvo de muitos estudos, tendo em vista seu papel central na
regulacdo da expressdo de genes que codificam importantes moléculas pro-
inflamatdrias, dentre elas: as citocinas (IL-1, IL-6 e TNF-a), quemocinas (IL-8),
moléculas de adesdo (ICAM-1) (CHRISTMAN; SADIKOT; BLACKWELL, 2000;
TURUTIN et al.,, 2003) e enzimas (INOS e COX-2) (CHRISTMAN; SADIKOT,;
BLACKWELL, 2000). Desta forma, a regulagéo e o controle da ativagao do fator NF-
kB, pode ser, portanto uma estratégia terapéutica na liberagdo de mediadores
inflamatdrios e da expressdo de moléculas de adesdo (BREMER; HEINRICH, 2002,
ZINGARELLI; SHEEHAN; WONG, 2003).

Neste contexto, estudos in vitro realizados por ISHIKAWA e colaboradores
(1999) demonstraram que o flavondide quercetina, desencadeou uma inibigdo da
producdo da citocina, proteina quimiotatica para mondécitos-1 (MCP-1) de células
mesangliais ativadas por IL-1, via supressdao do NF-kB. RANGAN e colaboradores
(1999), também demonstraram efeitos inibitérios, por parte do flavondide quercetina,
na inducéo de substancias pré-inflamatérias em células tubulares proximal de ratos,

induzidas por LPS, via supressao da inducdo da transcricdo de proteinas pelo NF-



102

kB. Dentre as hipoteses postuladas para este efeito, estes autores destacaram uma
possivel agao antioxidante do flavondide, tendo em vista que o NF-xB é sensivel a
reacdes de reducdo e oxidagado, e ainda ser ativado pelo stress oxidativo. Desta
forma, os antioxidantes podem ser considerados como potenciais inibidores do NF-
kB (ZINGARELLI; SHEEHAN; WONG, 2003).

Estudos realizados por BUDZIANOWSKI; PAKULSKI; ROBAK (1991)
demonstraram efeito antioxidante dos flavondides orientina e isoorientina. Em 2003,
MUN’IM; NEGISHI; OZAWA, também demonstraram efeitos antioxidantes para
orientina e isoorientina, nos modelos de 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) e
peroxidacdo do acido linoléico. Estes autores também demonstraram um efeito
protetor destas substancias contra a acédo bactericida, frente a Sthaphylococcus
aureus, do oxidante radical peroxil, protegendo esta bactéria dos efeitos deletérios
deste oxidante. LIN e colaboradores (2002), demonstraram que a isovitexina,
protegeu células HL-60 da acédo de espécies reativas do oxigénio produzidas pela
enzima xantina-oxidase, protege o DNA dos danos da reagéo de Fenton e ainda,
suprime significativamente a produgdo de peroxido de hidrogénio de células
ovarianas A2780, induzidas pelo cadmio. Ainda é importante relatar que os
flavondides, em um contexto geral, apresentam diversas propriedades antioxidantes,
desde a atuagdo na regulagdo da producgéo e liberacdo de espécies reativas do
oxigénio por parte de células fagociticas, até a agbes sobre a peroxidagéao lipidica
em muitas moléculas biolégicas (MIDDLETON; KANDASWAMI; THEOHARIDES,
2000).

Assim, propomos a hipotese de uma possivel inibicdo do NF-xB via efeitos
antioxidantes exercidos pelos extratos testados, os quais apresentam em sua

constituicdo flavondides, dentre eles os ja demonstrados exercerem efeitos
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antioxidantes, a orientina, a isoorientina e a isovitexina, presentes na Passiflora
edulis Sims (DE-PARIS et al., 2002). Assim uma inibigdo deste fator de transcri¢ao,
NF-xB, além de inibir a producdo de mediadores, tais como os eicosandides, as
citocinas pro-inflamatdrias, dentre elas a interleucina-8 (IL-8), quimiotatica para
neutrofilos, podera haver também uma inibicio de moléculas de adesado, e
consequentemente uma inibicdo na migracao de neutrofilos, para o local da injuria.

Além disso, um possivel efeito antioxidante por parte dos extratos poderia
estar prevenindo diretamente os danos gerados por radicais livres, uma vez que
estes estdo associados, como um evento primario na progressdo de doencas em
humanos ou como uma conseqiéncia secundaria da injuria tecidual (HALLIWELL et
al., 1992, apud MIDDLETON; KANDASWAMI; THEOHARIDES, 2000).

Por fim, os resultados obtidos em nosso trabalho demonstraram que os
extratos aquosos de Passiflora alata Dryander e Passiflora edulis Sims, possuem
importantes propriedades antiinflamatoérias, diferindo em alguns parametros. Ambos
os extratos demonstraram ser eficazes em inibir a inflamagdo induzida pela
carragenina em camundongos, pela a capacidade de inibir significativamente os
parametros inflamatdrios: migragao celular, mieloperoxidase, adenosina deaminase,
a proteina-C reativa. Porém, o extrato aquoso de Passiflora edulis Sims, além de
inibir os parédmetros anteriormente citados, inibiu também a exsudacao local e ainda
os niveis de proteinas totais na cavidade pleural.

Assim, futuros estudos com os extratos aquosos de Passiflora alata Dryander
e Passiflora edulis Sims, englobando a extragdo, separagdo, identificacdo e
avaliacao farmacolégica de suas substancias, poderdo revelar se estes efeitos
antiinflamatorios pertencem a uma substancia em particular, ou ao extrato como um

todo, via efeitos sinérgicos entre substancias.
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. CONCLUSOES

. Os resultados obtidos neste trabalho indicaram que os extratos aquosos de
Passiflora alata Dryander e Passiflora edulis Sims possuem importantes efeitos
antiinflamatérios no modelo da pleurisia induzida pela carragenina, em
camundongos, pois inibiram:

A migracao de leucécitos para a cavidade pleural;
As enzimas que participam do processo inflamatério, neste modelo experimental,
a MPO e a ADA,;

Os niveis de proteina-C reativa no soro de animais inflamados;

. A Passiflora alata Dryander diminuiu significativamente os niveis de leucécitos no
sangue: de animais inflamados (as custas de mononucleares), e de animais

somente tratados com salina.

. A Passiflora edulis Sims ainda foi efetiva em inibir, no modelo da pleurisia
induzida pela carragenina, os parametros inflamatorios:
Formagéo do edema na cavidade pleural;

Niveis de proteinas totais no exsudato pleural;

. Observamos diferencas no perfil antiinflamatério dos extratos, sendo que a
Passiflora edulis Sims, inibiu além dos pardmetros migracao de leucdcitos, MPO,
ADA e PCR ainda a exsudacao e os niveis de proteinas na cavidade pleural. Tais

efeitos podem estar relacionados a diferengcas em seu conteudo e composicao,
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no entanto, estudos adicionais sdo necessarios para elucidar melhor o
mecanismo de agao antiinflamatério dos extratos estudados.

A figura 28 representa um resumo dos efeitos antiinflamatérios dos extratos

aquosos da Passiflora alata Dryander e Passiflora edulis Sims, no modelo da

pleurisia induzida por carragenina em camundongos.

Passiflora alata Passiflora edulis
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Figura 28: Resumo dos efeitos antiinflamatérios dos extratos aquosos de Passiflora alata Dryander e Passiflora edulis Sims, no
modelo da pleurisia induzida pela carragenina em camundongos. PMN: polimorfonucleares; MONO: mononucleares; MPO:
mieloperoxidase; ADA: adenosina-deaminase; PCR: proteina-C reativa.
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. PERSPECTIVAS

. Avaliar o mecanismo de agao dos extratos aquosos de Passiflora alata Dryander
e Passiflora edulis Sims utilizando-se diferentes agentes flogiticos, bradicinina,

substéncia P e histamina, no modelo da pleurisia, em camundongos;

. Avaliar compostos isolados da fragdo aquosa de Passiflora alata Dryander e

Passiflora edulis Sims;

. Avaliar a participagdo de citocinas e das moléculas de adesdao no efeito
antiinflamatdrio dos extratos aquosos de Passiflora alata Dryander e Passiflora

edulis Sims;

. Avaliar o efeito dos extratos e compostos isolados, quando administrados por via

oral, em modelos de inflamacéo.
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
Pro-Reitoria de Pesquisa e Pés-Graduacio
Comisséo de Etica no Uso de Animais
Fone: (048) 331-9206 Fax: (048) 331-9599
e-mail: dap(ajreitoria.ufsc.br

Oficio n° 092/CEUA/DAP/PRPG
Florianopolis, 29 de outubro de 2003.

Do: Presidente da Comissio de Etica no Uso de Animais

A: Prof Dra. Ténia Silvia Frode
Departamento de Analises Clinicas-CCS

Em relagdo ao Protocolo de Pesquisa sob sua responsabilidade, cadastrado sob os numero
241/CEU A e 23080.014622/2003-29/UFSC, intitulado "Avaliagio da atividade
antinflamatoria de compostos extraidos da Passiflora alata Dryander e Passiflora edulis
Simii, no modelo de pleurisia em camundongos', em reunido do dia 24/10/2003 a CEUA,
deliberou o seguinte:

- APROVADO por 2 (dois) anos, a contar desta data, por 5 (cinco) votos favoraveis e 3 (trés)
votos contrarios, envolvendo o uso de 650 camundongos albinos suicos, durante o periodo.

Por ocasido do término ou de pedido de revalidacdo do presente Protocolo, devera ser

apresentado relatério detalhado relacionado o uso de animais no Projeto desenvolvido aos
resultados objetivos (por exemplo, anexando copias dos resultados obtidos tais como trabalhos
em revistas indexadas ou ndo, teses ou dissertacdes, resumos em congressos, capitulos de livro,
processos e patentes, etc) e/ou beneficios resultantes da pesquisas para seres humanos e/ou para

animais, sejam estes beneficios de natureza académica, aplicada, industrial, etc.

Atenciosamente,

MM_/

Presidente — CEUA/PRPG/UFSC
Prof. Dr. Jamil Asseury

Teside
I



