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RESUMO

Introdugao: Grande parte dos estudos farmacologicos de espécies do género
Passiflora enfoca principalmente a atividade sobre o Sistema Nervoso Central
(DHAWAN, DHAWAN, SHARMA, 2004), no entanto poucos estudos tém sido
realizados na tentativa de avaliar o efeito antiinflamatério deste género.

Objetivo: Este trabalho teve como objetivo estudar o mecanismo de acao
antiinflamatério do extrato Passiflora edulis variagao flavicarpa Degener, na resposta
inflamatoria induzida por diferentes agentes flogisticos (carragenina: Cg, bradicinina:
BK, histamina: HIST ou substancia P: SP), nos modelos da pleurisia e da bolsa de
ar, em camundongos.

Materiais e Métodos: Os extratos foram preparados na forma de cha, filtrados e
liofilizados. Todos estes foram administrados pela via intraperitoneal (i.p.) em ambos
modelos. Os animais utilizados foram camundongos albinos suigos, 18 e 30 g. A
pleurisia foi induzida pela injegcao intrapleural de um dos agentes flogisticos: Cg (1%
0,1 mL/cav.), BK (10 nmol/cav.), HIST (100 pg/cav.) ou SP (20 nmol/cav.) e os
parametros inflamatérios foram avaliados 4 h apods. A bolsa de ar foi induzida por
injecdes subcutaneas de 1,5 mL de ar em trés dias alternados e no sexto dia, a
inflamacéo foi induzida por: Cg (1% 0,5 mL/cav.), BK (20 nmol/cav.), HIST (10
pmol/cav.) ou SP (40 nmol/cav.) e a inflamagao avaliada 24 h apos. Para a avaliagédo
da exsudagédo, os animais foram tratados com 0,2 mL de solugédo de azul de Evans
(25 mg/mL, intraocular) 40 min ou 1 h antes da indug¢do da inflamag¢éo no modelo da
pleurisia ou da bolsa de ar, respectivamente. Os parametros de inflamacao
estudados em ambos modelos foram: leucocitos, exsudagdo, mieloperoxidase
(MPO), adenosina-deaminase (ADA), nitrato/nitrito (NO*), fator de necrose tumoral
alfa (TNFa), interleucina 1 beta (IL-1p), proteina inflamatoria de macréfagos-2 (MIP-
2) e quemocina de neutrofilos (KC). A analise estatistica foi determinada pelos
testes: ANOVA, Dunnett ou teste T de Student. Valores de P < 0,05 foram
considerados significativos.

Resultados: Na triagem dos extratos obtidos das folhas, raizes e pericarpo de frutos
maduros de P. edulis observou-se que no modelo da pleurisia: o extrato do pericarpo
nao inibiu a inflamacgéo (P > 0,05). O extrato das raizes (250 e 500 mg/kg, i.p., 0,5 h
antes) inibiu os leucdcitos (% de inibigao: 250 mg/kg: 26+5; 500 mg/kg: 28+6) (P <
0,05) e os polimorfonucleares (% de inibicao: 250 mg/kg: 75+10; 500 mg/kg: 96+1)
(P < 0,01). Ja o extrato das folhas inibiu os leucdcitos (% de inibicdo: 250 mg/kg:
67+10) e os polimorfonucleares (% de inibicdo: 250 mg/kg: 85+5) (P < 0,05).
Nenhum extrato inibiu a exsudagéo (P > 0,05). No modelo da bolsa de ar, o extrato
P. edulis folhas (100-500 mg/kg, i.p., 0,5 h antes da Cg) inibiu os leucocitos (% de
inibicdo: 100 mg/kg: 32+6; 250 mg/kg: 30+7; 500 mg/kg: 34+11) (P < 0,05) e os
polimorfonucleares (% de inibicdo: 100 mg/kg: 48+6; 250 mg/kg: 35+11) (P < 0,05).
Novamente, este extrato n&o inibiu a exsudagao (P > 0,05). No estudo do perfil
temporal nos modelos estudados, este extrato foi capaz de inibir os leucdcitos e os
polimorfonucleares somente no tempo de tratamento prévio de 0,5 h (P < 0,05). O
extrato P. edulis folhas (100 e 250 mg/kg, i.p.) administrado 0,5 h antes da Cg inibiu
a atividade da MPO (% de inibicdo: bolsa de ar: 100 mg/kg: 31+3; pleurisia: 250
mg/kg: 64+4) (P < 0,01), ADA (% de inibic&do: bolsa de ar: 100 mg/kg: 50+3; pleurisia:
250 mg/kg: 62+5) (P < 0,01), niveis de NO* (% de inibigao: bolsa de ar: 100 mg/kg:
4148; pleurisia: 250 mg/kg: 47+8) (P < 0,05) e IL-13 (% de inibi¢do: bolsa de ar: 100
mg/kg: 31+3; pleurisia: 250 mg/kg: 59+1) (P < 0,05). As citocinas MIP-2 e TNFa
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foram inibidas de forma diferente nos modelos de inflamag&o, MIP-2 (% de inibigao:
bolsa de ar: 100 mg/kg: 48+7) (P < 0,05) e TNFa (% de inibigdo: pleurisia: 250
mg/kg: 79+1) (P < 0,01). Na inflamacéo induzida pela BK, a administracdo do extrato
P. edulis folhas (100 e 500 mg/kg, i.p., 0,5 h antes) inibiu os leucdcitos nestes
modelos de inflamacéo (% de inibigdo: bolsa de ar: 100 mg/kg: 47+3; pleurisia: 500
mg/kg: 26+5) (P < 0,05), os polimorfonucleares (% de inibicdo: bolsa de ar: 100
mg/kg: 51%2; pleurisia: 500 mg/kg: 45+£14;) (P < 0,05) e os mononucleares (% de
inibicdo: bolsa de ar: 100 mg/kg: 35+6; pleurisia: 500 mg/kg: 23+7) (P < 0,05). Na
inflamacéo induzida pela HIST, o extrato P. edulis folhas (100 e 250 mg/kg, i.p., 0,5 h
antes da HIST) inibiu também os leucocitos (% de inibigdo: bolsa de ar: 100 mg/kg:
53%4; pleurisia: 250 mg/kg: 39+6) (P < 0,05) e os polimorfonucleares (% de inibigéo:
bolsa de ar: 100 mg/kg: 56%4; pleurisia: 250 mg/kg: 93+2) (P < 0,01). Os
mononucleares foram inibidos apenas no modelo da bolsa de ar (% de inibi¢do: 100
mg/kg: 57+4) (P < 0,01). Ja na inflamacg&o induzida pela SP, o extrato P. edulis
folhas (100 e 250 mg/kg, i.p., 0,5 h antes) inibiu leucocitos (% de inibigdo: bolsa de
ar: 100 mg/kg: 60£2; pleurisia: 250 mg/kg: 36x12) (P < 0,01) e polimorfonucleares
(% de inibicdo: bolsa de ar: 100 mg/kg: 63+6; pleurisia: 250 mg/kg: 81+11) (P <
0,01). Mais uma vez os mononucleares foram inibidos apenas no modelo da bolsa
de ar (% de inibigdo: 100 mg/kg: 57+3) (P < 0,01).

Conclusdo: O extrato obtido das folhas de P. edulis foi mais efetivo em inibir a
inflamac&o que os extratos das raizes e do pericarpo. Os resultados sugerem que a
inibicdo da inflamagdo principalmente aquela relacionada com a migragao
leucocitaria deve estar relacionada a inibicdo de mediadores pro-inflamatérios
relacionados a quimiotaxia celular como TNFa, IL-1B, MIP-2, BK, HIST, SP e NO*.
Além disso, o extrato P. edulis folhas também foi efetivo em inibir enzimas
relacionadas a atividade dos leucocitos como a MPO e a ADA. Estudos devem ser
realizados na tentativa de elucidar melhor o mecanismo de agao antiinflamatoério do
extrato P. edulis folnas bem como identificar a(s) substancia(s) responsavel(is) por
estes efeitos.

Palavra-chave: Passiflora edulis, pleurisia, bolsa de ar.
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ABSTRACT

Study of the action mechanism of Passiflora edulis form flavicapa Degener
extracts in acute inflammation models, in mice

Introduction: Most of the pharmacological work on Passiflora species has been
carried out on the Central Nervous System (DHAWAN, DHAWAN, SHARMA, 2004),
however there are few studies about their anti-inflammatory properties.

Objective: The aim of this study was to evaluate the pharmacological mechanism of
anti-inflammatory effect of aqueous lyophilized extract of Passiflora edulis form
flavicarpa Degener on the inflammatory response induced by different phlogistic
agents (carrageenan: Cg, bradykinin: BK, histamine: HIST or substance P: SP) on
the models of pleurisy and air pouch in mice.

Material and methods: The dried and powdered leaves were extracted by infusion
in boiling water, filtered and Iyophilized. All extracts were administrated by
intraperitoneal route (i.p.). Non-fasted adult Swiss mice, between 18 and 30 g, were
used throughout the experiments. The pleurisy was induced by a single injection of
0.1 ml of different phlogistic agents: Cg (1%/cav.), BK (10 nmol/cav.), HIST (100
pg/cav.) or SP (20 nmol/cav.) administered by intrapleural route. The inflammatory
parameters were analyzed 4 h after pleurisy induction. In the air pouch model
different groups of animals received 1.5 mL of air by 3 alternate days for air pouch
formation and on the sixth day, the inflammation was induced by Cg (1% 0.5
mL/cav.), BK (20 nmol/cav.), HIST (10 pmol/cav.) or SP (40 nmol/cav.) administered
by subcutaneous route. The inflammation was analyzed 24 h after. In both models,
the pleural and air pouch lavages were collected to analyze the following
inflammatory parameters: leukocyte, exudation, myeloperoxidase (MPO), adenosine-
deaminase (ADA), nitric oxide (NO*), tumor necrosis factor alpha (TNFa), interleukin-
1-beta (IL-1[), macrophage inflammatory protein-2 (MIP-2) and neutrophil chemokine
(KC) levels. On the day of experiments, all animals, except those groups which were
analyzed MPO, ADA activities, NO* and cytokines levels, were injected 40 min
(pleurisy) or 1 h (air pouch) previously with a solution of Evans blue dye (25 mg/kg,
0.2 mL, intraocular) to evaluate the exudation. Significance was determined by
analysis of variance (ANOVA) and complemented with either Dunnett’s or Student’s t
tests. Values of P < 0.05 were considered significant.

Results: The screening of the extracts obtained from leaves, pericarp and roots of P.
edulis showed that P. edulis pericarp did not inhibit the leukocytes or exudation on
the mouse model of pleurisy induced by Cg. The roots extract (250-500 mg/kg, i.p.,
0.5 h before) inhibited the leukocytes (% of inhibition: 250 mg/kg: 26+5; 500 mg/kg:
28+6) (P < 0.05) and neutrophils (% of inhibition: 250 mg/kg: 75+10; 500 mg/kg:
96+1) (P < 0.01). The P. edulis leaves inhibited the leukocytes (% of inhibition:
67+10) and neutrophils (% of inhibition: 85+5). (P < 0.05). Any extracts did not inhibit
the exudation (P > 0.05). In the air pouch model P. edulis leaves extract (100-500
mg/kg, i.p., 0,5 h before Cg) decreased the leukocytes (% of inhibition: 100 mg/kg:
32+6; 250 mg/kg: 30+7; 500 mg/kg: 34+11) (P < 0.05) and neutrophils (% of
inhibition: 100 mg/kg: 48+6; 250 mg/kg: 35+11) (P < 0.05). This extract also did not
inhibit the exudation in the air pouch models (P > 0.05). The time course profile study
showed that P. edulis leaves extract inhibited the leukocytes and neutrophils only 0.5
h of pretreatment time (P < 0.05). The P. edulis leaves extract (100 and 250 mg/kg,
i.p.) administered 0.5 h before Cg also decreased the activity of MPO (% of inhibition:
air pouch: 100 mg/kg: 31+3; pleurisy: 250 mg/kg: 64+4) (P < 0.01), ADA (% of
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inhibition: air pouch: 100 mg/kg: 50+3; pleurisy: 250 mg/kg: 62+5) (P < 0.01), levels
of NO* (% of inhibition: air pouch: 100 mg/kg: 4118; pleurisy: 250 mg/kg: 47+8) (P <
0.05) and IL-1B (% of inhibition air pouch: 100 mg/kg: 31+3; pleurisy: 250 mg/kg:
59+1) (P < 0.05) in both inflammation models. The MIP-2 and TNFa were also
inhibited in different models: MIP-2 (% of inhibition: air pouch: 100 mg/kg: 48+7) (P <
0.05) and TNFa (% of inhibition: pleurisy: 250 mg/kg: 79+1) (P < 0.01). The P. edulis
leaves extract (100 and 500 mg/kg, i.p., 0.5 h before) also inhibited the leukocytes in
both studied inflammation models induced by BK (% of inhibition: air pouch: 100
mg/kg: 47+3; pleurisy: 500 mg/kg: 26+5) (P < 0.05), neutrophils (% of inhibition: air
pouch: 100 mg/kg: 51+2; pleurisy: 500 mg/kg: 45+14) (P < 0.05) and mononuclears
(% of inhibition: air pouch: 100 mg/kg: 35+6; pleurisy: 500 mg/kg: 23+7) (P < 0.05).
The P. edulis leaves extract (100 and 250 mg/kg, i.p., 0.5 h before HIST) decreased
the leukocytes (% of inhibition: air pouch: 100 mg/kg: 53+4; pleurisy: 250 mg/kg:
39+6) (P < 0.05) and neutrophils (% of inhibition: 100 mg/kg: 56+4; pleurisy: 250
mg/kg: 93%£2) (P < 0.01) in the pleurisy and air pouch models induced by HIST. The
mononuclears was also inhibited by this extract on the air pouch model (% of
inhibition: 100 mg/kg: 57+4) (P < 0.01). The P. edulis leaves extract (100 and 250
mg/kg, i.p., 0.5 h before SP) inhibited the leukocytes (% of inhibition: air pouch: 100
mg/kg: 60£2; pleurisy: 250 mg/kg: 36+12) (P < 0.01) and neutrophils (% of inhibition:
100 mg/kg: 63%6; pleurisy: 250 mg/kg: 81%x11) (P < 0.01). Once again the
mononuclears were inhibited only in the air pouch model (% of inhibition: 100 mg/kg:
57+3) (P < 0.01).

Conclusion: The extract from leaves of P. edulis was more effective in inhibiting
leukocytes than roots or pericarp extracts on the mouse model of pleurisy induced by
Cg. The results demonstrated that the inhibitory effect of P. edulis on leukocyte
migration must be related to inhibition of pro-inflammatory mediators that have
important role in the leukocyte chemotaxis such as TNFa, IL-13, MIP-2, BK, HIST,
SP and NO*. Furthermore, the P. edulis leaves extract was also effective in inhibiting
MPO and ADA that are related to leukocyte activation. Studies must be done to
better clarify the anti-inflammatory mechanism of this extract, as well as which
compound(s) is(are) responsible to these effects.

Key word: Passiflora edulis, pleurisy, air pouch.
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1. INTRODUGCAO

1.1. PLANTAS MEDICINAIS

As plantas fazem parte da vida do homem desde seus primordios como fonte
de alimento, de materiais para vestuario, habitag¢ao, utilidades domésticas bem como
fonte de terapia (SCHENKEL, GOSMAN, PETROVICK, 2001). As plantas séao
importantes fontes de substancias naturais biologicamente ativas, muitas das quais
podem ser utilizadas como modelo para a sintese de compostos ativos e/ou
seletivos para o tratamento de determinada doencga. A sintese € realizada por meio
de estudos sobre a estrutura e a atividade biologica, visando determinar quais s&o
os fatores mais importantes relacionados a determinada atividade (CORDELL,
1995). Embora muitos compostos derivados de plantas com efeitos medicinais
possam ser sintetizados em laboratérios, tal sintese € complexa e os rendimentos,
muitas vezes, sdo baixos e a produgcédo economicamente inviavel (FRANCA, 2001).

No Brasil, a utilizacdo de medicamentos fitoterapicos ou preparados extraidos
de plantas é significativa, isto porque a biodiversidade da flora brasileira € grande e
apresenta um importante potencial terapéutico. Além disso, o dificil acesso aos
medicamentos convencionais tendo em vista o alto curto, torna interessante o uso de
terapias alternativas e o uso terapéutico de produtos naturais, especialmente
aqueles derivados de plantas (SCHENKEL, 1998; RATES, 2001). E importante
também ressaltar que a industria farmacéutica no Brasil possui um faturamento
significativo na faixa de U$ 10 bilhdes e estima-se que 25% deste faturamento seja
originado de medicamentos derivados de plantas (GARCIA et al, 1996 apud
GUERRA e NODARI, 2001). Estes fatos fazem com que muitos pesquisadores
investiguem as propriedades quimicas e bioldgicas de plantas.

1.2. O GENERO Passiflora

Estudos tém demonstrado a presenca de sementes de Passiflora a milhares
de anos em sitios arqueoldgicos da Virginia e na América do Norte. Este fato
demonstra que esta planta € conhecida por diferentes civilizagbes ha muitos anos
(GREMILLION, 1989).

O género Passiflora pertence a familia Passifloraceae. Esta familia é
composta por cerca de 630 espécies distribuidas em 18 géneros, compreendendo
lianas herbaceas ou lenhosas e arbustos (TAKHTAJAN, 1997).
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O género Passiflora € o maior género na familia Passifloraceae, com 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, sendo rara na Asia, Australia e Africa
tropical (PIO CORREA, 1978a; BLUMENTHAL, GOLDBERG, BRINCKMANN, 2000;
DerMARDEROSIAN, 2001; DHAWAN, DHAWAN, SHARMA, 2004).

Diversas espécies desta familia sdo conhecidas em todo o Brasil, sendo as
mais cultivadas a Passiflora alata e a Passiflora edulis. A Passiflora alata € a unica
espécie incluida na Farmacopéia Brasileira (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 1977).
Além disso, outra espécie muito estudada é a Passiflora incarnata L., a qual
encontra-se descrita nas Farmacopéias européias (DHAWAN, DHAWAN, SHARMA,
2004).

A espécie Passiflora edulis é encontrada no Brasil, nos Estados do
Amazonas, Para, Paraiba, Alagoas, Bahia, Minas Gerais, Rio de Janeiro, Sdo Paulo,
Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul (SACCO, 1980). Além disso, esta
planta também é cultivada mundialmente em muitas outras regides tropicais e
subtropicais devido aos seus frutos empregados na industria alimenticia. Esta
espécie produz dois tipos de frutos, amplamente consumidos: o fruto de cor amarela
(Passiflora edulis Sims variagao flavicarpa Degener) e o maracuja roxo (Passiflora
edulis Sims ou Passiflora edulis variacédo edulis) (SPENCER e SEIGLER, 1983;
CARVALHO-OKANO e VIEIRA, 2001).

No Brasil, algumas espécies do género Passiflora sdo denominadas
popularmente de “maracuja” ou “flor da paixdo”. Ja na Europa e na América do Norte
estas sdo chamadas de “passion fruit” ou “passion flower” (DHAWAN, DHAWAN,
SHARMA, 2004).

Estas denominagcbes tém origem historica, uma vez que missionarios
espanhodis ao descobrirem estas plantas associaram o aspecto de suas flores a
crucificagao de Cristo, dando assim origem aos nomes populares “flor da paixdo” ou
“passion flower” (PIO CORREA, 1978b; PIERCE, 1999; BLUMENTHAL,
GOLDBERG, BRINCKMANN, 2000; DerMARDEROSIAN, 2001).

A literatura registra o uso das folhas de Passiflora alata, na medicina popular,
na forma de cha, como ansioliticas, diuréticas, emenagogas, antinociceptiva e
antipiréticas (SIMOES et al., 1998). As suas raizes sdo utilizadas popularmente
como anti-helminticas, antiinflamatorias e no tratamento de histerias (SIMC)ES et al.,
1998; MORS, RIZZINI, PEREIRA, 2000). Além disso, as raizes de Passiflora edulis
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também s&o usadas popularmente como ansioliticas, vermifugas e também no
tratamento de histerias (MORS, RIZZINI, PEREIRA, 2000). O género Passiflora
também é utilizado em inflamagdes na pele (D’OLIVEIRA, 1854; MOREIRA, 1862;
PIO CORREA, 1978a; MORS, RIZZINI, PEREIRA, 2000), tratamento de bronquites
(MORS, RIZZINI, PEREIRA, 2000), queimaduras, hemorréidas, climatério,
desordens de atencdo e ansiedade (DerMARDEROSIAN, 2001), além do tratamento
de ictericia, escorbuto e disenteria (GUPTA, 1995; MORS, RIZZINI, PEREIRA,
2000).

Atualmente, a casca do maracuja, normalmente descartada, vem sendo
utilizada para o preparo de farinha. O uso da farinha é justificado pela sua alta
concentragdo de fibras soluveis e insoluveis, o que acarreta uma diminuigdo da
velocidade de absorcao de carboidratos e de lipidios, auxiliando dessa maneira os
regimes de emagrecimento (NEUMANN, 2005).

1.2.1. Constituintes quimicos

As espécies de Passiflora apresentam diversos constituintes, dentre eles
alcaldides, fenois, flavonoides, flavondides glicosilados, glicosideos e compostos
cianogénicos (DHAWAN, DHAWAN, SHARMA, 2004). Porém o(s) composto(s)
responsavel(is) por seus efeitos farmacoldgicos ainda nao foram totalmente
elucidados.

A presenga de alcaldides nas plantas do género Passiflora € um assunto
controverso. Estudos datados de 1975 citam a presenca destes compostos
(LUTOMSKI e MALEK, 1975). No entanto, outros estudos mais recentes com
metodologias mais sensiveis, como a cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC), n&do tém detectado estes compostos em espécies de Passiflora (REHWALD,
MEIER, STICHER, 1995; GRICE, FERREIRA, GRIFFITHS, 2001).

Os flavondides s&o os compostos majoritarios, sendo encontrados nas folhas
e partes aéreas e séo representados pelos C-glicosideos derivados da apigenina e
da luteolina. Recentes estudos utilizando a técnica de ultravioleta demonstraram
teores destas substancias nas folhas de espécies de Passiflora na faixa de 1,9 a
4,6% (PETRY et al., 2001; DE-PARIS et al., 2002).

Das partes aéreas da Passiflora edulis, foram isolados os flavondides C-
glicosidicos: luteolina-6-C-chinosideo, luteolina-6-C-fucosideo (MARECK et al,

1991), vitexina, isovitexina, orientina e isoorentina, tanto no extrato hidroetandlico
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(PETRY et al., 2001) como no extrato aquoso (DE-PARIS et al., 2002), sendo que
nestas fracbes o conteudo total de flavondides obtido foi de 4,60% e 4,04%,
respectivamente, ambos em relagdo a planta seca.

Além dos flavondides, também foram identificados nesta espécie: glicosideos
cianogenéticos (SEIGLER et al., 2002), B-rutinosideo (CHASSAGNE e CROUZET,
1998), sambugrina e amigdalina (CHASSAGNE et al., 1996), alcaldides indolicos
(LUTOMSKI e MALEK, 1975), terpendides (WINTERHALTER, 1990; YOSHIKAWA
et al., 2000) e saponinas (YOSHIJAWA et al., 2000).

1.2.2. Informag¢oes farmacolégicas

Em relagao as plantas medicinais, poucas possuem o seu efeito terapéutico
comprovado, por este motivo o estudo dos seus efeitos bioldgicos é importante.

As plantas medicinais podem conter um ou varios compostos biologicamente
ativos que podem atuar de maneira isolada ou sinérgica promovendo o efeito
terapéutico (WILLIAMSON, 2000; SPINELLA, 2002). Estudos sobre plantas do
género Passiflora apontam diferentes substancias responsaveis pelos efeitos
farmacolégicos como por exemplo: alcaldéide harmano, y-pirona maltol e flavona
crisina (AOYAGI et al.,, 1974; SPERONI e MINGHETTI, 1988; WOLFMAN et al.,
1994; ALONSO, 1998; ZANOLI, AVLLONE, BARALDI, 2000).

Grande parte dos estudos farmacoldgicos de espécies do género Passiflora
enfoca a atividade de Passiflora incarnata sobre o sistema nervoso central (SNC)
(DHAWAN, DHAWAN, SHARMA, 2004). Entre as atividades avaliadas para
diferentes espécies e comprovadas farmacologicamente, citam-se principalmente a:
ansiolitica (SPERONI e MINGHETTI, 1988; MALUF et al., 1991; SOULIMANI et al.,
1997; AKHONDZADEH et al., 2001; DHAWAN, KUMAR, SHARMA, 2001a, b, c;
PETRY et al., 2001; DE-PARIS et al., 2002; CAPASSO e SORRENTINO, 2005) e a
anticonvulsivante (OGA et al., 1984; SANTOS, SANTOS, OLIVEIRA, 2005).

Outras atividades também tém sido comprovadas: antitussigena (DHAWAN e
SHARMA, 2002a), inibicdo da ansiedade decorrente da abstinéncia alcodlica
(DHAWAN, KUMAR, SHARMA, 2002), prevencéo da esterilidade e diminuicdo da
libido induzida por alcool e nicotina (DHAWAN e SHARMA, 2002b) e analgésica
(VALE e LEITE, 1983; OGA et al., 1984, SPERONI e MINGHETTI, 1988).

Em relacdo a inflamagdo, Borrelli e colaboradores (1996) estudaram a

atividade antiinflamatdria do extrato hidroetandlico da Passiflora incarnata, em ratos,
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utilizando trés modelos: 1) edema de pata induzido por carragenina, 2) pleurisia
induzida por dextran e 3) formacdo de granulomas induzidos por créton. Os
resultados sugerem que o extrato testado exibe importante atividade antiinflamatéria
em diferentes modelos experimentais inibindo o edema, a celularidade e o
granuloma.

A atividade antiinflamatoria dos extratos dos frutos de Passiflora edulis e
Passiflora foetida também foi estudada in vitro, utilizando cultura celular. Neste
protocolo experimental, avaliou-se o efeito dos extratos sobre a atividade das
metaloproteases-2 e 9, envolvidas na metastase e angiogénese. Ambos os extratos,
demonstraram efeitos inibitérios dependentes da dose sobre a atividade das
proteinas metaloproteases-2 e 9 (PURICELLI et al., 2003).

1.2.3. Informagoes toxicolégicas

Estudos realizados por Vale e Leite (1983) demonstraram efeito toxico do
extrato aquoso de Passiflora edulis, em experimentos in vivo. Neste estudo,
camundongos, foram tratados com este extrato nas doses de 85 a 2.740 mg/kg,
administrados por via intraperitoneal. Nas doses mais elevadas (685, 1370 e 2740
mg/kg) a maioria dos animais apresentou contragdes abdominais e distensdo das
patas posteriores, indicando uma possivel irritacdo da cavidade peritoneal. Na dose
mais alta (2740 mg/kg), observou-se taquicardia, ataxia e dispnéia, seguida de
morte.

Outros estudos também demonstraram efeito hepatotdxico do extrato aquoso
das folhas de Passiflora edulis em experimentos animais. Neste estudo, o extrato de
Passiflora edulis foi administrado por via oral, na forma de cha (1%), em ratos por 60
dias. Os resultados demonstraram nestes animais o aumento sérico da enzima
gama-glutamiltransferase (MALUF et al., 1991).

Em outros experimentos estudou-se o possivel efeito teratogénico de extratos
aquosos liofilizados de Passiflora edulis e Passiflora alata, em ratas gestantes. Neste
estudo as ratas gestantes receberam o extrato de Passiflora edulis ou Passiflora
alata ambos na dose de 800 mg/kg/dia, administrados por via oral, durante toda a
gestagdo (21 dias). As seguintes variaveis foram estudadas: consumo de agua e
alimento, massa corporal, contagem dos corpos luteos e dos sitios de implantagéo
uterina. Além disso, as caracteristicas da prole foram avaliadas através das

seguintes variaveis: massa corporal, desenvolvimento fisico, sexual e
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comportamental. Os resultados demonstraram que o desenvolvimento dos filhotes
durante a gestacdo manteve-se normal nas ratas tratadas com um dos extratos
estudados. Neste estudo ndo foram observadas alteracdo no desenvolvimento fisico,
sexual e comportamental das ninhadas, indicando auséncia de toxicidade para ratas
tratadas e prole (AMARAL, SCHENKEL, LANGELOH, 2001).

1.3. 0 PROCESSO INFLAMATORIO

O sistema imune dos mamiferos possui varios mecanismos de defesa, contra
a invasao de microrganismos, trauma e até neoplasias. Este sistema também possui
a capacidade de remover proteinas desnaturadas e células que perderam a sua
funcdo. O sistema imune € composto por diversos 6rgaos incluindo o timo, a medula
0ssea e 0 baco, com suas inumeras células que possuem a fungdo de
reconhecimento/captura de antigenos e protegcéo do tecido hospedeiro.

A reacao inflamatéria € um evento complexo que envolve o reconhecimento
do agente/estimulo lesivo, para sua posterior destruicdo e tentativa de reconstruir o
tecido danificado (NATHAN, 2002). O reconhecimento desencadeia a ativagdo e a
amplificagdo do sistema imune resultando na ativagdo de células e na liberagcédo de
diversos mediadores responsaveis pela resposta inflamatéria. No entanto, se a
destruicdo do agente agressor e o processo de reparo ndo ocorrem de maneira
eficiente e sincronizada, a resposta inflamatéria pode levar a uma lesao tecidual
persistente induzida pelo acumulo de leucécitos, colageno entre outras substancias
que podem ser prejudiciais ao organismo (NATHAN, 2002).

Didaticamente, a resposta inflamatéria pode ser dividida em trés fases
distintas. Inicialmente existe uma fase aguda, de duragédo variavel, onde ocorre
vasodilatagcdo local e aumento da permeabilidade capilar, seguida de uma fase
subaguda caracterizada por infiltragdo de leucdcitos e de células fagociticas e
posteriormente, ocorre regeneragao tecidual ou fibrose (SUZUKI et al., 2003).

Na primeira fase da reacao inflamatdria, predominam os eventos vasculares:
vasodilatacdo na area lesada, aumento do fluxo sanguineo, aumento da
permeabilidade e recrutamento de vasos normalmente hipofuncionantes, que é
responsavel pelo eritema ou rubor da area comprometida. Além disso, pode ocorrer
também elevacdo da temperatura local (calor) (LATEY, 2001). A vasodilatagcédo se
deve a liberagdo de diferentes mediadores: cininas, histamina, serotonina,

leucotrienos, PAF-acéter, fragdo Cba do sistema complemento, prostaglandinas
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(PGD2, PGE,, PGly, PGF24) 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 e LUM, 2001). O exsudato formado facilita a liberagao
de outros mediadores o que amplificam a resposta inflamatéria.

Ja na fase subaguda ocorre a migragao de leucdcitos e de outras células
fagociticas para o sitio da lesdo. Este evento celular é denominado de quimiotaxia.
Os fatores quimiotaticos sdo gerados tanto na corrente sanguinea quanto no sitio da
lesdo. Assim, o sistema complemento e as cininas sdo considerados importantes
fatores quimiotaticos de origem plasmatica (FRANGOGIANNIS, SMITH, ENTMAN,
2002). A mobilizagdo adequada dos leucdcitos circulantes é fundamental para a
defesa do organismo, devido a sua capacidade fagocitica e de destruicdo do agente
NOCivo.

Apds um estimulo a resposta inflamatéria é caracterizada por uma série de
eventos na tentativa de reconstituir o tecido danificado por meio da ativacdo de
células mesenquimatosas, incluindo hipertrofia, hiperplasia e produgdo de matriz
extracelular. Posteriormente, a injuria inflamatoria € mantida e induz o processo de
cicatrizagdo que frequentemente reconstitui o local lesado com tecido fibroso néo
especializado (SUZUKI et al., 2003).

1.3.1. Células do processo inflamatério
1.3.1.1. Polimorfonucleares

Os polimorfonucleares sdo os leucocitos mais abundantes e as primeiras
células a serem recrutadas para o local de inflamagao, sdo eles os responsaveis,
juntamente com os macrofagos, pela fagocitose e destruicdo do agente lesivo
(PETTERSEN e ADLER, 2002). Apo6s a adesdo destas células ao endotélio e
transmigracédo para o sitio inflamatério, ocorre o reconhecimento e a fagocitose do
agente estranho. Em seguida, o agente estranho é fundido a lisossomas, os quais
contém enzimas como a mieloperoxidase, proteases e espécies reativas de oxigénio
(RODRIGUES et al., 2002; FAURSCHOU e BORREGAARD, 2003).

Os granulos citoplasmaticos presentes nos polimorfonucleares podem ser do

tipo azurofilos ou secundarios. No interior dos granulos azurdfilos encontra-se a
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enzima mieloperoxidase, uma peroxidase que cataliza a produgdao de acido
hipocloroso gerando produtos oxidantes de forte agdo microbicida, fatores
bactericidas (lisozima, defensinas), hidrolases acidas e as proteases neutras
(elastase, catepsina G, colagenases inespecificas). No interior do granulo
secundario encontram-se: lisozima, colagenase, gelatinase, lactoferrina,
histaminase, fosfatase alcalina e ativador de plasminogénio (ROBBINS et al., 2001).

A migracdo de leucocitos para o local de inflamagdo é um acontecimento
comum em diversas patologias como na pneumonia e na doenga obstrutiva
pulmonar cronica. O aumento de polimorfonucleares ativados em tecidos promove
uma leséo decorrente da liberagao de suas substancias téxicas, incluindo proteases
e espécies reativas de oxigénio, resultando na progresséo da doenga (FAURSCHOU
e BORREGAARD, 2003).

1.3.1.2. Mononucleares

O sistema fagocitico mononuclear é composto por dois tipos de células com
fungdes distintas: os mondcitos e os macrofagos. Os macrofagos sdao monocitos
teciduais em sua forma madura, cuja fungdo € remover antigenos particulados e
atuar como células apresentadoras de antigeno, internalizando e apresentando
antigenos aos linfocitos T (KIM, KIM, LEE, 2003).

Diferente dos macrofagos, que séo células residentes e apresentam variagdes
morfologicas e funcionais conforme o tipo de tecido em que se encontram, os
monadcitos sdo células que migram para varios orgaos e cavidades do corpo, pelo
qual podem diferenciar-se em macréfagos. A aterosclerose € um exemplo onde
ocorre migragcdo e diferenciacdo de mondcitos, sendo que este processo é
dependente da liberagao de proteina quimiotatica de mondcito-1 e fator estimulante
de col6nia de macréfago em células endoteliais e da musculatura lisa (TAKAHASHI,
TAKEYA, SAKASHITA, 2002).

1.3.2. Enzimas do processo inflamatério
1.3.2.1. Mieloperoxidade
A mieloperoxidase é uma enzima liberada principalmente dos gréanulos
azuldfilos de neutrdfilos ativados e corresponde a 5% do peso seco destas células.
ApoOs a fagocitose de um agente lesivo, os neutréfilos ativam o metabolismo

oxidativo, “burst” respitatorio, caracterizado por um intenso consumo de oxigénio e
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producdo de espécies reativas de oxigénio. A nicotinamida adenina dinucleotideo
fosfato (NADPH) oxidase, converte o oxigénio molecular em anion superoxido. A
seguir, a enzima superoxido dismutase converte o anion superoxido em peréxido de
hidrogénio, o qual possui fungdo de destruir bactérias diretamente ou apds sua
conversao em ions hidroxila ou acido hipocloroso. Além disso, o acido hipocloroso &
considerado um potente agente microbicida que possui papel importante na defesa
do hospedeiro contra invasdo de bactérias, fungos e virus (NEVE, PARIJ,
MOGUILEVSKY, 2001). Contudo, a liberagdo excessiva dessas espécies reativas
pode promover lesdo tecidual (GAUT et al., 2001).

A deficiéncia de mieloperoxidase constitui o disturbio hereditario mais comum
da fungdo dos neutréfilos, com uma estimativa de frequéncia de 1 em cada 4000
casos na ltalia (MARCHETTI et al., 2004a). A deficiéncia de mieloperoxidase é uma
doencga considerada autossomiva recessiva. A base genética desta doenga parece
ser complexa e heterogénea (MARCHETTI et al., 2004b). Hoje em dia conhece-se
pelo menos 11 alelos mutantes com alta variabilidade promovendo desta forma a
liberacdo de uma mieloperoxidase inativa dando origem a doenga. A deficiéncia de
mieloperoxidase em relagdo a sua funcdo ou concentragdo, esta relacionada ao
gene MIM# 606989 (MARCHETTI, et al., 2004b). Estudos tém demonstrado que
pacientes com deficiéncia desta enzima possuem infec¢des recorrentes por Candida
sp ou por bactérias. Este fato também foi observado em modelos animais utilizando
camundongos deficientes para esta enzima (NGUYEN e KATNER, 1997; ARATANI
et al., 1999).

1.3.2.2. Adenosina-deaminase

Dentre as enzimas envolvidas na inflamacao pode-se destacar também a
adenosina-deaminase, pelo qual em grandes quantidades pode diminuir
consideravelmente os niveis de adenosina, um poderoso autacéide antiinflamatoério
(MABLEY et al., 2003).

A adenosina-deaminase € uma enzima liberada principalmente de linfocitos
ativados e que participam do metabolismo das purinas catalisando irreversivelmente
a deaminagdo da desoxiadenosina e adenosina em desoxinosina € inosina,
respectivamente. A adenosina-deaminase também possui um papel importante na
maturacao e ativagdo de mondcitos e linfécitos (CRISTALLI et al., 2001; ALDRICH et
al., 2003).
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A atividade da adenosina-deaminase ocorre por meio da acado de duas
isoenzimas denominadas ADA-1 e ADA-2. O aumento da atividade da adenosina-
deaminase tem sido encontrado no soro de pacientes com tuberculose, leishmaniose
visceral, artrite reumatdide e em tumores (NAKAMACHI et al., 2003; ROKAYAN,
2003; GHANEI et al., 2004; VANNONI et al., 2004; BARAL et al., 2005). Estes
estudos demonstraram que a adenosina-deaminase € um importante marcador da
severidade da resposta inflamatéria.

Camundongos deficientes da enzima adenosina-deaminase possuem niveis
elevados de adenosina em varios tecidos, incluindo o pulmao e isso contribui para o
desenvolvimento da inflamagéo pulmonar, com depdsito de colageno e formagéo de
tecido fibrotico (CHUNN et al., 2005a, b).

Em humanos, a deficiéncia genética da adenosina-deaminase resulta em

severa linfopenia e imunodeficiéncia (BUCKLEY, 2004).

1.3.3. Mediadores do processo inflamatério
1.3.3.1. Oxido nitrico

A vasodilatagdo que ocorre no processo inflamatério, induzida por diferentes
agentes flogisticos (bradicinina, histamina, substancia P, serotonina e trombina), &
dependente da liberagao de oxido nitrico (SICKER et al., 2001; STOWE et al., 2001;
KARABUCAK et al., 2005; WOTHERSPOON et al., 2005; YOUSIF, 2005). O éxido
nitrico € um gas soluvel derivado do metabolismo da L-arginina pela agdo da enzima
oxido nitrico sintase (NOS). O oxido nitrico esta envolvido no relaxamento vascular,
na inibicdo da agregacédo plaquetaria, na neurotransmissao e nas atividades anti-
microbiana e anti-tumoral dos macrofagos (DJUPESLAND et al., 2001). Outros
efeitos deletérios do 6xido nitrico sdo decorrentes da acao citotéxica de alguns de
seus metabolitos, como o peroxinitrito e os nitrosotidis. Estes metabdlitos s&o
capazes de lesar o acido desoxirribonucléico (DNA), os lipideos microbianos e as
células vizinhas saudaveis, sendo esse 0 mecanismo responsavel pela maioria dos
processos inflamatérios observados em doengas auto-imunes (CUZZOCREA et al,,
2000; SZABO, 2003).

Atualmente sao descritas trés isoformas de NOS: NOS neuronal (NOSn ou
NOS I), NOS endotelial (NOSe ou NOS lll), ambas formas s&o constitutivas, ativadas
fisiologicamente mantendo baixas concentragdes de 6xido nitrico e s&o dependentes
de calcio (CIRINO, FIORUCCI, SESSA, 2003). J&, a NOS induzida (NOSi ou NOS II)
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€ ativada em resposta a estimulos inflamatérios, como citocinas e fatores de
crescimento, em células alvo liberando altos niveis de o6xido nitrico durante a
inflamagdo (ABRAMSON et al., 2001).

Estudos identificaram a presenca das trés isoformas da NOS nas vias aéreas
humanas (HACKEN et al., 2000; FISCHER et al., 2002; MORRISSEY et al., 2002).
Além disso, estudos utilizando técnicas de biologia molecular e imunohistoquimica
demonstraram um aumento do nivel de NOS Il em células epiteliais de pacientes
asmaticos (GUO et al., 2000; LEE et al., 2003a). Em cultura de células C6 de glioma
de rato, a citocina proé-inflamatoria TNFa aumentou a liberagao de 6xido nitrico, bem
como a imunorreatividade para a NOSIi, além do nivel do acido ribonucléico
mensageiro (RNAm) para NOSi (LEE et al., 2003b).

A expressao de NOSi é regulada via fator de transcrigdo nuclear, dentre eles
cita-se o fator de transcricdo nuclear kappa B (NFkB) (ALDERTON, COOPER,
KNOWLES, 2001). Esta enzima pode ser induzida em células como macréfagos,
células endoteliais, células da musculatura lisa vascular e miécitos cardiacos, apos
estimulo por lipossacarideos (LPS), citocinas (IL-13, TNFa, IFN-y, IL-6), entre outros
(CHAN e FISCUS, 2004).

1.3.3.2. Citocinas

As citocinas sao fatores soluveis de baixo peso molecular, liberadas
principalmente por células ativadas com a finalidade de mediar informagdes,
bem como modular a fungao destas células por meio da ativacao de receptores
de superficie (DINARELLO, 2000; OPPENHEIM, 2001; HOLLOWAY, RAO,
SHANNON, 2002). Como mediadores soluveis, sua fungdo pode ser autdcrina,
paracrina ou sistémica.

Estes mediadores s&o liberados por grande parte das células do organismo e
tem uma variedade de fungdes (TYSON, CHEN, NOVAK, 2001; HOPKINS, 2003). O
efeito bioldgico depende da citocina liberada e do tipo de célula envolvida. De um
modo geral, as citocinas influenciam a ativagdo, a divisdo, a apoptose e a
quimiotaxia celular. Estas podem também estar envolvidas na diferenciacéo celular,
na inflamacdo, na imunidade e no reparo tecidual (PARKIN e COHEN, 2001;
HANADA e YOSHIMURA, 2002).
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As citocinas sao classificadas em subgrupos, como: interleucinas, fatores
de crescimento, quemocinas, interferons e fatores estimuladores de colbnia ou
ainda podem ser classificadas conforme sua atividade biolégica como por
exemplo: pré-inflamatorias (IL-1, IL-6, TNFa e TGFB) e antiinflamatérias (IL-
1Ra, IL-4 e IL-10) (CAVAILLON, 2001; WONG et al., 2003).

Dentre as células que produzem citocinas destacam-se os linfocitos T
auxiliares que sao divididos em duas subpopulagdes, TH1 e TH2 (MOSSMAN et al,
1986). As células TH1 secretam principalmente IFNy e TNFa, enquanto as células
TH2 liberam IL-4, IL-5, IL-9, IL-10 e IL-13 (ROMAGNANI, 2000). As células do tipo
TH1 estdo envolvidas em processos inflamatorios, enquanto as do tipo TH2 regulam
principalmente a produgdo de imunoglobulinas E, que s&o importantes na
patogénese das doencgas alérgicas (ROMAGNANI, 2000).

Dentre as principais citocinas que possui efeitos pro-inflamatérios destaca-se
o TNFa. Este é produzido e liberado principalmente por macréfagos e também por
linfécitos e mastocitos (ALVES e RIBEIRO, 2004). Esta citocina € um potente indutor
do recrutamento de neutrdéfilos, no modelo de inflamacgéo da bolsa de ar induzida por
TNFa, em camundongos (SCHRAMM, LIU, THORLACIUS, 2000). Além disso, ela
induz a expressédo da molécula de adeséao intracelular tipo 1 (ICAM-1) em cultura de
células epiteliais de bronquios humanos (SUBAUSTE, CHOI, PROUD, 2001) e ainda
aumenta os niveis de RNAm da proteina inflamatéria de macréfago-2 (MIP-2) e da
quemocina de neutrdfilo (KC), no modelo da microscopia vital no musculo cremaster
de camundongos tratados com TNFa (ZHANG et al., 2001). O TNFa também esta
envolvido em diversas doencgas pelo qual ocorre um processo inflamatério
importante. Dentre elas cita-se a sindrome da resposta inflamatoria sistémica
(SPIELMANN et al., 2001), a espondilite anquilosante (DE KEYSER et al., 2004),
infarto agudo do miocardio (TORRE-AMIONE, 2005), artrite reumatéide (LANGE et
al., 2005; SARZI-PUTTINIA et al., 2005), entre outras.

A familia da IL-1 é composta por duas cadeias (a e [3) e os receptores para
esta familia podem ser do tipo | ou Il (IL-1R | e IL-R1 II). As duas isoformas de IL-1,
IL-1a e IL-1P3, sé@o sintetizadas no citoplasma de células de origem mesenquimal na
forma de precursores (Pro-IL-1a e Pro-IL-13), sendo que apenas a Pro-IL-1a e as
formas maduras (IL-1a e IL-1[3) apresentam atividade (AREND, 2002). A IL-1 exerce

papel importante na defesa do organismo contra microorganismos intracelulares
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como o Mycobacterium tuberculosis. Estudos demonstraram que camundongos
infectados com Mycobacterium tuberculosis e que n&o expressam o gene para IL-1
tém o tempo de vida média reduzido (JUFFERMANS et al., 2000). Esta citocina
estimula a liberagdo de outras citocinas como IL-6, IL-8 e IL-13 em cultura de
mastocitos humanos (CHI et al., 2004) e também esta envolvida na regulagdo da
expressao de moléculas de adesdo em cultura de células epiteliais de brénquios
humanos (SUBAUSTE, CHOI, PROUD, 2001).

A IL-1Ra, € um antagonista natural do receptor da IL-1 e é secretada por
monacitos e neutréfilos de humanos (CORVOL et al., 2003; OLAS, et al., 2005). Até
o momento ja foram descritas trés isoformas intracelulares da IL-Ra: iclL-1Ra1, iclL-
1Ra2 e iclL-1Ra3, e uma isoforma secretada: slL-1Ra. Esta citocina pode se ligar
aos dois tipos de receptores da IL-1 (IL-1R | e IL-1R II). Ao ligar-se ao receptor IL-1R
|, esta bloqueia a atividade da proteina acessoria ligada a este receptor (AcP)
inibindo desta forma os efeitos da IL-1 (AREND, 2002).

As citocinas IL-1 e IL-1Ra tém sido estudadas em diversas patologias
humanas como artrite, doencga inflamatéria intestinal, doencas pulmonares, renais,
hepaticas, do pancreas, do SNC, leucemia, cancer, osteoporose e diabetes
(AREND, 2002).

Além disso, outras doencas de carater inflamatdrio pelo qual ocorre o
envolvimento da IL-13 tém sido descritas como a artrite reumatdide (IWAKURA,
2002; FLEISCHMANN, STERN, IQBAL, 2004), o infarto agudo do miocardio (LONG,
2001) e ainda a inflamagado em nivel de SNC (BASU, KYLE KRADY, LEVISON,
2004), entre outras.

Outra familia importante de citocinas sdo as quemocinas. Estas podem ser
dividias em quatro subfamilias: CX3C, CXC, CC e C. A classificagdo, com base na
sua estrutura, ocorre de acordo com o numero de residuos de cisteina conservados
e a distancia entre eles. Os grupos CX3C, CXC e CC tém quatro residuos de
cisteina enquanto o grupo C apresenta apenas dois. Os grupos CX3C e CXC
apresentam trés ou um aminoacido entre os dois primeiros residuos de cisteina,
respectivamente. Ja o grupo CC, apresenta as duas primeiras cisteinas adjacentes.
O grupo CXC ainda pode ser dividido em: ELR+ e ELR- segundo a presenga ou néo
do aminoacidos arginina e leucina ligado ao acido glutdmico na regido amino-
terminal (MURPHY et al., 2000). Dentre os representantes da classe CXC pode-se
citar: MIP-2 e KC que também s&o responsaveis pelo recrutamento de neutréfilos na
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resposta inflamatéria como, por exemplo, nos modelos da bolsa de ar e microscopia
vital induzidos por MIP-2 ou KC, ambos modelos em camundongos (SCHRAMM,
LIU, THORLACIUS, 2000; ZHANG et al., 2001).

Esta familia de citocinas também possui papel importante na inflamacéo.
Dentre as principais doencas pelo qual as citocinas possuem um papel importante
cita-se: a artrite reumatoide (ZOHAR, WILDBAUM, KARIN, 2006), a sindrome da
doenca respitaréria aguda (STRIETER et al.,, 2005), a inflamagdo em nivel SNC
(CHAVARRIA e ALCOCER-VARELA, 2004) e a dermatite atépica (PIVARCSI e
HOMEY, 2005).

1.3.3.3. Cininas

As cininas, a bradicinina e a lisil-bradicinina (calidina), sdo oligopeptideos
formados endogenamente. Inumeros estudos farmacoldgicos e bioquimicos tém
demonstrado o envolvimento destas substancias em processos fisiopatoldgicos,
acompanhados de lesdo tecidual e/ou inflamacdo (ZHANG, ADNER, CARDELL,
2004).

Em humanos, as cininas sdo formadas a partir dos cininogénios, az-globulinas
de alto ou baixo peso molecular, ambas derivadas de um unico gene (BLAIS et al,,
2000), por agao de cininogenases. O principal local de sintese dos cininogénios é o
figado.

A cininogenase mais conhecida é a calicreina. Existem dois tipos de
calicreinas, a plasmatica e a tecidual. A calicreina plasmatica é sintetizada no figado
e circula no sangue como um precursor inativo, na forma de pré-calicreina. A
ativagdo do sistema calicreinas ocorre através de estimulos fisiopatolégicos como
trauma tecidual e inflamagédo (O 'RIORDAN et al., 2003). No plasma, a conversao da
pré-calicreina para calicreina é catalisada pelo fator Hageman (fator Xll da cascata
de coagulagdo). Por sua vez, a calicreina plasmatica age sobre o cininogénio de alto
peso molecular liberando a bradicinina. De forma geral, a calicreina plasmatica nédo
participa das reag¢des de conversao do cininogénio de baixo peso molecular para a
formacgéao da calidina (BLAIS et al., 2000).

A ativacdo do sistema cininas-calicreina, pelo qual s&o considerados
mediadores proé-inflamatorios estdo envolvidos em diversos processos fisioldgicos e

patolégicos (MOREAU et al., 2005). Além disso, o sistema cininas-calicrinas também
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promove a ativagdo de outros sistemas como, por exemplo, renina-angiotensina,
coagulacao e sistema complemento (MOREAU et al., 2005).

Em humanos, a bradicinina exerce diversos efeitos como a liberacdo de
diversos mediadores da inflamagdo como prostandides de diversos tipos celulares,
citocinas (IL-1 e TNFa) de macrofagos, além do oxido nitrico liberado das células
endoteliais vasculares (SCHMAIER, 2000; ELIIS e FOZARD, 2002).

Regoli e Barabe propuseram em 1980, através de ensaios biologicos, a
classificagdo de receptores da bradicininia em B4 e B,. Atualmente muitos estudos
avaliam a fungdo destes receptores em varios modelos utilizando-se agonistas e
antagonistas seletivos para este receptor. Outros estudos avaliaram a expresséo dos
receptores B1 e B, durante a inflamacédo das vias aéreas (CHRISTIANSEN et al,,
2002; ZHANG, ADNER, CARDELL, 2005).

A maioria das agdes fisiologicas da bradicinina € mediada através da ativagao
de receptores do tipo B,. Estes receptores sdo constitutivos, amplamente
distribuidos no organismo, incluindo o SNC de animais de varias espécies
(FERREIRA et al., 2002).

Os receptores B1 estdo restritos a alguns tecidos, como a musculatura lisa
vascular (arterial e venosa de coelho), sendo que muitas vezes coexistem com os
receptores B,. Os receptores B ja foram clonados em ratos, coelho, camundongo,
cdo e em humanos (RANSOM et al., 2004). A des-Arg®-bradicinina e a lis-des-Arg'’-
bradicinina sdo os agonistas seletivos do receptor B4 (LEEB-LUNDBERG et al.,
2005). A importéncia deste receptor, induzido em varios estados patologicos, tem
sido enfatizada, uma vez que parece ser pouco frequente a ocorréncia da sua forma
constitutiva. Admite-se, com raras excegdes, que o receptor B¢ seja induzido em
condigdes patoldgicas, como por exemplo, durante a inflamagdo crbnica, leséo
tecidual e em estados de hiperalgesia (MEDEIROS et al., 2004). Parece que a
producaol/liberacao local de citocinas pré-inflamatorias pode estar envolvida na
regulagao destes receptores durante a inflamagao (PASSOS et al., 2004; ROCHA et
al., 2005).

E importante comentar que este autacdide estd envolvido também em
diversas doencas inflamatérias principalmente aquelas de carater crbnico como:
aterosclerose (HALKIN e KEREN, 2002; CHENG, VAPAATALO, MERVAALA, 2005),
doencas inflamatdrias do SNC (RODI et al., 2005), pancreatite (LIDDLE e NATHAN,
2004), além do infarto agudo do miocardio (WOLFRUM et al., 2001), inflamac&o das
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vias aéreas como asma brénquica e doenga pulmonar obstrutiva crénica (LEEB-
LUNDBERG et al., 2005; CHUNG, 2005).

Desta forma, muitos estudos tém sido realizados na tentativa de desenvolver
antagonistas seletivos para os receptores B4 e B, para auxiliar no tratamento das
doencas inflamatorias crénicas, cuja terapia ainda é ineficaz (SANTOS, CALIXTO,
SOUZA, 2003; SHARMA e AL-DHALMAWI, 2003).

1.3.3.4. Aminas vasoativas

As aminas vasoativas mais importantes sao a histamina e a serotonina. Estes
mediadores encontram-se em estoques formados previamente nas células. A
serotonina é considerada um dos principais mediadores da dor e da inflamagao, é
produzida pelas células enterocromafins da mucosa gastrointestinal e € absorvida
pelas plaquetas, onde se encontra estocada (VOOG et al., 2000).

A histamina € uma amina primaria basica, sintetizada a partir da histidina pela
acao da histidina descarboxilase e armazenada dentro de granulos secretores nos
mastocitos e basodfilos (MARONE et al, 2003). Em humanos, a histamina esta
armazenada em mastécitos e basdfilos, células enterocromafins do trato
gastrointestinal e nervos histaminérgicos no SNC (MacGLASHAN, 2003). Por muitos
anos tem se observado a presenca de histamina em linfocitos, mondcitos e
plaquetas humanas (MacGLASHAN, 2003).

Os receptores histaminérgicos (H4, Hz, H3 e H4) pertencem a familia de
receptores acoplados a proteina G. A ativacdo do receptor Hy esta envolvida em
eventos intracelulares caracterizados pelo aumento dos niveis de calcio intracelular
promovendo, por exemplo, a contracdo do musculo liso das vias aéreas, em
humanos (L'HEUREUX et al, 2001; KAWANO et al, 2004). Ja a ativagdo do
receptor Hy, promove uma resposta intracelular caracterizada pela elevagado dos
niveis de adenosina monofosfato ciclica (AMPc) em experimentos in vitro utilizando
células U-937 (linhagem celular de mondcitos humanos) (DELGADO, FUENTES,
FERNANDEZ-ALFONSO, 2003). A ativacdo deste receptor promove ainda a
secrecdo de acido gastrico em animais e em humanos (HORIE et al., 2000;
BAROCELLI e BALLABENI, 2003). A ativagdo dos receptores Hz e Hy também esta
relacionada ao aumento do calcio e do AMPc intracelular (MacGLASHAN, 2003),
além de promover o recrutamento de neutrofilos, no modelo da pleurisia induzida por
zimozan, em camundongos (TAKESHITA et al., 2003).
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Os basodfilos e os mastocitos humanos podem ser estimulados a liberar
histamina. Basoéfilos podem ser encontrados no sitio da inflamacao durante reacoes
de hipersensibilidade tardia e na asma brénquica em humanos. Isto sugere que a
histamina é liberada localmente por mastécitos e basdfilos infiltrados, sendo um
importante mediador enddégeno na inflamacgéao alérgica (MARONE et al., 2003).

A histamina, portanto € um dos principais mediadores quimicos envolvidos
nas doencas alérgicas, principalmente na urticaria crénicas (PAPADOPOULOU et
al., 2005). Além disso, este mediador também esta envolvido na inflamacao das vias
aéreas por meio da ativacdo de seus receptores Hi e Hz (TAYLOR-CLARK e
FOREMAN, 2005).

1.3.3.5. Taquicininas

Em 1931, a primeira taquicinina (substancia P) foi identificada por Von Euler e
Gaddum, em extratos de cérebro e intestino de equinos. Ja em 1953, Lembeck
propbs o possivel papel da substancia P como um neurotransmissor e em 1974
Takahashi e colaboradores propuseram a sua participacdo na inflamagao
neurogénica.

As taquicininas sao uma familia de peptidios liberados tanto em nivel de SNC
como no sistema nervoso periférico, além de sua interacdo com os sistemas
cardiovascular e imunolégico (LIU e BURCHER, 2005). Estes peptidios tém sido
isolados em diferentes espécies animais vertebrados e invertebrados (HOLMGREN
e JENSEN, 2001; SATAKE et al., 2003).

Em mamiferos as taquicininas sdo consideradas neurotransmissores que
agem de forma paracrina ou endocrina, bem como neuroimunomoduladores dos
sistemas nervoso central, gastrointestinal e cardiovascular (LIU e BURCHER, 2005).

Dente os principais efeitos biologicos destes peptidios destacam-se:
vasodilatacao, extravasamento plasmatico, contragdo da musculatura lisa, secrecao
de muco e excitacdo das fibras nervosas sensoriais. Estes peptidios também estao
envolvidos em processos imunolégicos, inflamatorios e na inflamagéo neurogénica
(HARRISON e GEPPETTI, 2001; PENNEFATHER et al., 2004).

Em mamiferos, as taquicininas sdo derivadas de genes denominados
preprotaquicininas. Estes genes ja foram reconhecidos e denominados de: PPT-A
que origina a substancia P, a neurocinina A e os neuropeptidios y e K, PPT-B que
origina a neurocinina B (PENNEFATHER et al., 2004) e PPT-C que, por sua vez,
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origina a hemoquinia-1 e as endoquininas A-D (ZHANG et al., 2000; KURTZ et al.,
2002; PAGE et al., 2003). Este ultimo gene ja foi identificado em varias espécies e
este origina a hemoquinina-1, em camundongos e em ratos, a endoquinina-1, em
coelhos e a hemoquinina-1 e endoquininas A e B em humanos (PAGE, 2004).

Os receptores taquicinérgicos podem ser do tipo NK4, NK; e NK3 e estes sdo
ativados preferencialmente pela substancia P, neuroquinina A e neuroquinina B,
respectivamente. Recentemente, foi demonstrado, em mamiferos, que as
taquicininas hemoquinina e endoquinina agem preferencialmente em receptores do
tipo NK;. Todos estes receptores s&o acoplados a proteina G (LIU e BURCHER,
2005).

Os receptores taquicinérgicos podem ser localizados no trato gastrointestinal,
na musculatura lisa, no sistema cardiovascular, na glandula adrenal, na pele, no
SNC, na bexiga e no pulméo (LIU e BURCHER, 2005). Nesses 6rgéos a ativagéo
dos receptores taquicinérgicos promove: contracdo da musculatura lisa, secrec¢ao de
muco, aumento da permeabilidade vascular, quimiotaxia de neutrofilos, ativacdo do
NFkB e liberagcdo de citocinas como a MIP-2, entre outros (LECCI et al., 2000;
OKAYA et al., 2004).

Estudos recentes demonstraram a presenca de um quarto receptor para as
taquicininas, o NK4. Este ja foi descrito no cérebro e na medula espinhal de ratos
(DONALDSON, HASKELL, HANLEY, 2001) Sabe-se que este receptor possui uma
homologia estrutural e efeitos farmacologicos semelhantes ao do receptor NKjs
(LECCI et al., 2000).

Evidéncias tém demonstrado que as taquicininas liberadas de fibras nervosas
sensoriais possuem papel importante na angionénise (SEEGERS et. al., 2003). A
substéancia P injetada na pele humana produz calor, rubor, dor e inchago. Ja na pele
de rato, induz a vasodilatagdo. Estes efeitos sdo mediados pela ativagado do receptor
NK;i (CAO et al, 2000). Em condigbes experimentais, foi demonstrado que a
substancia P quando administrada por via intravenosa, causa vasodilatacdo em
gatos e este efeito foi potencializado quando os animais foram tratados com L-
NAME, inibidor da NOS, logo, a vasodilatagdo observada ocorre via mecanismo
independente do endotélio vascular (HSU et al., 2003). Além disso, em ratos
tratados com antagonista para o receptor NK4, SR 1403333, ocorreu uma diminuigao

da permeabilidade vascular, dos niveis de TNFa e do recrutamento de neutrofilos
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apods isquemial/reperfusdo, demonstrando assim o envolvimento deste mediador
nesses eventos (SOUZA et al., 2002).

As taquicininas de forma geral estdo envolvidas na resposta inflamatéria
principalmente aquelas de carater crbnico e de origem neurogénica. Dentre as
doencas pelo qual podemos observar o envolvimento das taquicininas destacam-se:
pancreatite (LIDDLE e NATHAN, 2004), inflamag&o: do SNC (MARRIOTT, 2004), do
trato respiratorio, gastrointestinal e sistema muscular esquelético (O'CONNOR et al.,
2004), além da artrite reumatoide (KEEBLE e BRAIN, 2004).

1.4. MODELOS DE INFLAMAGAO

Esforgos tém sido realizados no sentido de encontrar modelos experimentais
e animais apropriados para cada tipo de reacao inflamatéria como asma brénquica,
artrite reumatdide e retocolite ulcerativa. Esta necessidade se deve ao fato que a
maioria das reacgdes inflamatorias apresentam caracteristicas comuns, mas sua
etiologia e manifestagbes clinicas diferem significativamente. Protocolos
experimentais, em que o processo inflamatério € induzido agudamente, tém sido
utilizados para estudo da participacdo de mediadores quimicos, diferentes tipos
celulares e ainda possibilitam a selegdo de farmacos/plantas com potencial atividade
antiinflamatoria.

Entre os métodos para o estudo do processo inflamatério e para a selecao de
novos farmacos/plantas, citam-se: pleurisia, bolsa de ar, edema de pata, artrite e
implantes de esponjas embebidas com agentes irritantes no subcutaneo
(SEDGWICK e WILLOUGHBY, 1985). No entanto, algumas técnicas apresentam
limitacdes: dificuldades de manipulacdo durante a indugcdo da inflamacdo e de
quantificacdo dos parametros inflamatérios (edema, numero e tipo de células
envolvidas, extravasamento de proteinas, mediadores envolvidos).

O modelo da pleurisia foi originalmente desenvolvido em ratos (SPECTOR,
1956) e mais tarde reproduzido em cobaias (SEDGWICK e WILLOUGHBY, 1989).
Este modelo possibilita a avaliagdo do extravasamento de liquido bem como a
migragéo de células (SALEH, CALIXTO, MEDEIROS, 1996; DALMARCO, FRODE,
MEDEIROS, 2002, 2004) e ainda a participagdo de outros mediadores como:
citocinas, enzimas e outros mediadores quimicos pré-inflamatorios induzidos por
diversos agentes flogisticos (SALEH, CALIXTO, MEDEIROS, 1996; 1997; 1999;
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FRODE-SALEH, CALIXTO, MEDEIROS, 1999; DA CUNHA et al., 2001; FRODE e
MEDEIROS, 2001; FRODE, SOUZA, CALIXTO, 2002).

A intensidade e a duragdo da inflamag&o produzida por um agente flogistico
dependera da sua persisténcia no local e da natureza da sua interacdo com fatores
humorais e/ou celulares. Dentre os agentes flogisticos que podem ser utilizados
destaca-se a carragenina, obtido de algas marinhas. Este agente produz uma
resposta inflamatéria aguda no modelo da pleurisia em camundongos. Quatro horas
apos a administracdo da carragenina na cavidade pleural ocorre aumento da
exsudagao bem como de leucécitos do tipo polimorfonucleares (SALEH, CALIXTO,
MEDEIROS, 1996).

No modelo da pleurisia admite-se que o sitio primario da inflamac&o seja a
microvasculatura subpleural, local onde se iniciara a exsudagdo e o influxo de
células inflamatdrias. A partir do processo inflamatério induzido experimentalmente,
ocorre acumulo de liquido, o qual pode apresentar caracteristicas de exsudato, com
ou sem fibrina, ou transudado. Os mediadores envolvidos neste tipo de inflamagao
sdo liberados por células residentes ou por aquelas que migram para o local do
processo inflamataorio.

Ja o0 modelo da bolsa de ar tem seus primeiros relatos em ratos na década de
60 (OKUDAIRA e SCHUWARZ, 1962) e em camundongos nos anos 70 (CLARK,
1975). Neste modelo, a partir do lavado da bolsa de ar, também é viavel a avaliagéo
do extravasamento de liquido, a migragdo de células bem como a mensuragao de
enzimas como a ciclooxigenase e outros mediadores como O6xido nitrico,
prostaglandinas e leucotrienos, induzidos por diversos agentes flogisticos (DAWSON
et al, 1991; MARTIN et al., 1994; POSADAS et al, 2000). Neste modelo
experimental os mediadores quimicos sao liberados também por células residentes
ou por aquelas que migraram para o local da resposta inflamatoria.

Outros agentes flogisticos como a bradicinina, a histamina ou a substancia P
também sdo importantes agentes que participam da resposta inflamatoria
promovendo aumento de leucécitos e/ou exsudacdo no local da lesdo. Estes
agentes sao também utilizados para avaliar o mecanismo de ag¢ao antiinflamatorio de
novos farmacos e/ou de plantas.

As técnicas da pleurisia e do modelo da bolsa de ar possuem vantagens em
relagdo a outras técnicas ja citadas anteriormente pois a partir da coleta dos lavados
da cavidade pleural e da bolsa de ar é possivel analisar e quantificar diversos
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parametros inflamatdrios como celularidade, exsudacdo, mediadores inflamatérios
(citocinas, oOxido nitrico, entre outros), além da participagdo de enzimas como
mieloperoxidase e adenosina-deaminase, sem a necessidade de recorrer a
procedimentos complicados de extragdo e quantificagcdo. Uma outra vantagem dos
modelos citados & a sua facil execugdo, pois diferentes agentes flogisticos podem
ser estudados.

Neste trabalho, optou-se pelos modelos experimentais da pleurisia e da bolsa
de ar. A escolha destes modelos foi baseada em evidéncias ja comentadas acima,
destacando sua utilidade, servindo para o estudo da reacao inflamatoéria, bem como
avaliacdo dos extratos vegetais com potencial propriedades antiinflamatorias. Como
citado, o volume de fluido extravasado, o acumulo de células e os mediadores
quimicos que participam da reagao podem ser quali e quantitativamente analisados.
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2. JUSTIFICATIVA

O uso de produtos naturais com propriedades terapéuticas € tdo antigo
quanto a civilizagdo humana e por um longo periodo de tempo, minerais, produtos
animais e plantas foram as principais fontes de moléculas biologicamente ativas
(PHILLIPSON, 2001). Os compostos derivados de plantas possuem uma grande
diversidade molecular e podem ser utilizados como modelo para a sintese de
compostos mais ativos e/ou seletivos para o tratamento de determinada doenca.
Apesar dos avangos da area quimica e quimica farmacéutica, muitas sustancias
ativas derivadas de plantas tém uma sintese complexa e muita vezes com baixos
rendimentos o que torna a produgao industrial inviavel economicamente (FRANCA,
2001).

Nos ultimos anos, ha um crescente interesse em terapias alternativas e no
uso terapéutico de produtos naturais, especialmente aqueles derivados de plantas,
para os mais diversos fins incluindo o tratamento de doencas inflamatérias. Isso se
deve: a crise econdmica, o alto custo dos medicamentos industrializados, a
ineficiéncia da medicina convencional no tratamento de algumas doengas, uso
abusivo e/ou incorreto de farmacos sintéticos podendo gerar sérios efeitos colaterais
e ainda o dificil acesso da populagdo a assisténcia médica (SCHENKEL, 1998;
RATES, 2001).

Um passo importante no estudo farmacologico é a sele¢do de uma planta. A
escolha da espécie Passiflora edulis variagao flavicarpa Degener, foi baseada na
combinagao de varios critérios. O género Passiflora, conhecido por suas atividades
no SNC, também tem sido utilizado na medicina popular para o tratamento de
diversos processos inflamatérios, como ja citados anteriormente.

Estudos tém demonstrado a presencga de flavondides (PETRY et al., 2001;
DE-PARIS et al., 2002), compostos com propriedades antiinflamatérias amplamente
demonstradas (SAKATA et al., 2003; UEDA, YAMAZAKI, YAMAZAKI, 2004).
Segundo Borrelli e colaboradores (1996) a espécie Passiflora incarnata apresenta
efeitos antiinflamatérios importantes. Portanto, o estudo do efeito antiinflamatério da
espécie Passiflora edulis variagao flavicarpa Degener se torna relevante.

O estudo das plantas medicinais pode fornecer embasamento cientifico para
a medicina popular que ainda é a unica fonte terapéutica em grande parte da
populagdo com baixo poder socio-econdmico-social. Além disso, o uso de
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medicamentos fitoterapicos movimenta milhdes de reais anualmente (GARCIA et al.,
1996 apud GUERRA e NODARI, 2001).

Além disso, estudos sobre as curvas dose e tempo-resposta da Passiflora
edulis Sims no modelo de inflamagéo da pleurisia induzida pela carragenina foram
realizados em nosso grupo de pesquisa pelo mestrando Alvaro Vargas Jr. Este autor
demonstrou que a Passiflora edulis Sims inibiu a migragcdo de leucdcitos,
polimorfonucleares, mononucleares e ainda a exsudagao na dose de 250 mg/kg de
animal, quando administrada por via intraperitoneal, 0,5 h antes da carragenina
(Figuras 1 e 2).
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Figura 1: Efeito das diferentes doses do extrato Passiflora edulis Sims (100-1000 mg/kg, i.p.) administrado 0,5 h antes da
carragenina (Cg 1%/cav.) no modelo da pleurisia em camundongos, sobre os niveis de leucécitos totais (A), polimorfonucleares
(B), mononucleares (C) e exsudagao (D). Sal = Animais tratados apenas com salina estéril (NaCl 0,9%, i.pl.). Cg = Animais
tratados apenas com carragenina. Indo = Animais tratados com indometacina (10 mg/kg, i.p., 0,5 h) e carragenina. 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 carragenina e os demais grupos (VARGAS, 2004).
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Figura 2: Efeito do extrato Passiflora edulis Sims (250 mg/kg, i.p.) administrado 0,5-4 h antes da carragenina (Cg 1%/cav.) no
modelo da pleurisia em camundongos, sobre os niveis de leucdcitos totais (A), polimorfonucleares (B), mononucleares (C) e

exsudagéo (D). Sal

= Animais somente tratados com salina estéril (NaCl 0,9%, i.pl.). Cg = Animais tratados apenas com

carragenina. Indo = Animais tratados com indometacina (10 mg/kg, i.p., 0,5 h) e carragenina. Cada grupo representa uma

média de 5 a 10 animais e a barra vertical o e.p.m. *
entre o grupo tratado com a carragenina e os demais grupos. *

2004).

ou #P <0,05 e ** ou ## P < 0,01 representam a significancia da diferenca
e ** representam a inibicdo e # e ## o aumento (VARGAS,
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Estudar o mecanismo de acgéo antiinflamatorio do extrato Passiflora edulis

variagdo flavicarpa Degener, na resposta inflamatoria induzida por diferentes

agentes flogisticos (carragenina, bradicinina, histamina ou substéncia P) nos

modelos da pleurisia e da bolsa de ar, em camundongos.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Selecionar o(s) extrato(s) obtidos das folhas, raizes ou pericarpo dos frutos
maduros de P. edulis que apresentou melhor atividade antiinflamatéria inibindo
os leucaocitos e/ou a exsudagao, quando administrados por via intraperitoneal, no
modelo da pleurisia induzida pela carragenina;

Estudar as curvas dose e tempo-resposta do extrato P. edulis folnas no modelo
da bolsa de ar induzida pela carragenina, em camundongos;

Estudar o mecanismo de acgdo antiinflamatoria do(s) extrato(s) escolhido(s)
anteriormente, analisando-se o efeito deste(s) sobre a atividade da
mieloperoxidase, adenosina-deaminase, niveis de nitrato/nitrito, fator de necrose
tumoral alfa, interleucina 1 beta, quemocina de neutrofilo e proteina inflamatoria
de macréfago 2 em dois modelos de inflamacgao: pleurisia e bolsa de ar induzidos
pela carragenina;

Verificar se o(s) extrato(s) escolhido(s) inibe(m) outros mediadores da inflamagao
(bradicinina, histamina e substancia P) estudando-se o efeito deste(s) sobre a
migragdo dos leucdcitos e a exsudagao no lavado pleural e da bolsa de ar de

animais com inflamagao induzida por estes agentes flogisticos.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. MATERIAL BOTANICO

Os procedimentos referentes a obtencao e as analises dos extratos aquosos
liofilizados da Passiflora edulis variagao flavicarpa Degener (P. edulis) avaliados
neste trabalho foram realizados por Silvana M. Zucolotto sob orientacdo do professor
Dr. Eloir P. Schenkel, no Laboratério de Quimica Farmacéutica, Departamento de
Ciéncias Farmacéuticas, Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC),
Florianopolis/SC.

4.1.1. Coleta e identificagao

As folhas e os frutos de P. edulis foram coletadas na cidade de Anténio Carlos
no Estado de Santa Catarina em junho de 2003. As raizes foram coletadas no
mesmo local em outubro de 2003.

O material botanico foi caracterizado e identificado pelo professor Dr. Daniel
Falkenberg do Departamento de Boténica da UFSC, Florianopolis/SC. A exsicata
desta planta esta depositada no herbario da UFSC, sob o numero ICN 33886.

4.1.2. Preparagao dos extratos

As folhas e as raizes da P. edulis foram secas a temperatura ambiente, ao
abrigo da luz e calor, durante duas semanas. Esses materiais vegetais foram
triturados em moinho de facas (Magmont Equipamentos, Brasil). O pericarpo (albedo
e casca) dos frutos maduros foi utilizado in natura e picotado com auxilio de uma
faca. Os extratos aquosos das folhas, raizes e pericarpo foram preparados por
infusdo, na proporgédo 1:10 (planta/solvente, p/v), sendo que os materiais vegetais
foram deixados em contato com agua fervente durante 10 min, filtrados e liofilizados
(Edward"” E-C Micromodulyo Feezer Dryer, EUA).

Todos os extratos obtidos foram analisados através de cromatografia em
camada delgada (CCD), utilizando-se como eluente solugdo de acetato de etila:
acido formico: agua (na proporgao de 80:10:10, v/v/v) e Reagente Natural A (1%)
(revelador) (solugdo metandlica de difenilboriloxietilamina 1%). Amostras padrdes de
orientina, isoorientina, vitexina e isovitexina foram utilizadas (Extrasynthése, Franca).
Utilizando-se a CCD, observou-se a presenca de flavonoides C-glicosideos, no
extrato aquoso liofilizado das folhas. Além disso, foi identificado, neste extrato, o
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predominio de C-glicosilflavonas, orientina e isoorientina. No extrato aquoso
liofilizado do pericarpo dos frutos maduros também foi observado, em menor

quantidade, a presenca de flavonoides C-glicosideos. No extrato aquoso liofilizado

das raizes nao foi observada a presenga desses compostos (ZUCOLOTTO, 2005).

4.2. FARMACOS E REAGENTES

Na tabela 1 encontram-se os principais farmacos e reativos utilizados, suas

procedéncias e sua utilizagao.

Tabela 1: Farmacos e reativos utilizados, suas procedéncia e usa utilizagao

Farmacos e reativos

Procedéncia

Utilizacao

Extratos aquosos
liofilizados das folhas,
raizes e pericarpo dos

frutos maduros da
Passiflora edulis var.

flavicarpa Degener

Universidade Federal de
Santa Catarina,
Florianopolis, SC, Brasil

Pesquisa do efeito
antiinflamatério

Carragenina (grau V),
Bradicinina, Histamina e
Substancia P

Sigma Chemical Co., St.
Louis, CO, EUA

Agentes flogisticos

Prodome Quimica e

Farmaco antiinflamatoério

Dexametasone Farmacéutica Ltda., .
Campinas, SP, Brasil esteroidal
Ranbaxy Laboratories Ltd., Farmaco que inibe a agio
Captopril Dewas Madhya Pradesh, q .
india e quininases
Tark Newprovéfalgirals, PR, Diluente para leucécitos
. Newprov, Pinhais, PR, Corante para contagem
May-Granwald Brasil diferencial dos leucécitos
Giemsa Laborclin, Pinhais, PR, Corante para contagem
Brasil diferencial dos leucécitos
Azul de Evans Acros-Organics, New Corant_e que se Iig_a a
Jersey, EUA albumina plasmatica
Mieloperoxidase de Sigma Chemical Co., St. . -
neutrafilos humanos o ouis, CO. EUA Enzima de leucocitos
Peréxido de hidrogénio Vetec, Rio de Janeiro, RJ, Quantificagao de
(H202, 30%) Brasil mieloperoxidade
Orto-dianisidina 2HCI Sigma Chemical Co., St. Quantificagédo de
(3,3’dimetoxibenzidina) Louis, CO, EUA mieloperoxidade

Azida sodica

Riedel-de Haén, Alemanha

Quantificagao de
mieloperoxidade

Fosfato de sodio
(NaH2PO,)

Vetec, Rio de Janeiro, RJ,
Brasil

Quantificacado de
mieloperoxidade, nitrato e
nitrito
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Sulfato de zinco (ZnSOs) Vetec, Rio de J_anelro, RJ, Desproteizagcao das
Brasil amostras
Formato de aménio Acros-Organics, New Quantificagao de nitrato e
(CHsNOy) Jersey, EUA nitrito
Nitrato (NO3 _) e nitrito Fluka, Buchs, Suica Quantlﬁcag_ao_ de nitrato e
(NO2) nitrito
Acido fosférico (HsPO) Nuclear, Dlad_ema, SP, Quantlﬁcag_ao_ de nitrato e
Brasil nitrito

Escherichia coli (E.C.
ATCC 25922) e
sulfanilamida (CgHgN20,S)

Sigma Chemical Co., St.
Louis, CO, EUA

Quantificagao de nitrato e
nitrito

Dihidrocloreto de N-(1-
naftil)-etilenodiamina
(C12H16CI2N2)

Merck, Darmstardt,
Alemanha

Quantificagao de nitrato e
nitrito

Hidréxido de sédio (NaOH)

Reagen, Rio de Janeiro,
RJ, Brasil

Quantificagao de nitrato,
nitrito e adenosina-
deaminase

Fosfato de sodio
monohidratado
(NaH2P04.H20)

Vetec, Rio de Janeiro, RJ,
Brasil

Quantificacado de
adenosina-deaminase

Fosfato de hidrogénio
dissddico dodecahidratado
(NazHPO4.12H,0)

Vetec, Rio de Janeiro, RJ,
Brasil

Quantificagado de
adenosina-deaminase

Sulfato de aménio
(NH3S04)

Synth, Diadema, SP, Brasil

Quantificagao de
adenosina-deaminase

Fenol (CsHsOH)

Reagen, Rio de Janeiro,

Quantificagao de

RJ, Brasil adenosina-deaminase
Nitroprussiato de sédio Nuclear, Diadema, SP, Quantificagao de
(CsFeNsNa20.2H,0) Brasil adenosina-deaminase

Adenosina (C1oH13N504)

Fluka, Buchs, Suica

Quantificagao de
adenosina-deaminase

Kit de Elisa com anticorpo
monoclonal anti-TNFa de
camundongo

BD - Biosciences
Pharmingen, San Diego,
CA, EUA

Quantificagdo de TNFa

Kit de Elisa com anticorpo
de coelho anti-IL-13 de
rato

IBL - Immuno Biological
Laboratories Co. Ltd.,
Fujioka-city, Gunma, Japan

Quantificagao de IL-13

Kit de Elisa com anticorpo
de coelho anti-KC de
camundongo

IBL - Immuno Biological
Laboratories Co. Ltd.,
Fujioka-city, Gunma, Japan

Quantificagdo de KC

Kit de Elisa com anticorpo
de coelho anti-MIP-2 de
camundongo

IBL - Immuno Biological
Laboratories Co. Ltd.,
Fujioka-city, Gunma, Japan

Quantificagdo de MIP-2

Elisa = enzimaimunoensaio; IL-13 = interleucina 1 beta; KC = quemocina de neutrdfilo; MIP-2 = proteina inflamatéria de
macéfago 2; TNFa = fator de necroso tumoral alfa; var. = variagao.

Outros sais e reagentes, de grau de pureza analitica, foram obtidos de

diferentes fontes comerciais.
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No dia dos experimentos, os extratos aquosos liofilizados da P. edulis foram

dissolvidos em solucgédo salina estéril, a temperatura ambiente.

4.3. ANIMAIS

No nosso estudo foram utilizados camundongos albinos suigos com 1 a 2
meses de idade, de ambos os sexos, pesando entre 18 a 30 g, fornecidos pelo
Biotério Central da UFSC.

Os animais foram mantidos em ciclo claro-escuro de 12 h, acondicionados em
gaiolas de plastico (40 x 32 cm), sob temperatura ambiente (média de 25°C), com
livre acesso a agua e ragéo.

Os experimentos foram realizados entre 8 e 18 h e foram conduzidos de
acordo com as orientacbes para os cuidados com animais de laboratério
(ZIMMERMANN, 1983) e normas estabelecidas pela Comissdo de Etica na
Utilizacdo de Animais (CEUA) da UFSC (numero do protocolo: 299/CEUA e
23080.014518/2004-15/UFSC).

4.4. PROCEDIMENTO ANESTESICO

A anestesia foi induzida com pentobarbital (25 mg/kg) administrados por via
intraperitoneal (i.p.), a fim de possibilitar a administracdo da solugéo corante de azul
de Evans (25 mg/kg, intraorbital, i.0.) com o objetivo de avaliarmos indiretamente a

exsudacao.

4.5. SACRIFICIO DOS ANIMAIS

No modelo da pleurisia, os animais foram sacrificados com overdose de
pentobarbital tendo em vista que o sacrificio por deslocamento cervical ndo é
possivel, uma vez que na execugao deste procedimento ocorre sangramento para a
cavidade pleural, o que inviabiliza a metodologia da pleurisia. Ja no modelo da bolsa

de ar, os animais foram sacrificados por deslocamento cervical.
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4.6. METODOS

4.6.1. Modelos de inflamagao aguda utilizados

* Inflamagao induzida por diferentes agentes flogisticos no modelo da
pleurisia, em camundongos

Em diferentes grupos de animais induziu-se a pleurisia utilizando-se
diferentes agentes flogisticos (carragenina, bradicinina, histamina ou substancia P)
conforme protocolos descritos na literatura por Saleh, Calixto, Medeiros (1996;
1997), Frode-Saleh, Calixto, Medeiros (1999) e Da Cunha e colaboradores (2001),
respectivamente. Os agentes flogisticos foram utilizados nas seguintes
concentragbes: carragenina (Cg: 1%, 0,1 mL/cavidade) (SALEH, CALIXTO,
MEDEIROS, 1996), bradicinina (BK: 10 nmol/cav.) (SALEH, CALIXTO, MEDEIROS,
1997), histamina (HIST: 100 pg/cav.) (DA CUNHA et al., 2001) e substancia P (SP:
20 nmol/cav.) (FRODE-SALEH, CALIXTO, MEDEIROS, 1999).

Na pleurisia induzida pela BK, os animais foram tratados previamente com
captopril (5 mg/kg, i.p.) 0,5 h antes da aplicacéo de BK para evitar a degradacao da
BK pelas quininases (CAMPOS e CALIXTO, 1995).

No dia dos experimentos, os animais receberem 0,1 mL de solugéo fisiologica
estéril (NaCl 0,9%) ou do agente flogistico (Cg, BK, HIST ou SP) administrado na
cavidade pleural direita através do espaco intercostal utilizando-se de uma agulha
13x5 mm e canula de poliestireno. A analise da resposta inflamatéria da pleurisia foi
observada 4 h apds a administracdo do agente flogistico. Os animais foram
sacrificados com overdose de pentobarbital, foram fixados em mesa cirurgica, em
declive de 30° a 45° foi feita uma incisdo transversal na pele e nos musculos
abdominais. Em seguida, o apéndice xiféide foi pingado e a cavidade pleural foi
exposta. Imediatamente, a cavidade pleural foi lavada, com auxilio de pipeta
automatica, com duas aliquotas de 0,5 mL (totalizando 1 mL) de solugédo salina
tamponada (PBS: pH 7,6: NaCl 137 mM, KCI 2 mM e tamp&o fosfato 10 mM) e
heparinizada (20 Ul/mL).

Para a avaliacdo indireta da exsudagao os animais foram tratados com uma
solugdo do corante azul de Evans (25 mg/kg, 0,2 mL/animal, i.0.) 40 min antes da
indugdo da pleurisia (SALEH, CALIXTO, MEDEIROS, 1996; 1997; FRODE-SALEH,
CALIXTO, MEDEIROS, 1999; DA CUNHA et al., 2001).

Os experimentos foram sempre acompanhados por controle positivo (animais

tratados somente com um dos agentes flogisticos por via intrapleural, i.pl.). Controle
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negativo (animais tratados somente com salina ou o veiculo de diluicdo dos extratos
estéreis, i.pl.). Controle de farmaco com efeito antiinflamatorio (dexametasona:
inibidor da fosfolipase Az, 6xido nitrico sintetase induzida, ciclooxigenase-2 e fator de
transcrigdo nuclear NF-kB, entre outros) na dose de 0,5 mg/kg (i.p.) administrado 0,5
h antes da pleurisia induzida por Cg, BK, HIST ou SP (SALEH, CALIXTO,
MEDEIROS, 1997; 1999; FRODE-SALEH, CALIXTO, MEDEIROS, 1999).

Na pleurisia induzida pela Cg os seguintes parametros foram estudados:
migragdo leucocitaria, exsudag¢do, mieloperoxidase, Oxido nitrico, adenosina-
deaminase, fator de necrose tumoral alfa, interleucina 1 beta, quemocina de
neutrofilo e proteina inflamatdria de macrofago 2. Ja na pleurisia induzida pela BK,
HIST ou SP estudou-se apenas a migragao de leucocitos e a exsudagao.

* Inflamacgao induzida por diferentes agentes flogisticos no modelo da bolsa
de ar, em camundongos

Diferentes agentes flogisticos (Cg, BK, HIST ou SP) foram utilizados para
induzir a inflamac&o em diferentes grupos de animais. Os agentes flogisticos foram
utilizados nas seguintes concentragdes: Cg (1%, 0,5 mL/cav.) (SIN et al., 1997), BK
(20 nmol/cav.), HIST (10 pmol/cav.) e SP (40 nmol/cav.).

Na bolsa de ar induzida pela BK, os animais foram tratados previamente com
captopril (5 mg/kg, i.p.) 0,5 h antes da aplicagdo de BK para evitar a acdo das
enzimas quininases sobre a BK (SALEH, CALIXTO, MEDEIROS, 1997).

Neste protocolo experimental, os animais receberam injecées de 1,5 mL de ar
por via subcutanea (s.c.) por trés dias alternados para a formagéo da bolsa de ar. No
sexto dia foi administrado um dos agentes flogisticos (Cg, BK, HIST ou SP, s.c.).
Apo6s 23 h da inducdo da inflamagao os animais receberam solugéo azul de Evans
(25 mg/kg, i.0.) e apos 1 h foram sacrificados por deslocamento cervical. Em
seguida, foram fixados em mesa cirurgica, a bolsa de ar foi aberta e lavada, com
auxilio de pipeta automatica, com 1 mL de salina estéril tamponada (PBS - pH 7,6) e
heparinizada (20 Ul/mL).

No modelo da bolsa de ar induzida pela Cg os seguintes parédmetros foram
estudados: migracdo leucocitaria, exsudagdo, mieloperoxidase, Oxido nitrico,

adenosina-deaminase, fator de necrose tumoral alfa, interleucina 1 beta, quemocina
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de neutrdfilo e proteina inflamatéria de macrofago 2. Ja na bolsa de ar induzida pela
BK, HIST ou SP estudou-se apenas a migragéo de leucdcitos e a exsudagao.

Neste protocolo experimental também foi utilizado controle positivo (animais
tratados somente com um dos agentes flogisticos), controle negativo (animais
tratados somente com 0,5 mL de salina ou o veiculo estéreis de diluicdo dos extratos
s.c.). Além disso, utilizou-se também a dexamethasona (0,5 mg/kg, i.p.) administrada
em duas doses, sendo a primeira 0,5 h antes da indugdo da inflamacéo e a segunda
12 h apos esta indugéo.

4.6.2. Técnicas utilizadas
4.6.2.1. Contagem total e diferencial de leucoécitos nos lavados pleural e da
bolsa de ar

Para a contagem de leucdcitos totais foi utilizado 20 yL dos lavados da
cavidade pleural e da bolsa de ar, diluidos 1:20 em solugao de Turk, utilizando-se
camara de Newbauer com auxilio de microscopio 6tico comum (aumento 400 vezes).

Para a contagem diferencial, 50 yL das aliquotas dos lavados pleural e da
bolsa de ar foram utilizados para a confecgdo dos esfregagos celulares em
citocentrifuga (Cytopro® citocentrifuga modelo: 7620, Wescor, Logan, Utah, EUA) e
corados pelo método de MayGrunwald-Giemsa. A contagem celular diferencial
(polimorfonucleares e mononucleares) foi realizada também em microscopio optico
comum, com auxilio de objetiva de imersdo (aumento de 1000 vezes), contando-se
100 células por lamina. Os resultados foram expressos em numero total de células
x10°.

* Coloragao dos esfregacgos celulares

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

As laminas contendo o sedimento dos lavados pleural e da bolsa de ar apds
centrifugagdo em citocentrifuga foram secas em posi¢cdo horizontal a temperatura
ambiente. Em suporte de coloragao apropriado, as laminas foram cobertas com 1 mL
de corante May-Grunwald e mantidas em contato com o sedimento por 2 minutos. A
seguir adicionou-se agua deionizada (1 mL) nas laminas, com auxilio de pipeta
automatica com capacidade de 1 mL. Apds 3 min, o corante foi removido e cobriu-se
a lamina com corante Giemsa (diluido 1:20 em agua deionizada) por 15 min. A
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seguir, as laminas foram lavadas em &agua deionizada e secas a temperatura

ambiente. Os resultados foram expressos em nimero total de células x10°.

4.6.2.2. Determinacao do exsudato nos lavados pleural e da bolsa de ar

No dia dos experimentos, uma aliquota (200 pL) dos lavados pleural e da
bolsa de ar foram reservadas para a determinacédo dos niveis de azul de Evans em
leitor de Elisa (enzimaimunoensaio) (Organon-Tecknica, Roseland, New Jersey,
EUA), por leitura da densidade otica, em comprimento de onda 620 nm, de acordo
com a metodologia descrita por Saleh, Calixto, Medeiros (1996; 1997), Saleh e
colaboradores (1998), Frode-Saleh, Calixto, Medeiros (1999) e Da Cunha e
colaboradores (2001). Para a quantificagdo dos niveis de azul de Evans, curvas-
padrdo com concentragbes previamente conhecidas do corante (0,1-25 pg/mL)
tiveram suas densidades oticas determinadas, e formulou-se uma equacio da reta.

Os valores das concentragdes de azul de Evans foram expressos em pg/mL.

4.6.2.3. Determinacao da atividade da mieloperoxidase nos lavados pleural e da
bolsa de ar

Neste grupo de experimentos, os animais ndo foram previamente tratados
com o corante azul de Evans. Imediatamente apds a sacrificio dos animais,
amostras dos lavados pleural e da bolsa de ar de camundongos foram coletadas e
imediatamente processadas para a quantificacdo da atividade da mieloperoxidase
(MPO). Volumes de 40 pL do lavado ou do padrédo (MPO de neutrofilos humanos
(0,7-140 mU/mL)) foram transferidos para cubetas e a reagdo bioquimica iniciada
com a adicdo de 360 pL de sistema de incubagao (0,167 mg/mL de o-dianisidina
2HCI e 0,0005% de H20,). Apos 15 min de incubagao, a temperatura ambiente, a
reacdo enzimatica foi interrompida com a adi¢do de 30 pL de azida sodica (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 dticas
(450 nm) em leitor de Elisa (Organon-Tecknica, Roseland, New Jersey, EUA).
Curvas-padrdao com atividades conhecidas da MPO (0,7-140 mU/mL) também
tiveram suas densidades o6ticas determinadas, permitindo a quantificacédo dos

valores desconhecidos.
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Os valores da atividade da MPO foram expressos em mU/mL, com o auxilio

da equacgao da reta.

4.6.2.4. Determinacao dos niveis de nitrato e nitrito nos lavados pleural e da
bolsa de ar

O oxido nitrico (NO) foi quantificado pela formagdo de seus metabolicos
estaveis nitrato (NO3") e nitrito (NOy’), utilizando-se a reacdo de Griess (GREEN et
al., 1982; DI ROSA et al., 1996). Neste grupo de experimentos, os animais néo
receberam tratamento prévio com o corante azul de Evans. As amostras dos lavados
da cavidade pleural e da bolsa de ar 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-as hidroxido de sodio (2,5 N) e sulfato de zinco (10%). A seguir, 300 pL
dos lavados da cavidade pleural e da bolsa de ar foram diluidos em uma solugao
contendo formato de amoénio (30 pL), fosfato de sdédio (30 pL) e suspensdo de
Escherichia coli (EC ATCC 25922 (30 pL): diluida (1:10) em tamp&o PBS). A solugéo
foi incubada durante 2 h, em estufa a 37°C, e a seguir, centrifugada (50 x g, por 5
min). Cerca de 250 pL do sobrenadante foi transferido para uma cubeta, onde o
mesmo volume de solucéo de Griess: sulfanilamida (1%) (p/v), acido fosférico (5%)
(v/v) e N-(1-naftil) etilenodiamina (0,1%) (p/v) foi adicionado e incubado durante 10
minutos, a temperatura ambiente.

A reacdo de NO, com esse reagente produz uma coloragédo rosea, que foi
quantificada através da medida das densidades o6ticas em leitor de Elisa (Organon-
Tecknica, Roseland, New Jersey, EUA) em 540 nm. Curvas-padrdo com
concentragdes previamente conhecidas de NO3” e NOy (0-150 uM) (Fluka, Buchs,
Suica) também tiveram suas densidades oticas determinadas, permitindo a
quantificagédo dos valores de nitrato/nitrito (NO*) em puM, com auxilio da equagéo da
reta. (FRODE-SALEH, CALIXTO, MEDEIROS, 1999).

4.6.2.5. Determinagcdo da atividade da adenosina-deaminase nos lavados
pleural e da bolsa de ar
Neste grupo de experimentos, os animais também n&o foram tratados com o

corante azul de Evans. Inicialmente amostras com concentracbes conhecidas
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(volume final 2500 pL) de NaH,PO4.H;O (35 mM), Na;HPO4.12H,O (15 mM) e
NH3SO4 (15 mM) foram preparadas com a finalidade de obtermos uma curva-padrao
com atividades conhecidas (10-50 U/L). As amostras do fluido pleural e da bolsa de
ar (20 yL) foram transferidas para cubetas e a reacdo enzimatica iniciou-se com a
adicdo da solugéo de adenosina fosfato (pH 6,5, 500 pL, composi¢ao: NaH,PO4.H>,O
(35 mM), NaxHPO4.12H,O (15 mM) e adenosina (0,5 mM)). Apds periodo de
incubacdo de 1 h a 37°C, a reacao enzimatica foi bloqueada pela adi¢gao da solugao
(1000 pL) de fenol (1 mM), nitroprussiato de sédio (0,17 mM) e tampao fosfato (1000
pL: NaOCI: 11 mM) (GIUSTI e GALANTI, 1984). Esta solu¢do também foi adicionada
as cubetas contendo concentragdes diferentes das amostras padrdo (volume final
2500 pL). As absorbancias das amostras foram lidas em 620 nm em leitor de Elisa
(Organon-Tecknica, Roseland, New Jersey, EUA).

A quantificacdo das atividades desconhecidas de adenosina-deaminase
(ADA) foram expressas em U/L, com auxilio da equagao da reta.

4.6.2.6. Determinagao dos niveis de Fator de Necrose Tumoral alfa, Interleucina
1 beta, Quemocina de Neutrofilo e Proteina Inflamatéria de Macréfago 2 nos
lavados pleural e da bolsa de ar

As seguintes citocinas foram quantificadas: fator de necrose tumoral alfa
(TNFa), interleucina 1 beta (IL-1P), quemocina de neutrdfilo (KC) e proteina
inflamatodria de macréfago 2 (MIP-2) nos lavados pleural e da bolsa de ar utilizando
kits de Elisa (BD - Biosciences Pharmingen e IBL - Immuno Biolocical Laboratories).
Os animais, neste grupo de experimentos, ndo receberam tratamento com corante
azul de Evans. As amostras dos lavados da cavidade pleural e da bolsa de ar foram
coletadas e as analises processadas de acordo com as instru¢des do fabricante.

A quantificagdo dos niveis de TNFa foi realizada utilizando-se a técnica de
Elisa fase solida, método sandwich. Desta forma, diluiu-se as amostras dos lavados
pleural e da bolsa de ar com solugao diluente (salina tamponada contendo 0,09% de
azida sodica) (1:2) incubando-se 50 pL de amostra com 50 pL de diluente na placa
de Elisa contendo anticorpo monoclonal anti-TNFa fixado por 2 h em temperatura
ambiente. ApoOs este periodo a placa foi lavada com solugdo tampao de lavagem
(solucdo detergente com 0,02% de timerosal) em lavadora de Elisa (Organon-
Teknika, Washer 430, New Jersey, EUA). A seguir, anticorpo secundario policlonal
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anti-TNFa de camundongo (100 pL) foi adicionado e incubado por 1 h a temperatura
ambiente. A placa foi lavada com solugdo tamp&o de lavagem. Cem microlitos de
conjugado enzimatico (imunoglobulina do tipo IgG ligado ao complexo enzimatico
avidina-peroxidase contendo 0,01% de timerosal) foi incubado por 30 min a
temperatura ambiente. Novamente procedeu-se a lavagem da placa utilizando-se o
tamp&o de lavagem. Finalmente 100 puL de substrato (3,3°,5,5 -tetrametilbenzidina:
TMB) foi adicionado a placa de Elisa e incubado por 30 mim a temperatura
ambiente. A seguir, 100 pL de solugdo bloqueadora de reagdo enzimatica (H3PO4
1M) foi adicionada com a finalidade de proceder a leitura. Em paralelo curvas-padrao
com concentragcbes conhecidas de TNFa (31,3-2000 pg/mL) foram também
utilizadas. Quando necessario, as amostras dos controles e dos lavados pleural e da
bolsa de ar foram diluidas previamente (1:3) em soluc¢ao diluente (soro animal com
0,09% de azida sddica).

Para as dosagens quantitativas de IL-13, KC e MIP-2 utilizou-se a técnica de
Elisa de fase solida, método sandwich. Em diferentes placas Takatsy Sever foram
adicionadas 100 pL de cada amostra nas respectivas escavag¢des da placa de Elisa
contendo um dos anticorpos (anti-IL-1f3, anti-KC ou anti-MIP-2) fixado. Estas foram
incubadas por 1 h a 37°C. Em seguida as placas foram lavadas com solug&o tampao
de lavagem (tampéao fosfato contendo 0,05% de Tween 20) em lavadora de Elisa
(Organon-Teknika, Washer 430, New Jersey, EUA). Entdo, adicionou-se 100 pL dos
conjugados enzimaticos (imunoglobulina do tipo IgG com afinidade para a fragcao
Fab dos respectivos anticorpos anti-IL-1(3, anti-KC ou anti-MIP-2 mais a enzima
peroxidase). Esta mistura foi incubada por 30 mim a 4°C. Novamente a placa foi
lavada utilizando-se tamp&o de lavagem. A seguir, adicionou-se substrato (TMB, 100
pL). Apos 30 mim a temperatura ambiente adicionou-se 100 pL de H.SO4 1N e a
leitura foi realizada. Neste protocolo experimental foram também utilizadas curvas-
padrédo com concentragdes conhecidas de: IL-13 (100-6400 pg/mL), KC (23,44-1500
pg/mL) e MIP-2 (1-64 pg/mL). Quando necessario as amostras dos controles ou dos
lavados pleural e da bolsa de ar dos animais tratados foram diluidas em PBS
contendo 1% de soro albumina bovina e 0,05% de Tween 20.

As leituras de todas citocinas e suas respectivas curvas-padrao foram
realizadas em leitor de Elisa (Organon-Tecknica, Roseland, New Jersey, EUA) a 450

nm.
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As sensibilidades identificadas nos kits de Elisa foram: TNFa 5 pg/mL, IL-13
1,67 pg/mL, KC 1,27 pg/mL e MIP-2 0,36 pg/mL. Os coeficientes de variagcéo (CV)
intra e inter ensaios observados nos kits foram: TNFa: CV intra = 7,83+0,90%; CV
9,56+2,08%, IL-1B: CV intra = 6,204£0,40%; CV inter = 5,10+0,57%, KC: CV
9,67+0,96%; CV inter = 4,10+0,94% e MIP-2: CV intra = 10,87+5,78%; CV
inter = 4.87+0,90%. Curvas-padrdo com concentracdes conhecidas de cada citocina,
TNFa (31,3-2000 pg/mL), IL-1p (100-6400 pg/mL), KC (23,44-1500 pg/mL) e MIP-2

(1-64 pg/mL), também tiveram suas densidades oticas determinadas, permitindo a

inter

intra

quantificacdo dos valores desconhecidos com o auxilio da equagéo da reta. Os

valores de citocinas (TNFa, IL-1p3, KC e MIP-2) foram expressos em pg/mL.

4.6.3. Protocolo experimental
4.6.3.1. Triagem dos extratos de P. edulis (folhas, raizes e pericarpo),
avaliando-se seus efeitos sobre a migragao de leucoécitos e a exsudagao na
inflamacao induzida pela carragenina no modelo da pleurisia

Inicialmente realizaram-se curvas dose-resposta para cada extrato em estudo
no modelo da pleurisia induzida pela Cg. Desta forma diferentes grupos de animais
foram tratados previamente (0,5 h) da Cg, com extratos de P. edulis folhas (100-500
mg/kg, i.p.), P. edulis raizes (100-500 mg/kg, i.p.) ou P. edulis pericarpo (100-500
mg/kg, i.p.). Os leucocitos e a exsudacgéo foram avaliados 4 h apos (Figura 3).

Estudos prévios realizando-se a curva dose-resposta (100-1000 mg/kg, i.p.)
para o extrato obtido das folhas da P. edulis Sims demonstraram que a dose de 250
mg/kg (i.p.) foi a mais efetiva em inibir a migracdo dos leucocitos e os
polimorfonucleares dos animais com pleurisia induzida pela Cg (VARGAS, 2004).
Além disso, o estudo da curva tempo-resposta (0,5-4 h) demonstrou também que a
P. edulis Sims inibiu os leucdcitos e os polimorfonucleares quando administrada 0,5
h antes da Cg (leucdcitos (x10°): Sal: 1,30+0,10; Cg: 5,20+0,20; 250 mg/kg:
2,10+0,20; % de inibicdo: 60+5. Polimorfonucleares (x10°): Sal: 0,20+0,03; Cg:
4,10+0,30; 250 mg/kg: 1,40+0,20; % de inibicdo: 66+4) (P < 0,01) (VARGAS, 2004).

Apesar deste nosso trabalho utilizamos a espécie P. edulis var. flavicarpa, os
resultados realizados com a curva dose e tempo-resposta para esta espécie também
coincidem com estes resultados obtidos anteriormente por Vargas (2004) pelo qual
avaliou-se a P. edulis Sims. Desta forma, a P. edulis var. flavicarpa foi efetiva em
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inibir os leucocitos na dose de 250 mg/kg (i.p.) e no tempo de tratamento prévio de
0,5 h antes de Cg.

4.6.3.2. Inflamagao induzida por diferentes agentes flogisticos no modelo da
pleurisia

Com estes resultados obtidos o proximo passo foi estudar o mecanismo de
acao antiinflamatorio do extrato escolhido (P. edulis folhas) utilizando a melhor dose
(250 mg/kg, i.p.) e o melhor periodo de tratamento prévio (0,5 h).

Para este fim estudou-se o efeito deste extrato sobre a atividade da MPO,
ADA, niveis de NO, TNFa, IL-13, KC e MIP-2 na pleurisia induzida pela Cg. Além
disso, estudou-se também o efeito deste extrato sobre os niveis de leucdcitos e
exsudacdo na pleurisia induzida pela BK, HIST ou SP. Este ultimo protocolo
experimental foi realizado com a finalidade de estudar o efeito do extrato na inibicdo
de mediadores pro-inflamatérios responsaveis pela quimiotaxia celular e formacao
de edema (BK, HIST e SP) (Figura 3).

As analises de leucécitos e exsudagao foram realizadas segundo as técnicas
descritas nos itens 4.6.2.1. e 4.6.2.2., respectivamente.

4.6.3.3. Inflamagao induzida por diferentes agentes flogisticos no modelo da
bolsa de ar

Para comprovar o efeito antiinflamatério do extrato P. edulis folhas outro
modelo de resposta inflamatoria aguda foi estudado: a bolsa de ar.

Assim, uma curva dose-resposta também foi realizada neste modelo de
inflamacé&o para verificar a dose do extrato pelo qual se obtém o melhor efeito
inibitério sobre a migracéo de leucocitos e exsudagdo. Diferentes grupos de animais
foram tratados previamente (0,5 h) com diferentes doses do extrato P. edulis folhas
(50-500 mg/kg, i.p.) e os parametros ja mencionados foram quantificados no lavado
de bolsa de ar 24 h apds a indugéo da inflamagéao.

Apo6s a escolha da melhor dose que inibiu o influxo de leucdcitos e/ou
exsudacdo estudou-se o perfil temporal do extrato para avaliar o melhor tempo de
tratamento prévio. Diferentes grupos de animais foram tratados previamente com
uma das doses anteriormente estudadas de P. edulis folhas em diferentes periodos
de tempo (0,5 a 4 h) antes da administragdo de Cg. Os mesmos parametros
inflamatorios (migragéo de leucocitos e exsudagao) foram estudados 24 h apos.
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Apo6s a escolha da melhor dose e tempo de tratamento prévio, nos proximos
experimentos, estudou-se o efeito da P. edulis folhas sobre a atividade da MPO,
ADA, niveis de NO, TNFa, IL-13, KC e MIP-2 no modelo da bolsa de ar induzida
pela Cg e os leucdcitos e exsudagao na bolsa de ar induzida pela BK, HIST ou SP
(Figura 3).

As analises de leucécitos e exsudacdo foram realizadas conforme

metodologias descritas nos itens 4.6.2.1. e 4.6.2.2., respectivamente.
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4.6.3.4. Efeito do extrato P. edulis folhas, sobre a atividade da mieloperoxidase,
niveis de Oxido nitrico e atividade da adenosina-deaminase na inflamagao
induzida pela carragenina no modelo da pleurisia

Neste protocolo experimental foi investigado o efeito do extrato de P. edulis
folhas sobre a atividade da MPO e ADA e niveis de NO*, no lavado da cavidade
pleural de camundongos com pleurisia induzida pela Cg. O extrato foi administrado
na dose de 250 mg/kg (i.p.) 0,5 h antes da inducdo da pleurisia e apdés 4 h os
animais foram sacrificados e as analisados os parédmetros inflamatérios (SALEH,
CALIXTO, MEDEIROS, 1999; FRODE e MEDEIROS, 2001).

As andlises da MPO, NO* e ADA foram avaliadas segundo as metodologias
descritas nos itens 4.6.2.3.,4.6.2.4. € 4.6.2.5., respectivamente.

4.6.3.5. Efeito do extrato P. edulis folhas, sobre os niveis de Fator de Necrose
Tumoral alfa, Interleucina 1 beta, Quemocina de Neutrofilo e Proteina
Inflamatéria de Macréfago 2 na inflamagao induzida pela carragenina no
modelo da pleurisia

Neste protocolo experimental investigou-se o efeito do extrato P. edulis folhas
sobre os niveis de citocinas (TNFa, IL-13, KC e MIP-2), no lavado da cavidade
pleural de camundongos com pleurisia. Os animais receberam o extrato na dose de
250 mg/kg (i.p.) 0,5 h antes da administracédo de Cg e apos 4 h os animais foram
sacrificados e realizou-se as quantificacbes das citocinas citadas.

A quantificagdo das citocinas citadas a cima foram realizadas segundo as
metodologias descritas no item 4.6.2.6..

4.6.3.6. Efeito do extrato P. edulis folhas, sobre a migragao de leucdcitos e
exsudacgao na inflamagao induzida pela bradicinina, histamina ou substéancia P
no modelo da pleurisia

Neste modelo investigou-se o efeito de P. edulis folhas na inflamagéo
induzida por BK, HIST e SP. Para isso, diferentes grupos de animais foram tratados
com uma dose de P. edulis folhas (250 mg/kg, i.p.) administrada 0,5 h antes
inflamac&o. A seguir, a pleurisia foi induzida por um dos diferentes agentes
flogisticos (BK, HIST ou SP). Os parametros da inflamagao (migragéo de leucécitos
e exsudagao) foram avaliados 4 h apos.
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As analises de leucdcitos e exsudagao foram realizadas conforme descrito
nos itens 4.6.2.1. e 4.6.2.2., respectivamente.

4.6.3.7. Efeito do extrato P. edulis folhas, sobre a migragao de leucdcitos e
exsudacao na inflamacgdao induzida pela carragenina no modelo da bolsa de ar

Neste protocolo experimental uma curva dose-resposta foi realizada para
verificar a dose de extrato P. edulis folhas o qual inibiu a migragao de leucdcitos e a
exsudagao. Assim, diferentes grupos de animais foram tratados previamente (0,5 h)
com diferentes doses do extrato P. edulis folhas (50-500 mg/kg, i.p.) e os leucdcitos
e exsudacao foram quantificados no lavado de bolsa de ar 24 h apds a indugao da
infamagdo. Para avaliagdo da exsudac&o os animais foram tratados com solugéo
corante azul de Evans (25 mg/kg, i.0.) 1 h antes do sacrificio.

Apos a escolha da melhor dose realizou-se uma curva tempo-resposta para
avaliar o melhor tempo de tratamento prévio. Diferentes grupos de animais foram
tratados com uma dose de P. edulis folhas, daquelas estudadas anteriormente, em
diferentes periodos de tempo (0,5 a 4 h) antes da administragdo de Cg. A migracéo
de leucécitos e exsudagao foram estudadas 24 h apds.

As quantificagdes de leucécitos e exsudacao foram realizadas conforme
descrito nos itens 4.6.2.1. e 4.6.2.2., respectivamente.

4.6.3.8. Efeito do extrato P. edulis folhas, sobre a atividade da mieloperoxidase,
niveis de Oxido nitrico e atividade da adenosina-deaminase na inflamagao
induzida pela carragenina no modelo da bolsa de ar

Nesta etapa investigou-se o efeito do extrato P. edulis folhas sobre a atividade
da MPO e ADA e niveis de NO* no lavado da bolsa de ar de camundongos
inflamados. O extrato de P. edulis folhas (100 mg/kg, i.p.) foi administrado 0,5 h
antes da indugdo da inflamacdo. A quantificacdo dos parametros citados foi
realizada 24 h apos.

As analises de MPO, NO* e ADA foram realizadas segundo as metodologias
descritas nos itens 4.6.2.3.,4.6.2.4. € 4.6.2.5., respectivamente.
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4.6.3.9. Efeito do extrato P. edulis folhas, sobre os niveis de Fator de Necrose
Tumoral alfa, Interleucina 1 beta, Quemocina de Neutrofilo e Proteina
Inflamatéria de Macréfago 2 na inflamagdo induzia pela carrageninca no
modelo da bolsa de ar

Neste protocolo experimental, o efeito do extrato de P. edulis folhas sobre os
niveis de citocinas (TNFa, IL-13, KC e MIP-2) foi investigado no lavado da bolsa de
ar de camundongos inflamados. Sendo assim, os animais receberam P. edulis (100
mg/kg, i.p.) 0,5 h antes da induc¢&o da inflamacao e foram sacrificados 24 h apés.

As analises das citocinas TNFa, IL-13, KC e MIP-2 foram realizadas segundo

as metodologias descritas no item 4.6.2.6..

4.6.3.10. Efeito do extrato P. edulis folhas, sobre a migragdo de leucécitos e
exsudacgao na inflamagao induzia por bradicinina, histamina ou substancia P
no modelo da bolsa de ar

Os efeitos de P. edulis folhas sobre os niveis de leucdcitos e exsudacao na
inflamacédo induzida por BK, HIST ou SP, foram investigados neste protocolo
experimental. Para isso, diferentes grupos de animais foram tratados com P. edulis
folhas (100 mg/kg, i.p.) administrada 0,5 h antes inflamag&o. A seguir, a infamacao
foi induzida por um dos diferentes agentes flogisticos (BK, HIST ou SP). Os
parametros inflamatorios (migragao de leucdcitos e exsudagéo) foram avaliados 24 h
apos.

As analises de leucdcitos e exsudagao foram realizadas conforme descrito
nos itens 4.6.2.1. e 4.6.2.2., respectivamente.

4.7. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados dos parametros inflamatérios estudados (migragcéo celular,
exsudagédo, MPO, NO*, ADA, TNFa, IL-1B, KC e MIP-2) foram expressos através da
média + erro padrdo da meédia (e.p.m.). Diferengas estatisticas dos parametros
analisados entre os grupos controle e tratados com extrato foram realizados por
meio do teste de varidncia ANOVA (teste paramétrico), complementado pelo teste de
Dunnett. Quando necessario utilizou-se o teste “t” de Student (n&o-pareado).

Para todas as analises estatisticas, valores de P menores que 0,05 foram
considerados significativos.
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5. RESULTADOS

Devido a avaliagdo de diferentes extratos de P. edulis (folhas, raizes e
pericarpo), em diferentes modelos de inflamagao, os resultados foram mostrados em
duas etapas. Primeiramente foram demonstrados os resultados obtidos no modelo
da pleurisia induzida por diferentes agentes flogisticos e posteriormente os
resultados obtidos no modelo da bolsa de ar também induzida por diferentes
agentes flogistico.

5.1. RESULTADOS OBTIDOS NO MODELO DA PLEURISIA

5.1.1. Triagem dos extratos de P. edulis (folhas, raizes e pericarpo) avaliando-
se seus efeitos sobre a migragao de leucécitos e a exsudagao, na inflamacao
induzida pela carragenina no modelo da pleurisia

Neste protocolo experimental, o extrato aquoso liofilizado de P. edulis
pericarpo quando administrado nas doses de 100-500 mg/kg (i.p.) 0,5 h antes da
pleurisia induzida pela Cg 4 h, nao foi efetivo em inibir significativamente a migragao
de leucocitos, de polimorfonucleares (PMN) e a exsudagao para a cavidade pleural
dos animais com pleurisia quando comparados ao grupo-controle (animais tratados
com Cg) (P > 0,05) (Figuras 4A, 4B e 4D). Por outro lado, as doses de 250 e 500
mg/kg (i.p.) 0,5 h aumentaram significativamente a migracdo de mononucleares
(MONO) (x10°) (Sal: 1,14+0,07; Cg: 1,34+0,11; 250 mg/kg: 2,36+0,42; 500 mg/kg:
2,11+0,29) (P < 0,01) (Figura 4C). Os percentuais de inibicdo ou aumento estéo
listados na tabela 2.

Em relagdo ao extrato P. edulis raizes as doses de 250 e 500 mg/kg (i.p.)
administrado 0,5 h antes da indugao da pleurisia, promoveu inibigdo significativa da
migracdo de leucdcitos na cavidade pleural dos animais inflamados (x10°) (Sal:
1,32+0,08; Cg: 6,37+0,25; 250 mg/kg: 4,70+0,30; 500 mg/kg: 4,60+0,41) (P < 0,05)
(Figura 5A). Esta inibicdo se deu as custas da inibicdo de PMN (x10°) (Sal:
0,1840,03; Cg: 4,98+0,29; 100 mg/kg: 1,40+0,34; 250 mg/kg: 1,25+0,50; 500 mg/kg:
0,21+£0,05) (P < 0,01) (Figura 5B). Nas mesmas condigbes experimentais, este
extrato aumentou de maneira significativa os MONO (x10°) (Sal: 1,14+0,07; Cg:
1,34+0,11; 100 mg/kg: 4,01+0,44; 250 mg/kg: 3,45+0,37; 500 mg/kg: 4,39+0,39) (P <
0,01) (Figura 5C). Este extrato n&o foi capaz de inibir a exsudagao (P > 0,05) (Figura
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5D). Os percentuais de inibicdo ou aumento dos parédmetros inflamatorios:
leucécitos, PMN, MONO e exsudacao estao listados na tabela 2.

Em relagdo ao extrato de P. edulis folhas os resultados obtidos foram os
mesmo que Vargas Jr. (2004) obteve no estudo das curvas dose e tempo-resposta
em sua dissertacdo de mestrado. O extrato obtido das folhas de P. edulis Sims foi
efetivo em inibir a migracdo de leucdcito na dose de 250 mg/kg (i.p.) quando
administrado 0,5 h antes da Cg, sendo que esta inibigdo ocorreu as custas de uma
inibicdo na migragdo de PMN e MONO (VARGAS Jr, 2004). Porém, ndo se observou
a inibicdo da exsudacgao (resultados n&do mostrados).

A partir destes resultados foi escolhido o extrato de P. edulis folhas na dose
de 250 mg/kg (i.p.) administrada 0,5 h antes da Cg. Isto porque este foi 0 mais eficaz
inibindo, em menor dose, a inflamacgao (migragéo de leucdcitos).

E importante ressaltar que nenhum extrato estudado (P. edulis folhas, raizes
e pericarpo) foi efetivo em inibir a exsudagao (P > 0,05) (Figuras 4D e 5D) (Tabela
2).

A dexametasona (Dexa) (0,5 mg/kg, i.p., 0,5 h), inibiu significativamente a
migracdo de leucdcitos (x10°) (Sal: 1,32+0,08; Cg: 6,37+0,25; Dexa 0,5 mg/kg:
1,75+0,29) (P < 0,01) (Figuras 4A e 5A), PMN (x10°) (Sal: 0,18+0,03; Cg: 4,98+0,29;
Dexa 0,5 mg/kg: 1,33+0,21) (P < 0,01) (Figuras 4B e 5B), MONO (x10°) (Sal:
1,14+0,07; Cg: 1,34+0,11; Dexa 0,5 mg/kg: 0,44+0,12) (P < 0,01) (Figuras 4C e 5C)
e exsudacgao (pug/mL) (Sal: 2,42+0,14; Cg: 9,77+0,42; Dexa 0,5 mg/kg: 6,51+0,49) (P
< 0,01) (Figuras 4D e 5D). Os percentuais de inibigdo ou aumento dos parametros
estudados: leucacitos, PMN, MONO e exsudacéao estao listados na tabela 2.
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Tabela 2: Valores percentuais de inibicdo ou aumento dos parametros inflamatérios:
leucacitos, polimorfonucleares, mononucleares e exsudagdo em animais tratados
com P. edulis pericarpo (100-500 mg/kg, i.p., 0,5 h) ou P. edulis raizes (100-500
mg/kg, i.p., 0,5 h), na inflamacé&o induzida pela carragenina no modelo da pleurisia,
em camundongos

Leucécitos PMN MONO Exsudagio
Extrato e dose totais o (% de o
. o (% de TR (% de
(mgl/kg, i.p-, 0,5 h) (% de inibiczo) inibigdo ou inibico)
inibigao) aumento)

P. edulis pericarpo 100 - - - -
P. edulis pericarpo 250 - - 76x31## -
P. edulis pericarpo 500 - - 58+21## -
P. edulis raizes 100 - 60+£16** 199+33## -
P. edulis raizes 250 26+£5** 75£10** 155+27## -
P. edulis raizes 500 2816 96+£1** 228+29¢ -

Dexa 0,5 7245** 7314** 67+9** 33+£5**

Cada grupo representa a média das percentagens + e.p.m. de 4 a 6 animais. * P < 0,05 e ** ou ## P < 0,01 representam a
significancia da diferenga entre o grupo tratado com a carragenina e os demais grupos. * e ** representam a inibicéo e ## o
aumento. Dexa = dexametasona; MONO = mononucleares; PMN = polimorfonucleares.
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Figura 4: Efeito das diferentes doses do extrato P. edulis pericarpo (100-500 mg/kg, i.p.) administrado 0,5 h antes da
carragenina (Cg 1%/cav.) no modelo da pleurisia em camundongos, sobre os niveis de leucdcitos totais (A), polimorfonucleares
(B), mononucleares (C) e exsudagao (D). Sal = Animais tratados apenas com salina estéril (NaCl 0,9%, i.pl.). Cg = Animais
tratados apenas com carragenina. Dexa = Animais tratados com dexametasona (0,5 mg/kg, i.p., 0,5 h) e carragenina. Cada
grupo representa uma média de 4 a 6 animais e a barra vertical o e.p.m. ** e ## P < 0,01 representam a significancia da
diferenga entre o grupo tratado com a carragenina e os demais grupos. ** representa a inibigdo e ## o aumento.
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Figura 5: Efeito das diferentes doses do extrato P. edulis raizes (100-500 mg/kg, i.p.) administrado 0,5 h antes da carragenina
(Cg 1%lcav.) no modelo da pleurisia em camundongos, sobre os niveis de leucécitos totais (A), polimorfonucleares (B),
mononucleares (C) e exsudagéo (D). Sal = Animais tratados apenas com salina estéril (NaCl 0,9%, i.pl.). Cg = Animais tratados
apenas com carragenina. Dexa = Animais tratados com dexametasona (0,5 mg/kg, i.p., 0,5 h) e carragenina. Cada grupo
representa uma média de 4 a 6 animais e a barra vertical o e.p.m. * P < 0,05 e ** ou ## P < 0,01 representam a significancia da
diferenga entre o grupo tratado com a carragenina e os demais grupos. * e ** representam a inibigéo e ## o aumento.
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5.1.2. Efeito do extrato P. edulis folhas sobre a atividade da mieloperoxidase,
niveis de nitrato/nitrito e atividade da adenosina-deaminase, na inflamacgao
induzida pela carragenina no modelo da pleurisia

O extrato P. edulis folhas (250 mg/kg, i.p.) administrado 0,5 h antes da Cg
inibiu de forma significativa a atividade da MPO (mU/mL) (Sal: 42,50+7,28; Cg:
213,20+13,34; 250 mg/kg: 77,20+8,41) (P < 0,01) (Figura 6A), os niveis de NO* (uM)
(Sal: 6,04+0,59; Cg: 29,90+2,59; 250 mg/kg: 15,74+2,40) (P < 0,01) (Figura 6B) e a
atividade de ADA (U/L) (Sal: 3,60+0,66; Cg: 9,09+1,61; 250 mg/kg: 3,4040,49) (P <
0,01) (Figura 6C) na pleurisia induzida pela Cg. A dexametasona (0,5 mg/kg, i.p., 0,5
h) também inibiu de forma significativa a atividade da MPO (mU/mL) (Sal:
42,50+7,28; Cg: 213,20+13,34; Dexa 0,5 mg/kg: 135,80+14,64) (P < 0,01) (Figura
6A) e os niveis de NO* (uM) (Sal: 6,04+0,59; Cg: 29,90+2,59; Dexa 0,5 mg/kg:
18,24+2,16) (P < 0,01) (Figura 6B), porém n&o foi eficaz em inibir a ADA (P > 0,05)
(Figura 6C). Os percentuais de inibigdo dos parametros inflamatorios: MPO, NO* e
ADA estdo listados na tabela 3.

Tabela 3: Valores percentuais de inibicdo da atividade da mieloperoxidase, niveis de
oxido nitrico e atividade da adenosina-deaminase em animais tratados com P. edulis
folhas (250 mg/kg, i.p., 0,5 h), na inflamag&o induzida pela carragenina no modelo
da pleurisia, em camundongos

Extrato e dose Mieloperoxidase Oxido nitrico = Adenosina-deaminase

(mg/kg, i.p., 0,5 h) (% de inibicdo) (% de inibi¢ao) (% de inibigao)
P. edulis folhas 250 64+4** 47+8** 62+5**
Dexa 0,5 36£7** 39+7** -

Cada grupo representa a média das percentagens + e.p.m. de 4 a 6 animais. ** P < 0,01 representa a significancia da diferenca
entre o grupo tratado com a carragenina e os demais grupos. Dexa = dexametasona.
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Figura 6: Efeito do extrato P. edulis folhas (250 mg/kg, i.p.) administrado 0,5 h antes da carragenina (Cg 1%/cav.) no modelo
da pleurisia em camundongos, sobre a atividade da mieloperoxidase (A), niveis de nitrato/nitrito (NO*) (B) e atividade da
adenosina-deaminase (C). Sal = Animais somente tratados com salina estéril (NaCl 0,9%, i.pl.). Cg = Animais tratados apenas
com carragenina. Dexa = Animais tratados com dexametasona (0,5 mg/kg, i.p., 0,5 h) e carragenina. Cada grupo representa
uma média de 4 a 6 animais e a barra vertical o e.p.m. ** P < 0,01 representa a significancia da diferencga entre o grupo tratado
com a carragenina e os demais grupos.
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5.1.3. Efeito do extrato P. edulis folhas sobre os niveis de Fator de Necrose
Tumoral alfa, Interleucina 1 beta, Quemocina de Neutréfilo e Proteina
Inflamatéria de Macrofago 2, na inflamagao induzida pela carragenina no
modelo da pleurisia

O extrato P. edulis folhas (250 mg/kg, i.p., 0,5 h) foi efetivo em diminuir
significativamente os niveis de TNFa (pg/mL) (Sal: 73,67+0,01; Cg: 3653,00+£525,20;
250 mg/kg: 773,20+9,81) (P < 0,01) (Figura 7A) e IL-13 (pg/mL) (Sal: 3,38+3,38; Cg:
998,10+75,75; 250 mg/kg: 409,30+12,28) (P < 0,01) (Figura 7B) no lavado da
cavidade pleural dos animais tratados com extrato, quando comparados com
animais inflamados. No entanto, o extrato ndo foi capaz de diminuir os niveis de KC
e MIP-2 (P > 0,05) (Figuras 7C e D). Nas mesmas condigbes experimentais, a
dexametasona (0,5 mg/kg, i.p., 0,5 h) inibiu de forma significativa os niveis de TNFa
(pg/mL) (Sal: 73,67+0,01; Cg: 3653,00+525,20; Dexa 0,5 mg/kg: 2331,00+189,80) (P
< 0,05) (Figura 7A) e IL-1B (pg/mL) (Sal: 3,38+3,38; Cg: 998,10+75,75; Dexa 0,5
mg/kg: 612,70£107,90) (P < 0,05) (Figura 7B). Além disso, a dexametasona
aumentou os niveis de KC (pg/mL) (Sal: 3350,00£246,30; Cg: 26266,00£210,70;
Dexa 0,5 mg/kg: 46465,00£575,00) (P < 0,01) (Figura 7C) e ndo modificou os niveis
de MIP-2 (P > 0,05) (Figura 7D) no exsudato pleural dos animais inflamados. As
percentagens de inibigdo ou aumento das citocinas estudadas: TNFa, IL-13, KC e

MIP-2 estao listados na tabela 4.

Tabela 4: Valores percentuais de inibicdo ou aumento dos niveis de citocinas: fator
de necrose tumoral alfa, interleucina 1 beta, quemocina de neutrofilo e proteina
inflamatodria de macrofago 2 em animais tratados com P. edulis folhas (250 mg/kg,
i.p., 0,5 h), na inflamag&o induzida pela carragenina no modelo da pleurisia, em
camundongos

TNFa IL-1B KC MIP-2
(mEx,tkrat‘i’ e d:sseh) (% de (% de (%de (% de inibigdo
9/%g, 1-p-, ¥, inibicdo) inibicdo) aumento) ou aumento)
P. edulis folhas 250 791 59+1** - -
Dexa 0,5 36+5* 39+11* 77144 -

Cada grupo representa a média das percentagens + e.p.m. de 2 a 3 animais. * P < 0,05 e ** ou ## P < 0,01 representam a
significancia da diferenga entre o grupo tratado com a carragenina e os demais grupos. * e ** representam a inibicéo e ## o
aumento. Dexa = dexametasona; IL-1B = interleucina 1 beta; KC = quemocina de neutrdéfilo; MIP-2 = proteina inflamatéria de
macrofago 2; TNFa = fator de necrose tumoral alfa.
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Figura 7: Efeito do extrato P. edulis folhas (250 mg/kg, i.p.) administrado 0,5 h antes da carragenina (Cg 1%/cav.) no modelo
da pleurisia em camundongos, sobre os niveis de citocinas TNFa (A), IL-1B (B), KC (C) e MIP-2 (D). Sal = Animais somente
tratados com salina estéril (NaCl 0,9%, i.pl.). Cg = Animais tratados apenas com carragenina. Dexa = Animais tratados com
dexametasona (0,5 mg/kg, i.p., 0,5 h) e carragenina. Cada grupo representa uma média de 2 a 3 animais e a barra vertical o

e.p.m. * P < 0,05 e ** ou ## P < 0,01 representam a significancia da diferenga entre o grupo tratado com a carragenina e os
demais grupos. * e ** representam a inibicao e ## o aumento.
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5.1.4. Efeito do extrato P. edulis folhas sobre a migragdo de leucécitos e
exsudagao, na inflamacao induzida pela bradicinina, histamina ou substancia P
no modelo da pleurisia

Na pleurisia induzida pela BK, a administracdo do extrato P. edulis folhas
inibiu de forma significativa os leucécitos na dose de 500 mg/kg (i.p.) (x10°) (Sal:
1,32+0,08; BK: 1,79+0,13; 500 mg/kg: 1,22+0,08) (P < 0,05) (Figura 8A). Além disso,
este extrato inibiu os PMN (x106) (Sal: 0,18+0,03; BK: 0,22+0,03; 250: mg/kg:
0,05+0,01; 500 mg/kg: 0,13+0,03) (P < 0,05) (Figura 8B) e os MONO (x10°) (Sal:
1,14+0,07; BK: 1,57+0,13; 500 mg/kg: 1,09+0,10) (P < 0,05) (Figura 8C). P. edulis
folhas em nenhuma dose testada foi efetiva em inibir a exsudagao (P > 0,05) (Figura
8D). E importante ressaltar que na dose de 250 mg/kg (i.p.) ndo se observou inibigo
os leucaocitos (P > 0,05) (Figura 8A).

A administragdo de dexametasona (0,5 mg/kg, i.p., 0,5 h) foi efetiva em
diminuir significativamente a migragdo leucocitaria (x10°) (Sal: 1,32+0,08; BK:
1,79+0,13; Dexa 0,5 mg/kg: 1,00+0,04) (P < 0,01) (Figura 8A), os PMN (x10°) (Sal:
0,18+0,03; BK: 0,22+0,03; Dexa 0,5 mg/kg: 0,05+0,08) (P < 0,01) (Figura 8B), os
MONO (x10°) (Sal: 1,14+0,07; BK: 1,57+0,13; Dexa 0,5 mg/kg: 0,95+0,07) (P < 0,01)
(Figura 8C) e a exsudacgao (Sal: 2,42+0,14; BK: 2,74+0,18; Dexa 0,5 mg/kg:
0,36+0,04) (P < 0,01) (Figura 8D).

Na pleurisia induzida pela HIST, o extrato P. edulis folhas (250 mg/kg, i.p.)
administrado 0,5 h antes da HIST, inibiu significativamente a migragao leucocitaria
(x10°) (Sal: 1,32+0,08; HIST: 2,27+0,26; 250 mg/kg: 1,38%0,14) (P < 0,05) (Figura
9A). Esta inibicdo ocorreu as custas de PMN (x10°) (Sal: 0,18+0,03; HIST:
0,43%0,14; 250 mg/kg: 0,03+0,01) (P < 0,01) (Figura 9B). Nestas mesmas condi¢des
experimentais, o extrato n&o inibiu os MONO ou a exsudagao (P > 0,05) (Figuras 9C
e D).

Neste protocolo experimental, o farmaco dexametasona (0,5 mg/kg, i.p., 0,5
h) diminuiu de forma significativa a migragdo de leucécitos (x10°) (Sal: 1,32+0,08;
HIST: 1,79+0,13; Dexa 0,5 mg/kg: 1,00+0,04) (P < 0,05) (Figura 9A), os PMN (x10°)
(Sal: 0,18+0,03; HIST: 0,22+0,03; Dexa 0,5 mg/kg: 0,05+0,08) (P < 0,05) (Figura 9B)
e os MONO (x10°) (Sal: 1,14+0,07; HIST: 1,57+0,13; Dexa 0,5 mg/kg: 0,95+0,07) (P
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< 0,05) (Figura 9C). Nem o extrato de P. edulis folhas nem a dexametasona foram
capazes de inibir a exsudacé&o induzida pela HIST (P > 0,05) (Figura 9D).

Ja na pleurisia induzida pela SP, o extrato P. edulis folhas (250 mg/kg, i.p.,
0,5 h) inibiu significativamente os leucdcitos (x10°) (Sal: 1,32+0,08; SP: 3,03+0,18;
250 mg/kg: 1,67+0,26) (P < 0,01) (Figura 10A) e os PMN (x10°) (Sal: 0,18+0,03; SP:
2,05+0,18; 250 mg/kg: 0,39+0,22) (P < 0,01) (Figura 10B). Por outro lado, este
extrato aumentou os niveis de MONO (x10°) (Sal: 1,14+0,07; SP: 0,98+0,09; 250
mg/kg: 1,28+0,09) (P < 0,05) (Figura 10C). Ainda nestas mesmas condig¢des, o
extrato diminuiu a exsudacao (pg/mL) (Sal: 2,42+0,14; SP: 4,04+0,31; 250 mg/kg:
2,65+0,27) (P < 0,01) (Figura 10D).

A dexametasona (0,5 mg/kg, i.p., 0,5 h) inibiu significantemente os leucoécitos
(x10°) (Sal: 1,32+0,08; SP: 3,03+0,18; Dexa 0,5 mg/kg: 2,00+0,17) (P < 0,01) (Figura
10A), os PMN (x10°) (Sal: 0,18+0,03; SP: 2,05+0,18; Dexa 0,5 mg/kg: 0,80+0,40) (P
< 0,05) (Figura 10B) e a exsudagao (pg/mL) (Sal: 2,42+0,14; SP: 4,04+0,31; Dexa
0,5 mg/kg: 0,50+0,10) (P < 0,01) (Figura 10D).

Os percentuais de inibicdo ou aumento do extrato e da dexametasona na
pleurisia induzida pela BK, HIST ou SP encontram-se listados na tabela 5.
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Tabela 5: Valores percentuais de inibicdo ou aumento dos parametros inflamatorios:
leucacitos, polimorfonucleares, mononucleares e exsudagdo em animais tratados
com P. edulis folhas (250 mg/kg, i.p., 0,5 h), na inflamacé&o induzida pela bradicinina,
histamina ou substancia P no modelo da pleurisia, em camundongos

Substancia P

Extratc? e dose Brad.ic.in.in? Hist.arpi.na~ (% de inibicio ou
(mgl/kg, i.p-, 0,5 h) (% de inibicao) (% de inibicao) aumento)
Leucocitos totais
P. edulis folhas 250 - 39+6* 36+12**
P. edulis folhas 500 26+5* - -
Dexa 0,5 39+2** 457" 34+6**
Polimorfonucleares
P. edulis folhas 250 80+5** 93+2** 81+11**
P. edulis folhas 500 45+14* - -
Dexa 0,5 78+3** 566" 60+20*
Mononucleares
P. edulis folhas 250 - - 30+10#
P. edulis folhas 500 237" - -
Dexa 0,5 33+5** 42+7* -
Exsudacgao
P. edulis folhas 250 - - 34+7**
P. edulis folhas 500 - - -
Dexa 0,5 86+2** - 88+2**

Cada grupo representa a média das percentagens + e.p.m. de 4 a 6 animais. * e # P < 0,05 e ** P < 0,01 representam a
significancia da diferenga entre o grupo tratado com um dos agentes flogisticos e os demais grupos. * e ** representam a
inibicdo e # o aumento. Dexa = dexametasona.
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Figura 8: Efeito do extrato P. edulis folhas (250-500 mg/kg, i.p.) administrado 0,5 h antes da bradicinina (BK 10 nmol/cav.) no
modelo da pleurisia em camundongos, sobre os niveis de leucdcitos totais (A), polimorfonucleares (B), mononucleares (C) e
exsudagdo (D). Sal = Animais tratados apenas com salina estéril (NaCl 0,9%, i.pl.). BK = Animais tratados apenas com
bradicinina. Dexa = Animais tratados com dexametasona (0,5 mg/kg, i.p., 0,5 h) e bradicinina. Cada grupo representa uma
média de 4 a 6 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 bradicinina e os demais grupos.
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Figura 9: Efeito do extrato P. edulis folhas (250 mg/kg, i.p.) administrado 0,5 h antes da histamina (HIST 100 pg/cav.) no
modelo da pleurisia em camundongos, sobre os niveis de leucdcitos totais (A), polimorfonucleares (B), mononucleares (C) e
exsudagao (D). Sal = Animais tratados apenas com salina estéril (NaCl 0,9%, i.pl.). HIST = Animais tratados apenas com
histamina. Dexa = Animais tratados com dexametasona (0,5 mg/kg, i.p., 0,5 h) e histamina. Cada grupo representa uma média
de 4 a 6 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 histamina e os demais grupos.
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Figura 10: Efeito do extrato P. edulis folhas (250 mg/kg, i.p.) administrado 0,5 h antes da substancia P (SP 20 nmol/cav.) no
modelo da pleurisia em camundongos, sobre os niveis de leucdcitos totais (A), polimorfonucleares (B), mononucleares (C) e
exsudagdo (D). Sal = Animais tratados apenas com salina estéril (NaCl 0,9%, i.pl.). SP = Animais tratados apenas com
substancia P. Dexa = Animais tratados com dexametasona (0,5 mg/kg, i.p., 0,5 h) e substancia P. Cada grupo representa uma
média de 4 a 6 animais e a barra vertical o e.p.m. * ou # P < 0,05 e ** P < 0,01 representam a significancia da diferenga entre o
grupo tratado com a substancia P e os demais grupos. * e ** representam a inibigao e # o aumento.
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5.2. RESULTADOS OBTIDOS NO MODELO DA BOLSA DE AR
5.2.1. Efeito do extrato P. edulis folhas sobre a migragdo de leucécitos e
exsudacgao, na inflamacao induzida pela carragenina no modelo da bolsa de ar

O extrato P. edulis folhas nas doses de 100-500 mg/kg (i.p.) 0,5 h antes da Cg
foi efetivo em inibir significativamente a migracéo de leucdcitos no lavado da bolsa
de ar dos animais tratados com extrato quando comparados com grupo-controle: Cg
(x10°) (Sal: 0,72+0,14; Cg: 8,25+0,53; 100 mg/kg: 5,59+0,47; 250 mg/kg: 5,7820,59;
500 mg/kg: 5,54+0,98) (P < 0,05) (Figura 11A). Esta inibicdo ocorreu devido a uma
inibicdo na migracdo de PMN (x10°) (Sal: 0,26+0,06; Cg: 7,08+0,53; 100 mg/kg:
3,69+0,42; 250 mg/kg: 4,59+0,77) (P < 0,05) (Figura 11B). Na dose de 500 mg/kg
(i.p.) este extrato ndo alterou os niveis de PMN (P > 0,05) (Figura 11B). P. edulis
folhas nas doses de 50 e 100 mg/kg (i.p., 0,5 h) aumentou os MONO (x10°) (Sal:
0,45+0,17; Cg: 1,17+0,34; 50 mg/kg: 1,84+0,30; 100 mg/kg: 1,90+0,34) (P < 0,05)
(Figura 11C). Além disso, o extrato nas doses de 50 e 500 mg/kg (i.p.) também
aumentou os niveis de azul de Evans (ug/mL) (Sal: 1,69+0,22; Cg: 10,69+0,50; 50
mg/kg: 14,30+1,52; 500 mg/kg: 13,09+0,35) (P < 0,05) (Figura 9D).

A dexametasona inibiu os leucécitos (x10°) (Sal: 0,72+0,14; Cg: 8,25+0,53;
Dexa 0,5 mg/kg: 2,65+0,20) (P < 0,01) (Figura 11A), os PMN (x10°) (Sal: 0,26+0,06;
Cg: 7,08+0,53; Dexa 0,5 mg/kg: 2,25+0,17) (P < 0,01) (Figura 11B) e os MONO
(x10°) (Sal: 0,45+0,17; Cg: 1,17+0,34; Dexa 0,5 mg/kg: 0,40+0,04) (P < 0,05) (Figura
11C). O farmaco n&o foi efetivo em inibir a exsudagao (P > 0,05) (Figura 11D).

As percentagens de inibicdo ou aumento do extrato P. edulis folhas e da
dexametasona sobre os parametros inflamatoérios: leucécitos, PMN, MONO e
exsudacao estao listados na tabela 6.

Na analise do perfil temporal, o extrato P. edulis folhas (100 mg/kg, i.p.) foi
efetivo em inibir a migracao de leucdécitos somente quando administrado 0,5 h antes
da Cg (x10°) (Sal: 0,72+0,14; Cg: 8,25+0,53; 0,5 h: 5,59+0,47) (P < 0,05) (Figura
12A). Esse efeito inibitorio sobre a migracdo celular ocorreu as custas de PMN
(x10°) (Sal: 0,26%0,06; Cg: 7,08+0,53; 0,5 h: 3,68+0,42) (P < 0,01) (Figura 12B).
Nestas mesmas condigdes experimentais, o extrato foi efetivo em aumentar os
MONO (x10°) (Sal: 0,45+0,06; Cg: 1,17+0,17; 0,5 h: 1,90+0,30) (P < 0,05) (Figura
12C). O extrato P. edulis folhas (100 mg/kg, i.p.) quando administrado 2 e 4 h antes
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da indugéo da inflamagao pela Cg, aumentou de forma significativa a migragao de
leucdcitos para a bolsa de ar (x10°) (Sal: 0,72+0,14; Cg: 8,25+0,53; 2 h: 11,98+0,85;
4 h: 16,47+1,20) (P < 0,01) (Figura 12A), os PMN (x10°) (Sal: 0,26+0,06; Cg:
7,08+0,53; 2 h: 10,55+0,79; 4 h: 14,78+1,10) (P < 0,01) (Figura 12B) e os niveis de
azul de Evans (ug/mL) (Sal: 1,69+0,22; Cg: 10,69+0,50; 2 h: 13,74+0,94; 4 h:
17,94+0,60) (P < 0,05) (Figura 12D).

Os percentuais de inibicdo ou aumento dos parametros estudados: leucécitos
totais, PMN, MONO e exsudag¢ao em diferentes tempos de pré-tratamento estao
listados na tabela 7.

Tabela 6: Valores percentuais de inibicdo ou aumento dos parametros inflamatérios:
leucacitos, polimorfonucleares, mononucleares e exsudagdo em animais tratados
com P. edulis folhas (50-500 mg/kg, i.p., 0,5 h), na inflamag¢do induzida pela
carragenina no modelo da bolsa de ar, em camundongos

Leucocitos PMN MONO

Extrato e dose totais (% de (% de Ex?;ddaegao
(mg/kg, i.p., 0,5 h) (% de inibigdo inibicdo ou inibigao ou aun:ento)
ou aumento) aumento) aumento)

P. edulis folhas 50 48+16## 47+16# 59+27# 35+13#

P. edulis folhas 100 3216* 48+6** 66+24# -

P. edulis folhas 250 30+7* 35+11* - -

P. edulis folhas 500 34+11* - - 22+3#
Dexa 0,5 68+2** 68+2** 66+4** -

Cada grupo representa a média das percentagens + e.p.m. de 4 a 6 animais. * ou # P < 0,05 e ** ou ## P < 0,01 representam a
significancia da diferenca entre o grupo tratado com a carragenina e os demais grupos. * e ** representam a inibicéo e # e ## o
aumento. Dexa = dexametasona; MONO = mononucleares; PMN = polimorfonucleares.

Tabela 7: Valores percentuais de inibicdo ou aumento dos parametros inflamatério:
leucacitos, polimorfonucleares, mononucleares e exsudagdo em animais tratados
com P. edulis folhas (100 mg/kg, i.p.) administrada de 0,5 a 4 h antes da indug¢do da
inflamacé&o pela carragenina no modelo da bolsa de ar, em camundongos

Tempo de Leucécitos totais PMN MONO Exsudacao
tratamento (% de inibicao ou (% de inibicao (% de (% de
prévio (h) aumento) ou aumento) aumento) aumento)
0,5 3216* 48+6** 66+34# -
2 45+10## 49+11## - 29+8#
4 100+14## 109+16## - 68+6##

Cada grupo representa a média das percentagens + e.p.m. de 4 a 6 animais. * ou # P < 0,05 e ** ou ## P < 0,01 representam a
significancia da diferenca entre o grupo tratado com a carragenina e os demais grupos. * e ** representam a inibicéo e # e ## o
aumento. MONO = mononucleares; PMN = polimorfonucleares.
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Figura 11: Efeito das diferentes doses do extrato P. edulis folhas (50-500 mg/kg, i.p.) administrado 0,5 h antes da carragenina
(Cg 1%/cav.) no modelo da bolsa de ar em camundongos, sobre os niveis de leucécitos totais (A), polimorfonucleares (B),
mononucleares (C) e exsudagéo (D). Sal = Animais tratados apenas com salina estéril (NaCl 0,9%, s.c.). Cg = Animais tratados
apenas com carragenina. Dexa = Animais tratados com dexametasona (duas doses de 0,5 mg/kg, i.p.) e carragenina. Cada
grupo representa uma média de 4 a 6 animais e a barra vertical o e.p.m. * ou # P < 0,05 e ** ou ## P < 0,01 representam a
significancia da diferenca entre o grupo tratado com a carragenina e os demais grupos. * e ** representam a inibicéo e # e ## o

aumento.
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Figura 12: Efeito do extrato P. edulis folhas (100 mg/kg, i.p.) administrado 0,5-4 h antes da carragenina (Cg 1%/cav.) no
modelo da bolsa de ar em camundongos, sobre os niveis de leucdcitos totais (A), polimorfonucleares (B), mononucleares (C) e
exsudagao (D). Sal = Animais somente tratados com salina estéril (NaCl 0,9%, s.c.). Cg = Animais tratados apenas com
carragenina. Dexa = Animais tratados com dexametasona (duas doses de 0,5 mg/kg, i.p.) e carragenina. Cada grupo
representa uma média de 4 a 6 animais e a barra vertical o ep.m. * ou # P < 0,05 e ** ou ## P < 0,01 representam a
significancia da diferenca entre o grupo tratado com a carragenina e os demais grupos. * e ** representam a inibicao e # e ## o
aumento.
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5.2.2. Efeito do extrato P. edulis folhas sobre a atividade da mieloperoxidase,
adenosina-deaminase e niveis de nitrato/nitrito, na inflamagao induzida pela
carragenina no modelo da bolsa de ar

O extrato P. edulis folhas (100 mg/kg, i.p.) administrado 0,5 h antes da Cg,
inibiu de forma significativa a atividade da MPO (mU/mL) (Sal: 33,76+2,48; Cg:
366,40+11,76; 100 mg/kg: 253,10+11,61) (P < 0,01) (Figura 13A), os niveis de NO*
(M) (Sal: 3,32+0,28; Cg: 10,46+0,96; 100 mg/kg: 6,15+0,88) (P < 0,05) (Figura 13B)
e a atividade da ADA (U/L) (Sal: 7,07+1,10; Cg: 46,43+4,46; 100 mg/kg: 23,09+1,17)
(P < 0,01) (Figura 13C) na inflamac&o induzida pela Cg. Nas mesmas condigdes
experimentais a dexametasona também inibiu a atividade da MPO (mU/mL) (Sal:
33,76+2,48; Cg: 366,40+11,76; Dexa 0,5 mg/kg: 113,90+11,71) (P < 0,01) (Figura
13A), os niveis de NO* (uM) (Sal: 3,3210,28; Cg: 10,46+0,96; Dexa 0,5 mg/kg:
5,21+0,38) (P < 0,01) (Figura 13B) e a atividade da ADA (U/L) (Sal: 7,07+1,10; Cg:
46,43+4,46; Dexa 0,5 mg/kg: 13,06+2,45) (P < 0,01) (Figura 13C). Os percentuais de

inibicdo dos parametros estudados: MPO, NO* e ADA estao listados na tabela 8.

Tabela 8: Valores percentuais de inibicdo da atividade da mieloperoxidase, niveis de
oxido nitrico e atividade da adenosina-deaminase em animais tratados com P. edulis
folhas (100 mg/kg, i.p., 0,5 h), na inflamag&o induzida pela carragenina no modelo
da bolsa de ar, em camundongos

Extrato e dose Mieloperoxidase Oxido nitrico  Adenosina-deaminase

(mg/kg, i.p., 0,5 h) (% de inibicdo) (% de inibi¢ao) (% de inibigao)
P. edulis folhas 100 314£3** 41+8* 50+3**
Dexa 0,5 69+3** 50+4** 72+5%*

Cada grupo representa a média das percentagens + e.p.m. de 4 a 6 animais. * P < 0,05 e ** P < 0,01 representam a
significancia da diferenga entre o grupo tratado com a carragenina e os demais grupos. Dexa = dexametasona.
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Figura 13: Efeito do extrato P. edulis folhas (100 mg/kg, i.p.) administrado 0,5 h antes da carragenina (Cg 1%/cav.) no modelo
da bolsa de ar de camundongos, sobre a atividade da mieloperoxidase (A), niveis de nitrato/nitrito (NO*) (B) e atividade da
adenosina-deaminase (C). Sal = Animais somente tratados com salina estéril (NaCl 0,9%, s.c.). Cg = Animais tratados apenas
com carragenina. Dexa = Animais tratados com dexametasona (duas doses de 0,5 mg/kg, i.p.) e carragenina. Cada grupo
representa uma média de 4 a 6 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 carragenina e os demais grupos.
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5.2.3. Efeito do extrato P. edulis folhas sobre os niveis de Fator de Necrose
Tumoral alfa, Interleucina 1 beta, Quemocina de Neutréfilo e Proteina
Inflamatéria de Macrofago 2, na inflamagao induzida pela carragenina no
modelo da bolsa de ar

O extrato P. edulis folhas (100 mg/kg, i.p., 0,5 h) foi efetivo em diminuir
significativamente os niveis de IL-13 (pg/mL) (Sal: 0,0+£0,0; Cg: 1037,00£11,25; 100
mg/kg: 714,80+36,25) (P < 0,05) (Figura 14A) e MIP-2 (pg/mL) (Sal: 126,00+48,50;
Cg: 1642,00+147,80; 100 mg/kg: 734,90+120,40) (P < 0,05) (Figura 14B) no lavado
da bolsa de ar dos animais tratados com P. edulis folhas. No entanto, o extrato ndo
foi capaz de inibir as citocinas KC e TNFa (P > 0,05) (Figuras 14C e D). A
dexametasona diminuiu apenas os niveis de IL-1B (pg/mL) (Sal: 0,0+0,0; Cag:
1037,00£11,25; Dexa 0,5 mg/kg: 516,00+47,26) (P < 0,01) (Figura 14A) e nao
alterou os niveis de MIP-2, KC e TNFa (P > 0,05) (Figura 14B, C e D). As
percentagens de inibigdo das citocinas estudadas: IL-13, MIP-2, KC e TNFa estéo

listados na tabela 9.

Tabela 9: Valores percentuais de inibicdo dos niveis de citocinas: interleucina 1
beta, proteina inflamatéria de macréfago 2, quemocina de neutréfilo e fator de
necrose tumoral alfa em animais tratados com P. edulis folhas (100 mg/kg, i.p., 0,5
h), na inflamacdo induzida pela carragenina no modelo da bolsa de ar, em
camundongos

Extrato e dose IL-1B MIP-2 KC TNFa
(mglkg, i.p., 0,5n)  (%de Ao de Vo de (Vo de
»Ee inibicao) inibicao) inibicao) inibicao)
P. edulis folhas 100 31+£3* 48+7* - -
Dexa 0,5 50+5™* - - -

Cada grupo representa a média das percentagens + e.p.m. de 2 a 3 animais. * P < 0,05 e ** P < 0,01 representam a
significancia da diferenga entre o grupo tratado com a carragenina e os demais grupos. Dexa = dexametasona; IL-1(3 =
interleucina 1 beta; KC = quemocina de neutrdéfilo; MIP-2 = proteina inflamatéria de macréfago 2; TNFa = fator de necrose
tumoral alfa.
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Figura 14: Efeito do extrato P. edulis folhas (100 mg/kg, i.p.) administrado 0,5 h antes da carragenina (Cg 1%/cav.) no modelo
da bolsa de ar em camundongos, sobre os niveis de citocinas IL-13 (A), MIP-2 (B), KC (C) e TNFa (D). Sal = Animais somente
tratados com salina estéril (NaCl 0,9%, s.c.). Cg = Animais tratados apenas com carragenina. Dexa = Animais tratados com
dexametasona (duas doses de 0,5 mg/kg, i.p.) e carragenina. Cada grupo representa uma média de 2 a 3 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 carragenina e os

demais grupos.
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5.2.4. Efeito do extrato P. edulis folhas sobre a migragdo de leucécitos e
exsudacgao, na inflamacao induzida pela bradicinina, histamina ou substancia P
no modelo da bolsa de ar

No modelo da bolsa de ar induzida pela BK, o extrato P. edulis folhas
administrado 0,5 h antes, inibiu de forma significativa os leucocitos na dose de 100
ma/kg (i.p.) (x10°) (Sal: 0,72+0,14; BK: 0,75+0,05; 100 mg/kg: 0,40+0,02) (P < 0,01)
(Figura 15A). Este extrato inibiu os PMN (x10°) (Sal: 0,26+0,06; BK: 0,53+0,04; 100:
mg/kg: 0,26+0,01) (P < 0,01) (Figura 15B) e os MONO (x10°) (Sal: 0,45+0,17; BK:
0,22+0,02; 100 mg/kg: 0,14+0,01) (P < 0,05) (Figura 15C). O extrato estudado n&o
inibiu a exsudacéo (P > 0,05) (Figura 15D).

A administracdo de dexametasona (duas doses de 0,5 mg/kg, i.p.) foi efetiva
em inibir significativamente a migragdo leucocitaria (x10°) (Sal: 0,72+0,14; BK:
0,75+0,05; Dexa 0,5 mg/kg: 0,30+0,03) (P < 0,01) (Figura 15A) e os PMN (x10°) (Sal:
0,26+0,06; BK: 0,53+0,04; Dexa 0,5 mg/kg: 0,08+0,02) (P < 0,01) (Figura 15B). O
farmaco néo foi efetivo em inibir os MONO, nem a exsudacgao (P > 0,05) (Figuras
15C e D).

Na bolsa de ar induzida pela HIST, o extrato P. edulis folhas (100 mg/kg, i.p.,
0,5 h), inibiu significativamente a migragao leucocitaria (x106) (Sal: 0,72+0,14; HIST:
1,25+0,10; 100 mg/kg: 0,59+0,06) (P < 0,01) (Figura 16A). Esta inibicdo ocorreu as
custas de PMN (x10°) (Sal: 0,2620,06; HIST: 0,64+0,04; 100 mg/kg: 0,28+0,03) (P <
0,01) (Figura 16B) e MONO (x10°) (Sal: 0,45+0,17; HIST: 0,71+0,05; 100 mg/kg:
0,31+0,03) (P < 0,01) (Figura 16C). Nestas mesmas condigdes experimentais, 0
extrato ainda inibiu a exsudagdo (pg/mL) (Sal: 1,69+0,22; HIST: 1,63+0,09; 100
mg/kg: 1,16+0,08) (P < 0,01) (Figura 16D).

Neste protocolo experimental, a dexametasona diminuiu significativamente a
migracdo de leucdcitos (x10°) (Sal: 0,72+0,14; HIST: 1,25+0,10; Dexa 0,5 mg/kg:
0,16+0,03) (P < 0,01) (Figura 16A), os PMN (x10°) (Sal: 0,26+0,01; HIST: 0,64+0,04;
Dexa 0,5 mg/kg: 0,07+0,01) (P < 0,01) (Figura 16B), os MONO (x10°) (Sal:
0,45+0,17; HIST: 0,71+0,05; Dexa 0,5 mg/kg: 0,09+0,02) (P < 0,01) (Figura 16C) e a
exsudagao (pg/mL) (Sal: 1,69+0,22; HIST: 1,63+0,09; Dexa 0,5 mg/kg: 0,93+0,03) (P
< 0,01) (Figura 16D).
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Ja na bolsa de ar induzida pela SP, o extrato P. edulis folhas (100 mg/kg, i.p.)
administrado 0,5 h antes da SP, inibiu de forma significativa os leucécitos (x10°)
(Sal: 0,72+0,14; SP: 0,87+0,04; 100 mg/kg: 0,35+0,02) (P < 0,01) (Figura 17A), os
PMN (x10°) (Sal: 0,26+0,06; SP: 0,21+0,01; 100 mg/kg: 0,08+0,01) (P < 0,01) (Figura
17B) e os MONO (x10°) (Sal: 0,45+0,17; SP: 0,64+0,02; 100 mg/kg: 0,27+0,02) (P <
0,01) (Figura 17C). Ainda nestas mesmas condigdes, o extrato diminuiu a exsudagéo
(ug/mL) (Sal: 1,69+0,22; SP: 8,93+1,03; 100 mg/kg: 4,60+0,92) (P < 0,05) (Figura
17D).

A dexametasona (duas doses de 0,5 mg/kg, i.p.) inibiu significantemente os
leucécitos (x10°) (Sal: 0,72+0,14; SP: 0,87+0,04; Dexa 0,5 mg/kg: 0,08+0,01) (P <
0,01) (Figura 17A), os PMN (x10°) (Sal: 0,26+0,06; SP: 0,21+0,01; Dexa 0,5 mg/kg:
0,02+0,01) (P < 0,01) (Figura 17B), os MONO (x10°) (Sal: 0,45+0,17; SP: 0,64+0,02;
Dexa 0,5 mg/kg: 0,06+0,01) (P < 0,01) (Figura 17C) e a exsudagao (pg/mL) (Sal:
1,69+0,22; SP: 8,93+1,03; Dexa 0,5 mg/kg: 2,87+0,38) (P < 0,01) (Figura 17D).

Os percentuais de inibicdo do extrato e da dexametasona na bolsa de ar
induzida pela BK, HIST ou SP encontram-se listados na tabela 10.

Tabela 10: Valores percentuais de inibicdo dos parametros inflamatérios: leucdcitos,
polimorfonucleares, mononucleares e exsudagdo em animais tratados com P. edulis
folhas (100 mg/kg, i.p., 0,5 h), na inflamac&o induzida pela bradicinina, histamina ou
substéncia P no modelo da bolsa de ar, em camundongos

Extrato e dose Bradicinina Histamina Substancia P
(mg/kg, i.p., 0,5 h) (% de inibigao) (% de inibigao) (% de inibigao)

Leucocitos totais

P. edulis folhas 100 47+3** 53+4** 60+2**
Dexa 0,5 60+4** 87+2** 91+2**
Polimorfonucleares
P. edulis folhas 100 51+2** 56+4** 32+6**
Dexa 0,5 84+3** 89+2** 90+2**
Mononucleares
P. edulis folhas 100 35+6** 57+4** 57+3**
Dexa 0,5 - 87+2** 90+2**
Exsudacgao
P. edulis folhas 100 - 29+5** 48+10*
Dexa 0,5 - 43+2** 68+4**

Cada grupo representa a média das percentagens + e.p.m. de 4 a 6 animais. * P < 0,05 e ** P < 0,01 representam a
significancia da diferenga entre o grupo tratado com um dos agentes flogisticos e os demais grupos. Dexa = dexametasona.
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Figura 15: Efeito do extrato P. edulis folhas (100 mg/kg, i.p.) administrado 0,5 h antes da bradicinina (BK 20 nmol/cav.) no
modelo da bolsa de ar em camundongos, sobre os niveis de leucdcitos totais (A), polimorfonucleares (B), mononucleares (C) e

exsudagdo (D). Sal = Animais tratados apenas com salina estéril (NaCl 0,9%, s.c.). BK

bradicinina. Dexa

Animais tratados apenas com

Animais tratados com dexametasona (duas doses de 0,5 mg/kg, i.p.) e bradicinina. Cada grupo representa

uma média de 4 a 6 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 bradicinina e os demais grupos.
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Figura 16: Efeito do extrato P. edulis folhas (100 mg/kg, i.p.) administrado 0,5 h antes da histamina (HIST 10 pmol/cav.) no
modelo da bolsa de ar em camundongos, sobre os niveis de leucdcitos totais (A), polimorfonucleares (B), mononucleares (C) e
exsudagao (D). Sal = Animais tratados apenas com salina estéril (NaCl 0,9%, s.c.). HIST = Animais tratados apenas com
histamina. Dexa = Animais tratados com dexametasona (duas doses de 0,5 mg/kg, i.p.) e histamina. Cada grupo representa
uma média de 4 a 6 animais e a barra vertical o e.p.m. ** P < 0,01 representa a significancia da diferenga entre o grupo tratado
com a histamina e os demais grupos.
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Figura 17: Efeito do extrato P. edulis folhas (100 mg/kg, i.p.) administrado 0,5 h antes da substancia P (SP 40 nmol/cav.) no
modelo da bolsa de ar em camundongos, sobre os niveis de leucdcitos totais (A), polimorfonucleares (B), mononucleares (C) e
exsudagdo (D). Sal = Animais tratados apenas com salina estéril (NaCl 0,9%, s.c.). SP = Animais tratados apenas com
substancia P. Dexa = Animais tratados com dexametasona (duas doses 0,5 mg/kg, i.p.) e substancia P. Cada grupo representa
uma média de 4 a 6 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 substancia P e os demais grupos.
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6. DISCUSSAO

Os resultados obtidos neste trabalho contribuem para melhor elucidar o
mecanismo de acao antiinflamatério da espécie Passiflora edulis var. flavicarpa
Degener.

Para avaliar a atividade e o0 mecanismo de acéo antiinflamatoério dos extratos
de P. edulis, utilizou-se os modelos da pleurisia e da bolsa de ar induzidos por
diferentes agentes flogisticos.

Na pleurisia e na bolsa de ar observa-se uma significativa resposta
inflamatéria 4 e 24 h, respectivamente, apoés a inducdo da inflamacédo pela
carragenina. Nesta fase ocorre um aumento de leucocitos do tipo
polimorfonucleares, aumento da atividade das enzimas mieloperoxidase e
adenosina-deaminase, aumento dos niveis dos metabdlitos do éxido nitrico (nitrato e
nitrito), aumento da exsudagdo em nivel local e ainda participacdo de citocinas do
tipo pré-inflamatérias (FERRANDIZ et al., 1996; SALEH, CALIXTO, MEDEIROS,
1996; SIN, et al, 1997; SALEH, CALIXTO, MEDEIROS, 1999; FRODE e
MEDEIROS, 2001; FRODE, SOUZA, CALIXTO, 2002; GARCIA-RAMALLO et al.,
2002; DALMARCO, FRODE, MEDEIROS, 2002, 2004; DA SILVA, FARGES,
FRODE, 2004; KOO et al., 2005). Pelo fato exposto acima, estes modelos s&o
utilizados na triagem de plantas e/ou novos farmacos com atividade antiinflamatéria.

Ao avaliar os diferentes extratos de P. edulis (folhas, raizes e pericarpo)
foi observado que as folhas demonstraram um efeito antiinflamatorio importante
e mais eficaz, inibindo mediadores da inflamagcdo bem como os leucdcitos e os
polimorfonucleares envolvidos na resposta inflamatéria nos modelos de
inflamagéo estudados.

As diferentes respostas dos efeitos observados com os extratos
estudados (folhas, raizes e pericarpo) podem ser explicados pelo fato que estes
extratos apresentam variacbes em sua composicdo quimica, as quais podem
explicar as diferencas observadas quanto a inibicdo dos parametros
inflamatdrios avaliados nos diferentes modelos de inflamacéo esrudados.

Os estudos realizados no laboratorio de Quimica Farmacéutica/UFSC
pela mestranda Silvana M. Zucolotto utilizando a técnica de cromatografia em
camada delgada demonstraram que o extrato das folhas possui os seguintes
componentes: flavondides C-glicosilflavonas (orientina e isoorientina). No extrato do
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pericarpo dos frutos maduros também foi observada a presenca de flavondides C-
glicosideos, semelhante as folhas, mas em menor teor. Ja no extrato das raizes nao
foi observado a presenca desses compostos.

Outros trabalhos realizados por Petry et al. (2001) e De-Paris et al. (2002)
demonstraram que o extrato de Passiflora edulis Sims, outra variacdo da espécie
Passiflora edulis possui concentragdes de flavondides variando de 4,04 a 4,60%.

De forma geral estes resultados, em conjunto, revelam que os flavonoides sao
substancias importantes e presentes nestas duas variagdes de Passiflora edulis e
talvez estes sejam um dos principais componentes responsaveis pelo efeito
antiinflamatério do extrato observado nos experimentos realizados.

Em nossos experimentos os extratos das folhas e raizes quando
administrados por via intraperitoneal, foram eficazes em inibir a migragcdo de
leucécitos para a cavidade inflamada principalmente as custas de
polimorfonucleares. Uma vez que o extrato das folhas foi mais eficaz em inibir a
migragao leucocitaria no modelo da pleurisia induzida pela carragenina em
camundongos, todos os demais experimentos para avaliagdo do mecanismo de
acao antiinflamatorio da P. edulis foram realizados utilizando-se somente o
extrato obtido das folhas.

Dentre as hipoteses que podem estar relacionadas a inibicdo da migragcao
leucocitaria observada nos animais inflamados e tratados previamente com o
extrato das folhas de P. edulis podemos destacar a inibicdo da producido e/ou
liberacdo de substancias proé-inflamatérias relacionadas a quimiotaxia de
leucocitos.

Nos nossos experimentos o envolvimento de varios mediadores pro-
inflamatdrios e considerados quimiotaticos foram estudados: as citocinas do tipo
pro-inflamatérias (TNFa, IL-13, MIP-2 e KC), bem como a bradicinina, a
histamina, a substancia P e o 6xido nitrico.

O extrato P. edulis folhas foi efetivo em diminuir os niveis de TNFa e IL-
18 no modelo da pleurisia e IL-13 e MIP-2 no modelo da bolsa de ar, ambos
induzidos por carragenina. Neste contexto, podemos supor que a diminui¢éo
dos leucécitos pode ser devida a diminuicdo dos niveis destes mediadores pro-

inflamatoérios citados anteriormente.
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O TNFa é produzido e liberado principalmente por macrofagos e também por
linfocitos e mastécitos (ALVES e RIBEIRO, 2004). Ja a IL-1B é produzida por
macrofagos, células endoteliais e epiteliais e por linfocitos (ALVES e RIBEIRO,
2004). Estas células (leucdcitos) que migram para o foco da inflamagdo ou aquelas
consideradas residentes (macrofagos) liberam as citocinas a partir de um estimulo
como, por exemplo, a carragenina administrada na cavidade pleural ou na bolsa de
ar, em camundongos (FRODE, SOUZA, CALIXTO, 2001; SIN et al., 1997).

Varios estudos in vitro e in vivo tém demonstrado que o TNFa, a IL-1B e a
MIP-2 sédo potentes agentes quimiotaticos para leucécitos. Dentre eles destaca-
se o estudo realizado por Butler e colaboradores (2005) o qual demonstraram
que o TNFa estimulou a quimiotaxia de neutréfilos, em cultura de células
endoteliais de veias umbilicais humanas.

Zhang e colaboradores (2001), utilizando a metodologia de microscopia
intravital, observaram também que o TNFa induziu a expressao de MIP-2 e KC
promovendo desta forma a migragao de leucdcitos e de polimorfonucleares para
o musculo cremaster de camundongos machos.

No modelo da pleurisia induzida pela carragenina, em camundongos, ja
foi relatado que tanto a IL-13 como o TNFa promoveram aumento de leucécitos
e de neutrdfilos no lavado pleural dos camundongos inflamados (FRODE,
SOUZA, CALIXTO, 2001). Ja no modelo da bolsa de ar, também em
camundongos, a administracdo de TNFa e MIP-2 na bolsa de ar foi capaz de
induzir a migracdo de leucocitos do tipo polimorfonucleares para o local de
inflamagao (SCHRAMM, LIU, THORLACIUS, 2000).

Em humanos, o TNFa € um dos responsaveis pela migragédo de leucécitos
para as articulagdes, em pacientes com artrite reumatdide. Estudos ja tém
demonstrado o efeito benéfico da terapia com anticorpos anti-TNFa em
pacientes com artrite reumatéide. Den Broeder e colaboradores (2003), atraves
de estudos por cintilografia, demonstraram que o anticorpo anti-TNFa diminuiu o
influxo de leucécitos para as articulagdes inflamadas de pacientes com artrite
reumatdide. Os farmacos etanercept e infliximab, bloqueadores seletivos do
receptor para TNFa, ja sdo utilizados na terapia de artrite reumatdide sendo o
ultimo comercializado no Brasil (LAURINDO et al., 2002).
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A IL-1 também participa da fisiopatologia da artrite reumatoide, estudos
em humanos demonstraram que o tratamento com a IL-1Ra recombinante reduz
a lesédo a cartilagem na artrite reumatdéide (JIANG et al., 2000). Estudos clinicos
com anakinra (antagonista recombinante humano do receptor da IL-1)
demonstraram também sua eficacia e segurangca no tratamento de pacientes
com artrite reumatoide (NUKI et al., 2002), sendo que este medicamento ja foi
aprovado para uso, em humanos na Europa e nos Estados Unidos (LAURINDO
et al., 2002).

Além disso, estas citocinas (TNFa e IL-1B) também induziram a
expressao de ICAM-1, que sado responsaveis pela migracao leucocitaria, em
cultura de células epiteliais de bronquios humanos (SUBAUSTE, CHOI, PROUD,
2001). Além disso, o TNFa aumentou os niveis de RNAm para MIP-2 e KC, no
modelo de microscopia vital no musculo cremaster de camundongos, promovendo a
quimiotaxia de polimorfonucleares (ZHANG et al., 2001).

Atualmente muitos estudos tém sido direcionados as moléculas de adesdo.
Dentre estes estudos pode-se citar: aqueles realizados por Jiang e colaboradores
(2004 e 2005) pelo qual demonstraram que o TNFa é capaz de induzir a expressao
de E-selectina, ICAM-1 e VCAM-1, em culturas de células endoteliais da
microvasculatura pulmonar e dérmica humana. A expressao dessas moléculas foi
inibida pelo tratamento com a pirrolidinaditiocarbamato, via inibicdo do NFkB. Além
disso, o TNFa também foi capaz de induzir a expressao de CD11a e CD11b em
neutrofilos no modelo da microscopia vital em vénulas mesentelial de ratos (SALAS
et al., 2000).

Em cultura de células endoteliais de veias umbilicais humanas, a IL-1[3
também induziu a expressao de moléculas de adeséao do tipo E-selectina, ICAM-
1 e VCAM-1 (ZERWES et al., 2002). Em 2000, Krakauer demonstrou que a IL-1(3
foi efetiva em induzir a expressdo de ICAM-1, liberacdo de IL-8 e proteina
quimiotatica de mondcito-1 em cultura de células A549 (linhagem de células
epiteliais pulmonares humanas).

A citocina pré-inflamatoria MIP-2 também foi capaz de estimular o
recrutamento de neutrofilos na medula 6ssea do fémur de ratos e este
recrutamento foi independente da expressdo de L-selectina e CD11 e
dependente da expressdo de CD49d, nos neutrofilos (BURDON, MARTIN,
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RANKIN, 2005). Em outro estudo realizado por Matzer e colaboradores (2004)
observou-se que antagonista ndo peptidico do receptor CXCR2 de citocinas
bloqueou a migragao de neutréfilos induzida por MIP-2, em camundongos. No
modelo da pleurisia induzida por MIP-2 também foi relatado que este induziu a
migragdo de leucécitos para o sitio de inflamagdo (MIOTLA, RIDGER,
HELLEWELL, 2001).

A bradicinina, a histamina, a substancia P e o 6xido nitrico sdo outros
mediadores também do tipo pré-inflamatérios relacionados também a
guimiotaxia celular.

O extrato P. edlius folhas também foi efetivo em inibir a migracado de
leucocitos para as cavidades inflamadas por bradicinina, nos dois modelos
experimentais estudados.

A bradicinina é um dos principais mediadores da inflamacgéao liberada por
meio da ativacdo da cascata cinina-calicreina. Além disso, este mediador é
capaz de promover além da exsudag¢ao o aumento de leucdcitos para o sitio da
resposta inflamataoria.

Estudos in vitro realizados com este mediador e agonistas seletivos para
seus receptores, Bys e By, foram eficazes em aumentar a migragdo de
polimorfonucleares humanos de forma dependente da dose (PAEGELOW et al,,
2002). Este mediador promoveu também o aumento de leucécitos no modelo da
pleurisia em camundongos, mais uma vez este efeito observado foi dependente
da dose e do tempo (SALEH, CALIXTO, MEDEIROS, 1997). A bradicinina
também promoveu aumento dos neutrofilos e dos niveis de TNFa e IL-1P
quando administrado na bolsa de ar de ratos (SANTOS, CALIXTO, SOUZA,
2003). Camundongos deficientes para o receptor By da bradicinina, mostraram
uma diminui¢cdo da resposta inflamatoria (migragdo de leucocitos e exsudacgéo)
no modelo da pleurisia induzida por des-Argg-bradicinina (PESQUERO et al,
2000). Ainda nestes experimentos, observou-se também diminuigdo da migragéo
de polimorfonucleares quando a pleurisia foi induzida por carragenina
(PESQUERGO et al., 2000).

Os resultados obtidos por este estudo demonstraram ainda que o extrato de
P. edulis folhas foi efetivo em inibir a migracao leucocitaria para as cavidades pleural
e da bolsa de ar inflamadas por histamina.
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A histamina € uma amina basica formada a partir da histidina, armazenada
em granulos intracelulares, sendo liberada principalmente de mastécitos apos
traumas e processos inflamatorios. Este mediador atua ainda no recrutamento de
neutréfilos em varios modelos de inflamagdo. Dentre estes estudos cita-se o de
Yamashiro e colaboradores (2001) pelo qual demonstraram que a histamina foi
capaz de induzir o rolling de leucdcitos nas veias da retida de ratos quando
administrada por via intraorbital. Da Cunha e colaboradores (2001) utilizaram a
histamina como agente flogistico, induzindo a migragc&o leucocitaria, no modelo da
pleurisia em camundongos. Saleh, Calixto e Medeiros (1999) demonstraram também
a participagcdo de histamina, via a ativagdo de seu receptor Hy, no modelo da
pleurisia induzida por carragenina, em camundongos. Este efeito foi observado
quando os animais inflamados foram tratados com terfenandina, antagonista seletivo
de receptores Hq, pelo qual observou-se inibigdo da migragdo de leucdcitos e de
polimorfonucleares na cavidade pleural de animais com pleurisia.

Outro estudo in vitro mostra a participacdo da histamina, via ativagdo do
receptor Hy, na liberacdo de elastina, produgdo de superoxido, influxo de calcio
intracelular e expressdo das moléculas de adesdo CD11b e CD18 em neutrofilos
humanos ativados por formil-metionileucil-feilalanine (OKAJIMA et al., 2000). Este
mesmo estudo relata ainda o acumulo de neutréfilos, no modelo de lesdo gastrica
induzida por estresse, em ratos.

Além disso, estudos demonstraram o envolvimento da histamina, via ativagao
de receptores Hs/H4, no recrutamento de neutréfilos no modelo da peritonite e da
pleurisia, ambos induzidos por zimosan, em camundongo (TAKESHITA et al., 2003;
THURMOND et al., 2004). A histamina ainda esta presente na infiltracdo de
neutrofilos, nos modelos da peritonite induzida por zimosan, em camundongos e na
colite induzida por acido trinitrobenzeno sulfénico, em ratos. Estes efeitos parecem
estar relacionados a ativagéo do receptor Hys (THURMOND et al., 2004; VARGA et
al., 2005).

Em nossos experimentos observamos também que o extrato de P. edulis
folhas mais uma vez inibiu de forma significativa a migragao de leucécitos para as
cavidades pleural e da bolsa de ar na inflamacao induzida pela substancia P. Nestes
experimentos em particular, o extrato inibiu também, em menor grau, a exsudagao

induzida por este agente flogistico.
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Estudos realizados por Frode-Saleh, Calixto e Medeiros (1999) demonstraram
que a substancia P foi capaz de induzir a inflamagdo no modelo da pleurisia em
camundongos. Neste modelo houve aumento da exsudagdo e da migragdo de
leucécitos para a cavidade pleural inflamada. Este mediador induziu também a
inflamacé&o, caracterizada por vasodilatagdo, aumento da migracédo de leucécitos e
edema, no modelo experimental de cistite induzida por lipopolissacarideo, em
camundongos (SABAN et al., 2002). Souza e colaboradores (2002) demonstraram o
envolvimento da substancia P, via ativacdo do receptor NK;, no aumento da
permeabilidade vascular, producao/liberagao de TNFa e recrutamento de neutrofilos
no intestino e pulmao de ratos, no modelo de isquemia/reperfusao intestinal. Estudo
realizado por Joachim e colaboradores (2004) demonstraram ainda que a substancia
P, via ativacdo do seu receptor NK;, também aumentou o recrutamento de
leucocitos, em camundongos submetidos ao estresse, no modelo de inflamagao
alérgica das vias aéreas.

A infusdo de substancia P, via ativacao do receptor NK4, promoveu aumento
da exsudacdo no péncreas de ratos (MAA et al, 2000). Grady e colaboradores
(2000) também demonstraram que a substancia P e a [Sar® Met(O,)""Jsubstancia P,
agonista do receptor NK4, foram efetivos em induzir a exsudagdo também no
pancreas de ratos e camundongos.

Outro mediador importante e que vem sendo muito estudado nos ultimos anos
€ 0 Oxido nitrico. Em nosso protocolo experimental observamos o efeito inibitério da
P. edulis folhas sobre os niveis de nitrato/nitrito liberados na inflamagé&o nos modelos
de pleurisia e bolsa de ar induzidos por carragenina.

O o6xido nitrico € um dos principais agentes fisiologicos vasodilatadores
conhecidos (McMACKIN e VITA, 2005). No entanto possui um papel importante
também na migracdo de leucécitos em modelos de inflamagdo. Neste contexto,
Rodrigues-Bastos e colaboradores (2004) demonstraram que na pleurisia induzida
por Mycobacterium bovis em camundongos C57BI/6, observou-se aumento da
migracao de leucocitos as custas de polimorfonucleares e niveis elevados de 6xido
nitrico. Porém nenhuma alteracido na celularidade foi observada neste modelo
quando utilizou-se animais deficientes em NOSi. Cardell, Agusti e Nadel (2000)
demonstraram também que o leucotrieno B4 foi efetivo em aumentar a secregéo e o
recrutamento de neutrofilos nas vias aéreas de cées. Este efeito foi inibido quando
os animais foram tratados com L-NAME, inibidor seletivo para NOS. Ja no modelo
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do edema de pata induzido por enterotoxina B de Staphylococcus, em
camundongos, observou-se aumento da exsudagdo e dos niveis de
mieloperoxidase, indicando a presenca de leucdticos ativados. O edema e a
atividade de mieloperoxidase foram inibidos quando os animais receberam
tratamento prévio com L-NAME ou aminoguanidina, por via intravenosa ou
subplantar (FRANCO-PENTEADO et al., 2001). Outros estudos ainda relataram que
na pleurisia induzida por carragenina ocorreu aumento da migragao de leucécitos e
dos niveis de metabdlicos do oxido nitrico (SALEH, CALIXTO, MEDEIROS, 1999;
DALMARCO, FRODE, MEDEIROS, 2002; 2004).

Em um estudo utilizando células endoteliais de aorta humana pré-tratadas
com insulina os autores demonstraram aumento, dependente da dose, nas
concentragbes de NOSe e inibicdo na expressdo de RNAm para ICAM-1. O
tratamento destas células com L-NNA, inibidor da NOS, aumentou a expresséo de
ICAM-1 (ALJADA et al., 2000).

Na verdade ndo sabemos se o conjunto dos compostos ou se algum
composto especifico seria o responsavel por estes efeitos inibitérios da migragéo
celular diretamente ou via inibicdo de mediadores quimiotaticos.

No entanto, dentre as substéncias mais estudadas e presentes em nosso
extrato de P. edulis folhas destacam-se os flavondides. Existem varios trabalhos
demonstrando o efeito antiinflamatério dos flavondides. Dentre estes trabalhos
citamos aquele realizado por Wadsworth, McDonald e Koop (2001) pelo qual
observaram que a quercetina inibiu a expressdao de RNAm para TNFa em cultura de
macrofagos RAW 264.7 apods estimulagdo por lipopolissacarideo. Outro estudo
utilizando a nobiletina demonstrou que este flavondide inibiu a expressao de IL-1q,
IL-13, IL-6 e TNFa em macrofagos de camundongos J774.A1 estimulados também
por lipopolissacarideo (LIN et al, 2003).

Estudos também relataram os efeitos de flavondides sobre a expressao de
moléculas de adesao. Kotanidou e colaboradores (2002) observaram que a luteolina
inibiu significativamente a expressdo de ICAM-1 em células hepaticas de
camundongos no modelo de peritonite induzida por lipopolissacarideo. Ja Takano-
Ishikawa, Goto, e Yamaki (2003) descreveram efeitos semelhantes dos flavonodides
fisetina, luteolina, apigenina, kaempferol, quercetina, eriodictiol, genisteina e buteina
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sobre a expressdao da E-selectina, em células endoteliais de veias umbilicais
humanas estimuladas por TNFa.

Varios estudos relataram que os flavondides como por exemplo: kaempferol
3-O-gentiobioside, vogonina, ganuangenina, vogonosida, 3,5,7,2°,6 -pentaidroxil
flavanona e luteolina-7-O-retinosida inibiram a liberacdo de histamina em mastdcitos
peritoneais de ratos e em células do exsudato peritoneal de ratos induzidos pela
concavalin A, A23817 e composto 48/80 (INOUE et al, 2002; LIM et al., 2003;
MORIYAMA et al., 2003).

O flavondide ternatina demonstrou ser efetivo em inibir também a liberagéo de
oxido nitrico em macréfagos peritoneais de camundongos ex vivo estimulados por
lipopolissacarideo (RAO et al., 2003). Os biflavondides bilobetina e ginkgetina foram
eficazes também em inibir a producao de 6xido nitrico em cultura de células RAW
264.7 (macréfagos de camundongos) induzidas por lipopolissacarideo. Esta inibigdo
ocorreu via inibicdo da enzima NOSi (CHEON et al., 2000). O favonodide vogonina
também foi efetivo em inibir a produgado de éxido nitrico, através da inibicado da
expressdo de NOSi, em cultura de células RAW 264.7 estimuladas por
lipopolissacarideo (VAN DIEN et al., 2001).

Uma vez observado a inibicdo de leucdcitos, principalmente de
polimorfonucleares nos modelos de inflamacgédo estudados, outro passo importante
foi avaliar as enzimas leucocitarias responsaveis pela ativacdo destas células.
Estudamos a mieloperoxidase e a adenosina-deaminase, enzimas consideradas
marcadores de neutrofilos ou mononucleares, respectivamente (KLEBANOFF et al.,
1999; WINTERBOURN, VISSERS, KETLE, 2000; GASSER et al., 2003).

Os nossos resultados demonstraram que o extrato P. edulis folhas inibiu de
forma significativa os leucocitos as custas de polimorfonucleares e a atividade da
mieloperoxidase, nos exsudatos pleural e da bolsa de ar de animais inflamados com
carragenina. Este fato evidencia mais uma vez os efeitos antiinflamatorios deste
extrato.

A importdncia desta enzima é observada em estudos utilizando-se
camundongos knockout para a molécula de adesao P-selectina pelo qual observou-
se que estes animais apresentaram diminuigdo significativa da atividade da
mieloperoxidase, indicando inibicdo do influxo de neutrdfilos ativados, no modelo de
faléncia renal induzida por isquemia/reperfusdo, em camundongos (SINGBARTL,
GREEN, LEY, 2000).
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A atividade antiinflamatéria de farmacos/extratos pode se dar devido a
inibicdo da mieloperoxidase. Neve, Parij e Moguilevsky (2001) demonstraram que
farmacos antiinflamatérios n&o esteroidais como indometacina, diclofenaco,
piroxicam e o sulindaco foram efetivos em inibir o sistema de geragao de espécies
reativas de oxigénio, via mieloperoxidase.

Mais uma vez, existem estudos que relataram que os flavondides séao
capazes de inibir a enzima mieloperoxidase. Estudos realizados por De Sousa e
colaboradores (2004) utilizando a kaempferitrina demonstraram que este flavonoide
foi efetivo em inibir os niveis de mieloperoxidase em células pulmonares de ratos, no
modelo de diabetes induzido por aloxano. Ja a silimarina foi capaz de inibir a
atividade da enzima mieloperoxidase induzida por 12-O-tetradecanoilforbol 13-
acetato na pele em camundongos (ZHAO, SHARMA, AGARWAL 1999).

Outro foco para a avaliagdo antiinflamatoria do extrato P. edulis folhas foi seu
efeito sobre a atividade da enzima adenosina-deaminase. No presente trabalho,
demonstramos que o extrato P. edulis folhas inibiu significativamente a atividade da
adenosina-deaminase nos fluidos pleural e da bolsa de ar de animais inflamados
com carragenina.

A atividade da enzima adenosina-deaminase € proporcional a concentracao
do autacoide adenosina que se encontra aumentada em condi¢des de lesao tecidual
como na inflamagéo, onde as células ativadas liberam grandes quantidades deste
autacoide (BLACKBURN, 2003). A acdo da adenosina-deaminase é importante na
manutencgao do equilibrio entre: produgao/liberacado e degradagédo da adenosina. Em
certas circunstancias a adenosina-deaminase pode alterar a concentragao
extracelular de adenosina, pela sua degradagdo (HITOGLOU et al., 2001;
YONEYAMA et al., 2002).

Os efeitos observados pela acdo da adenosina s&o pleiotrépicos e
dependentes da ativacdo de receptores. Os seguintes receptores ja foram
caracterizados: A1 Aoa Asg € Az (FREDHOLM et al., 2001; LINDEN, 2001). Estudos
evidenciaram o envolvimento de altas concentragdes de adenosina na inflamacgao
pulmonar, demonstrando a deposigédo de colageno e a alteragdo da estrutura de vias
aéreas de camundongos deficientes de adenosina-deaminase (CHUNN et al,
20053, b).

Em 2004, Lee e colaboradores utilizando camundongos knockout para o

receptor A1 da adenosina demonstraram aumento nos niveis de mieloperoxidase, IL-
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18, TNFa e ICAM-1 nos rins destes animais, no modelo de isquemia/reperfusao
renal. Ja os camundongos selvagens tratados com um antagonista seletivo para o
receptor A (1,3-dipropil-8-ciclopentilxantina) também demonstraram: aumento da
atividade de mieloperoxidase, infiltracdo de neutrofilos, expressdo de ICAM-1 e
aumento nos niveis das citocinas TNFa e IL-13 no modelo de isquemia/reperfusao
nos rins de camundongos.

Um novo enfoque para a atividade antiinflamatéria de novos farmacos esta
baseado na ativagdo de receptores Aoa da adenosina (CRISTALLI et al., 2003;
SULLIVAN, 2003). Estudos realizados por Sullivan e colaboradores (2004)
demonstraram que a ativacdo de receptores Aga inibiu a expressdo da molécula de
adesdo do tipo integrina (VLA-4) de neutrofilos humanos estimulados por
lipopolissacarideo ou TNFa e formil-met-leu-phe. Fozard e colaboradores (2002)
também demonstraram que a ativagao dos receptores Aza, por meio de um agonista
seletivo (CGS 21680) inibiu de forma dependente da dose o numero de leucdcitos, a
concentragdo de proteinas totais e a atividade da mieloperoxidase, no lavado
broncoalveolar de ratos sensibilizados com ovoalbumina, no modelo de inflamacéao
alérgica. Este efeito de inibigdo foi revertido quando os animais foram tratados com
antagonistas seletivos para o receptor Aza, ZM 241385.

A adenosina e o agonista para o receptor Axs, NECA, in vitro, reduziram de
forma significativa a migrac&o de leucocitos em células endoteliais de veia umbilical
humana, ativados por TNFa. Neste protocolo experimental, o autacdide ainda foi
capaz de inibir a liberagao do fator de permebilidade vascular para neutroéfilo (VEGF)
de forma dependente da dose. Além disso, observou-se que os efeitos citados foram
revertidos pelo 3,7-dimetil-1-propargilxantina, um antagonista dos receptores A,
(WAKAI et al., 2001).

O IB-MECA, agonista seletivo do receptor Az, promoveu redugao significativa
na infiltragcdo de leucdcitos para o intestino, no modelo de inflamagao intestinal
induzida por dextran, em camundongos. Neste protocolo, também foi observada a
inibicdo significativa no metabolismo oxidativo associado a infiltracdo celular,
aumento de peso e redugdo no sangramento pelas fezes de camundongos com
colite induzida por dextran (MABLEY et al., 2003).

De uma forma geral, os leucocitos foram inibidos pelo extrato P. edulis folhas

na inflamagao induzida por diferentes agente flogisticos. Além disso, as citocinas
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pré-inflamatérias TNFa, IL-1 e MIP-2 também foram inibidas. Sabe-se que a
liberacdo de varios mediadores pro-inflamatorios como as citocinas e 6xido nitrico,
ocorre via ativacao de fatores de transcricdo nuclear, cita-se: NF-kB.

O NF-kB é alvo de muitos estudos devido ao seu papel central na regulagéo
da expressao de genes que codificam moléculas pro-inflamatérias, dentre elas: as
citocinas (IL-1, IL-6 e TNFa), quemocinas (IL-8), moléculas de adesédo (ICAM-1)
(CHRISTMAN, SADIKOT, TURUTIN et al., 2003) e enzimas (iNOS e ciclooxigenas-
2) (CHRISTMAN, SADIKOT, BLACKWELL, 2000). Desta forma, podemos destacar
que a regulagao e o controle da ativagao do fator NF-kB, pode ser uma estratégia
terapéutica na inibicdo da liberacdo de mediadores pro-inflamatérios e da expressao
de moléculas de adesdo (BREMER e HEINRICH, 2002; ZINGARELLI, SHEEHAN,
WONG, 2003).

Neste contexto, trabalho realizado por Ishikawa e colaboradores (1999)
demonstrou que o flavondide quercetina inibiu a producdo da proteina quimiotatica
para mondcitos-1, via inibicdo do NF-kB, em cultura de células mesangliais de
glomérulo de ratos ativadas por IL-13. Rangan e colaboradores (1999) também
demonstraram que a quercetina inibiu a indugdo de IL-13, TNFa, proteina
quimiotatica de mondcito-1, proteina inflamatoria de macréfago-1a e MIP-2, em
cultura de células tubulares proximais de ratos, induzidas por lipopolissacarideo, via
supressao da inducdo da transcricao de proteinas pelo NF-kB. Dentre as hipdteses
postuladas para este efeito, estes autores destacaram uma possivel acao
antioxidante do flavondide, tendo em vista que o NF-kB €& ativado pelo estresse
oxidativo. Desta forma, os antioxidantes podem ser considerados como potenciais
inibidores do NF-kB (ZINGARELLI, SHEEHAN, WONG, 2003).

Estudos realizados por Mun'im, Negishi e Ozawa (2003) demonstraram
também efeitos antioxidantes para orientina e isoorientina, nos ensaios in vitro
utilizando 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) e no ensaio da oxidagdo do acido
linoléico. Estes autores também demonstraram um efeito protetor destes flavondides
no efeito bactericida do radical oxidante peroxil, protegendo a bactéria
Sthaphylococcus aureus dos efeitos deletérios deste oxidante. Lin e colaboradores
(2002) demonstraram ainda que a isovitexina protegeu, in vitro, as células HL-60 da
acao de espécies reativas do oxigénio produzidas pela enzima xantina-oxidase,

protegeu o DNA dos danos da reagédo de Fenton e ainda, suprimiu significativamente
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a liberacdo de peroxido de hidrogénio de células ovarianas A2780, induzidas pelo
cadmio. Ainda é importante relatar que estudos revelaram que a maioria dos
flavondides apresentaram propriedades antioxidantes, na regulacdo da
producédo/liberagdo de espécies reativas do oxigénio por células fagociticas, bem
como a inibicdo da peroxidagdo lipidica em muitas moléculas biologicas, por
exemplo, membranas biolégicas e o DNA (MIDDLETON, KANDASWAMI,

THEOHARIDES, 2000).

Por fim, os resultados obtidos em nosso trabalho demonstraram que o extrato
aquoso liofilizado das folhas de Passiflora edulis variagdo flavicarpa Degener
demonstrou importantes propriedades antiinflamatérias. Este extrato foi efetivo em
inibir de forma significativa os parametros inflamatorios: migragdo de leucécitos,
enzimas mieloperoxidade e adenosina-deaminase, o 6xido nitrico, e a migragéo
leucocitaria induzida por bradicinina, histamina e substancia P, além das citocinas
TNFa, IL-1B e MIP-2, nos modelos de inflamacéo estudados.

O efeito antiinflamatério do extrato estudado foi mais intenso em relagao a
inibicdo dos leucécitos do que em relacdo a exsudagdo nos protocolos
experimentais realizados. Neste protocolo foi observado que somente no modelo da
pleurisia induzida pela substancia P e na bolsa de ar induzida pela histamina ou
substancia P houve inibicdo da exsudagcao. Apesar destes modelos serem sensiveis
ao estudo da exsudagao outros experimentos utilizando outros modelos, como o
edema de pata, devem ser realizados para avaliar a exsudagédo principalmente
utilizando a histamina e/ou a substéancia P, como agentes flogisticos.

Uma vez que a interagdo entre estes mediadores e células € bastante
complexa € possivel termos varias hipéteses para o mecanismo de acgao
antiinflamatério da P. edulis folhas:

1) Inibigdo de fatores de transcricdo nuclear pelo qual promovem a liberacédo de
TNFa e IL-13 de células residentes ou aquelas que migraram para o foco da
lesdo. Esta inibicdo promove a inibicdo de outros mediadores quimiotaticos,
bem como a expressdo de moléculas de adesdo diminuindo a migragao
leucocitaria, bem como a amplificagado da cascata da inflamacgao;

2) Inibicdo indireta da bradicinina, histamina, substédncia P e Oxido nitrico
considerados agentes quimiotaticos;

3) Inibicdo de leucécitos ativados, uma vez que observaram-se inibicado da

atividade da mieloperoxidase e adenosina-deaminase;
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4) Todos estes efeitos antiinflamatorios podem ser devido a uma unica substancia
em particular ou ao extrato como um todo, via efeitos sinérgicos entre seus
constituintes.

Futuros estudos com o extrato P. edulis folhas, englobando a extragéo,
separacao, identificagdo e avaliacdo farmacologica de seus constituintes, poderéo

melhor esclarecer os efeitos antiinflamatérios observados. Além de melhor elucidar o

mecanismo de ag¢ao antiinfamatério.
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7. CONCLUSOES

1. Os resultados obtidos neste trabalho indicaram que os extratos de P. edulis
(folhas: 250 mg/kg, i.p., 0,5 h e raizes: 500 mg/kg, i.p., 0,5 h) apresentaram
efeito antiinflamatoério inibindo a migragcado de leucocitos na pleurisia induzida
pela carragenina. O mesmo nao ocorreu com o extrato do pericarpo dos frutos

maduros.

2. O extrato P. edulis folhas (250 mg/kg, i.p., 0,5 h) foi o mais eficaz em inibir a

inflamacéo do que os extratos raizes e pericarpo.

3. O extrato P. edulis folhas (250 mg/kg, i.p., 0,5 h) demonstrou importante efeito
antiinflamatério, pois foi capaz de inibir a atividade das enzimas
mieloperoxidase e adenosina-desminase e a geracgao direta ou indireta de
mediadores pro-inflamatérios (TNFa, IL-13, MIP-2 e Oxido nitrico) em dois

modelos de inflamagao aguda estudados.

Na figura 18 pode-se observar a hipotese do mecanismo de agao
antiinflamataério do extrato P. edulis folhas proposto neste estudo.
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8. PERSPECTIVAS

1. Estudar o efeito do extrato P. edulis folhas sobre a exsudacdo e

permeabilidade vascular.

2. Estudar o efeito deste extrato sobre a expressdao de moléculas de adesao
CD11a/CD18.

3. Estudar o efeito deste em relagéo a fatores de transcricdo nuclear.

4. Estudar o efeito deste sobre a expressao de citocinas pro-inflamatérias no

pulméo e nos lavados pleural e da bolsa de ar.

5. Verificar todos estes efeitos em compostos isolados, principalmente
flavonodides, a fim de verificar se existe um composto majoritario responsavel
pelos efeitos antiinflamatdrios ou se o conjunto dos compostos € responsavel

por estes efeitos.
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