JAQUELINE COSTA CASTARDO

AVALIACAO DA ATIVIDADE DO EXTRATO HIDROALCOOLICO
BRUTO DA Garcinia gardneriana (Planchon & Triana) Zappi EM
MODELOS EXPERIMENTAIS DE INFLAMACAO AGUDA EM
CAMUNDONGOS

CURITIBA
2007



JAQUELINE COSTA CASTARDO

AVALIACAO DA ATIVIDADE DO EXTRATO HIDROALCOOLICO
BRUTO DA Garcinia gardneriana (Planchon & Triana) Zappi EM
MODELOS EXPERIMENTAIS DE INFLAMACAO AGUDA EM
CAMUNDONGOS

Dissertagéo desenvolvida no Departamento
de Farmacologia do Setor de Ciéncias
Bioldgicas da Universidade Federal do
Parana durante o Curso de P6s-graduacao
em Farmacologia, como requisito parcial
para a obtengdo do titulo de Mestre em
Farmacologia.

Orientadora: Prof.2 Dr.2 Daniela de Almeida
Cabrini

Co-orientadora: Prof.2 Dr.2 Lia Rieck

CURITIBA
2007



il

A mente que se abre a uma nova idéia

Jjamais voltard ao seu tamanho original.
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RESUMO

A Garcinia gardneriana (Planchon & Triana) Zappi (Clusiaceae) pode ser
encontrada sob a sinonimia botanica de Rheedia gardneriana (Guttiferae) e é
conhecida popularmente como “bacupari”. Na medicina popular, € indicada
para o tratamento de inflamacgdes, dores, infeccdes urindrias e outros tipos de
infeccdes. O presente estudo investiga os possiveis efeitos antiinflamatorios
dos extratos hidroalcodlicos da G. gardneriana (EHGG), no modelo de edema
de pata induzido pela carragenina e outros mediadores inflamatérios em
camundongos; e os efeitos antiedematogénicos de mais dois compostos
isolados a partir do extrato produzido das folhas desta planta: o fukugetin e o
GB-2a. Quando administrados nas doses de 250, 500 e 1000 mg/kg, pela via
oral (v.0.) ou, 30, 100 e 300 mg/kg, intraperitoneal (i.p.), os extratos
hidroalcoodlicos da G. gardneriana produzidos a partir das folhas, cascas e
sementes reduziram a inflamacao induzida pela carragenina no modelo do
edema de pata em até 39 £ 5%, 78 £ 10% e 48 + 7%, para a v.0., € uma
inibicdo maxima de 72 £ 4%, 69 + 2% e 41 £ 11% quando administrados por
via i.p., respectivamente. Entretanto, a reducdo do edema apenas apresentou
perfil dependente da dose para os exiratos das cascas e das folhas, quando
estes foram administrados por via i.p. (Dlsp de 132,47 e 153,57 mg/kg,
respectivamente). A avaliacdo da atividade dos biflavondides fukugetin e GB-2a
(10, 30 e 100 mg/kg, i.p.), sobre o mesmo modelo mostrou que estes
compostos sdo capazes de reduzir o edema de pata da carragenina (38 + 4% e
54 * 3%, respectivamente), sendo que o GB-2a age de forma dependente da
dose (Dlsp 78,36 mg/kg). Os EHGG das folhas, cascas e sementes também
reduziram (41 + 6%, 45 + 6% e 23 + 6%, respectivamente) a atividade da
enzima mieloperoxidase, sendo o EHGG das folhas o mais potente. A
avaliacao tempo-resposta do EHGG das folhas (300 mg/kg, i.p.) verificou o
efeito inibitério sobre 0 edema de pata causado pela carragenina quando
administrado até quatro horas antes e duas horas depois da inducdo do
edema. O tratamento dos animais, com o0 mesmo extrato, causou redugdo na
atividade da mieloperoxidase, no entanto n&o foi capaz de agir diretamente
sobre a enzima isolada. Além disso, o EHGG das folhas promoveu importante
reducdo do infiltrado leucocitario para o local do edema quando avaliado
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histologicamente. Quando testado sobre a resposta inflamatéria induzida por
outros mediadores, o extrato das folhas reduziu os edemas provocados por
injecdes intraplantares de bradicinina (48 + 16%), histamina (42 + 7%) e
prostaglandina E, (80 * 3%). Entretanto, inibiu apenas parcialmente a
inflamacao gerada pela substancia P e pelo composto 48/80 e nao influenciou
o edema provocado pela injecao intraplantar de acido araquiddnico. Ainda, o
EHGG das folhas (300 mg/kg, i.p.), diminuiu parcialmente os edemas de orelha
e de pata induzidos pela administracao topica e intraplantar do éster de forbol
12-O-tetradecanoilphorbol-13-acetato (TPA). Os resultados, analisados em
conjunto, permitem sugerir que a acdo antiinflamatéria do EHGG produzido a
partir das folhas, esta relacionada a inibicAdo de uma ou mais vias de
sinalizacao intracelular envolvidas nos efeitos dos mediadores da resposta
inflamatéria, sem comprometer completamente a degranulacdo de mastdécitos
ou a formagdo de metabdlitos do AA. Em sintese, a Garcinia gardneriana,
principalmente as folhas, com sua constituicdo rica em metabdlitos
farmacologicamente ativos, possui importante efeito antiinflamatério. Estas
caracteristicas, somadas a ampla distribuicdo e facil cultivo da planta,
confirmam sua utilizacdo popular e a colocam como promissora fonte para o

desenvolvimento de alternativas aos antiinflamatérios em uso atualmente.

Palavras-chave:
Clusiaceae, Garcinia gardneriana, Rheedia gardneriana, inflamacao, edema de

pata em camundongo, mieloperoxidase, carragenina.
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ABSTRACT

Garcinia gardneriana (Planchon & Triana) Zappi (Clusiaceae), which was
designated before as Rheedia gardneriana (Guttiferae), popularly known as
“pacupari”. It is popularly indicated to treat inflammation, pain, urinary infection
and other infections. The present study examined the anti-inflammatory effects
of the hydroalcoholic extracts from G. gardneriana (EHGG) on paw oedema
induced by carrageenan or different inflammatory mediators, in mice; and also
the antioedematogenic effect of two isolated compounds, fukugetin and GB-2a.
The EHGG from leaves, bark and seeds (250, 500 and 1000 mg/kg, o.p. or 30,
100, 300 mg/kg, i.p.) reduced the paw inflammation induced by carrageenan
(39 £ 5%, 78 £ 10% and 48 + 7%, or 72 £ 4%, 69 = 2% and 41 £ 11%,
respectively), but only the leaves and the bark extracts (i.p.), presented dose-
related inhibitory effect (Dlsp 132,47 and 153,57 mg/kg, respectively). In the
same model, the biflavonoids fukugetin and GB-2a (10, 30 and 100 mg/kg, i.p.),
show that both were capable of reduced the carrageenan-induced paw oedema
(38 £ 4% and 54 = 3%, respectively). However, only the compound GB-2a
caused a dose-dependent inhibition (Dlso 78,36 mg/kg). The treatment of
animals with EHGG from leaves, bark and seeds also reduced the
myeloperoxidase activity (41 £ 6%, 45 £ 6% e 23 + 6%, respectively), being the
leaves extract the most potent, but this extract did not change the enzyme
activity when directly incubated. The time-response evaluation (300 mg/kg, i.p.)
presented an effect of leaves extract over paw oedema formation when applied
4 hours before until 2 hours after carrageenan injection. The treatment with the
EHGG from leaves promoted an important decrease of the cellular infiltrates to
the inflammatory site when evaluated by histology. The extract also reduced the
paw oedema induced by bradykinin (48 + 16%), histamine (42 = 7%) and
prostaglandin E, (80 = 3%), however it only partially decreased substance P
and compound 48/80-caused paw oedema, without any influence on the
arachidonic acid (AA)-induced oedema. The EHGG from leaves (300 mg/kg,
i.p.) also partially inhibited the paw and ear oedema caused by 12-O-
tetradecanoylphorbol-acetate (TPA). The data from the current study show that
the EHGG from leaves produce an important anti-inflammatory effect, through
the interaction of a different intracellular signaling pathways (mediators), without
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interfered with mast cell degranulation, or with the formation of AA-metabolites.
Finally, Garcinia gardneriana, mainly leaves, with a rich gathering of
pharmacologically active compounds, has an important anti-inflammatory effect.
These characteristics, added to the generous distribution and easy culture of
the plant, confirm its popular use and show it as a promising source to the
development of new alternative compounds to the anti-inflammatory drugs

currently in use.
Key-words:

Clusiaceae, Garcinia gardneriana, Rheedia gardneriana, inflammation, mice

paw oedema, mieloperoxidase, carrageenan.
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1 INTRODUCAO
1.1 Resposta inflamatoéria aguda

A palavra inflamacdo, do grego phlogosis e do latim flamma, significa
fogo, drea em chamas. Descricdes das caracteristicas clinicas da inflamacao
foram encontradas em papiros egipcios, datados de aproximadamente 3000
a.C., mas o primeiro autor a listar os quatro sinais cardinais da inflamacao foi
Celsius, um escritor romano do século | d.C., que relatou o aumento no fluxo
sanguineo e a dilatagdo dos pequenos vasos, rubor, a permeabilidade vascular
aumentada, tumor, que levaria a um aumento na temperatura local, calor, a
passagem de células do sangue circulante e dor local, dolor (ROCHA e SILVA
e GARCIA LEME, 2006). A perda de funcéao (functio laesa), quinto sinal clinico,
foi adicionado posteriormente por Virchow. Em 1793 John Hunter, um cirurgiao
escocés, observou o que é Obvio para os tempos atuais: que a inflamacéo nao
€ uma doencga, mas uma resposta sem especificidade, com objetivos salutares
ao hospedeiro (KUMAR et al., 2005). A doenca, vinculada a inflamacao, esta
no desequilibrio desta resposta.

A descricdo moderna da inflamacdo superficial n&o difere
significativamente da definigdo formulada por Celsius no primeiro século d.C.
Hoje, estudos microscépicos tornaram possivel estabelecer que os sinais
clinicos da inflamacéao sao resultado da vasodilatacdo, acumulo de leucécitos,
aumento do fluido intersticial e estimulagdo dos terminais nervosos por
mediadores (ALLER et al, 2007). A inflamagdo é uma resposta a infeccéo,
antigenos ou lesao tecidual e tem por fungéo erradicar os agentes microbianos
ou irritantes e potencializar o reparo tecidual (FLOWER e PERRETTI, 2005;
NATHAN, 2002; SHERWOOD e TOLIVER-KINSKY, 2004; TRACEY, 2002). A
defesa do corpo humano contra hospedeiros compreende barreiras fisicas e
quimicas, como pele e membranas mucosas, assim como a acidez gastrica ou
o fluxo secretério e excretério. Agentes que ultrapassam estas barreiras
encontram os mecanismos de defesa, as respostas imunes, designados a
reconhecer e eliminar materiais estranhos (WALZOG e GAEHTGENS, 2000).

A resposta imune pode ser dividida em respostas inatas e adaptativas; o

sistema imune inato €& ativado imediatamente apdés uma infecgao,
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desencadeando a resposta do hospedeiro ao microorganismo infectante e
emitindo um sinal de ativagéo para a resposta imunologica adaptativa. Eventos
como a vasodilatacao, permeabilidade vascular aumentada e infiltragéo celular
sao parte da resposta imune inata, e seus componentes celulares primarios
sao os macroéfagos, células dendriticas, células natural killer (NK) e neutrdfilos.
Proteinas efetoras circulantes como o sistema complemento, reagentes de fase
aguda e a cascata da coagulacao tém importante fungdo na imunidade inata.

A resposta imunolégica adaptativa ou especifica, sé é desencadeada
apds o reconhecimento do patdgeno pela resposta imune inata. Deflagra todo
um conjunto de reacdes singularmente especificas contra o invasor e também
torna as acdes dos componentes da resposta inata muito mais eficazes. Os
linfécitos sdo os principais componentes celulares da resposta adquirida, sendo
divididos em linfécitos B, responsaveis pela resposta humoral, isto é, producao
de anticorpos; linfocitos T, que fazem a inducdo da resposta e sao
responsaveis pelas reagcdes imunoldgicas mediadas por células; e as células
NK, células linféides ativas na resposta inata (RANG et al., 2004; SHERWOQOD
e TOLIVER-KINSKY, 2004).

Esses mecanismos de resposta imunoldgica, baseados em funcdes
sofisticadas dos leucdcitos, também sdo responsaveis pela eliminacdo de
células nao funcionantes ou lesadas, e assim contribuem para a manutencao
da homeostase tecidual. Dessa forma, os mecanismos de defesa ndo apenas
protegem o organismo da infeccdo, mas também permitem a remocgao de
restos celulares e de componentes teciduais destruidos, originados por
exemplo, de isquemia ou trauma (WALZOG e GAEHTGENS, 2000).

Como parte dessa defesa inata, a resposta inflamatéria aguda, iniciada
em situacdes nocivas, bioldgicas, quimicas ou fisicas, da margem ao
recrutamento de leucdcitos e sua migracao rapida e direcionada para regiées-
alvo dentro do corpo, o primeiro de quatro pré-requisitos para uma defesa
efetiva nos locais de lesdo. No segundo passo, os leucécitos desenvolvem
instrumentos especificos que sdo responsaveis pela eliminacao de materiais
estranhos ou células de tecidos lesados. Estes leucdcitos sdo impedidos de
causar lesao tecidual descontrolada, pelos mecanismos de contencao seguidos
de formacao e, finalmente, resolucao da resposta inflamatéria aguda. Por fim, a

inflamacao da passagem aos processos de reparo e cicatrizacao que permitem
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a recuperacao integral da fungao tecidual, restitutio ad integrum (WALZOG e
GAEHTGENS, 2000). Entretanto, uma reacao inflamatéria exacerbada pode
levar a lesdo tecidual e, se severa, causar descompensacao fisioldgica,
disfuncao organica e morte (FLOWER e PERRETTI, 2005; NATHAN, 2002;
SHERWOOD e TOLIVER-KINSKY, 2004; TRACEY, 2002).

A inflamacéo pode ser dividida em dois tipos, aguda e crénica, divisao
baseada na duracdo e caracteristicas patolégicas da reagdo. Artrite
reumatoide, lupus eritematoso sistémico, asma, silicose e aterosclerose sao
exemplos de doengas inflamatérias crénicas. Estas desordens sao
caracterizadas por longa duragdo (semanas, meses ou anos) com inflamacao
ativa, destruicdo tecidual e tentativa de reparo, ocorrendo simultaneamente.
Infiltragdo de células mononucleares e fibrose sdo caracteristicas histologicas
tipicas de inflamacéao crénica. A inflamacao aguda tem, tipica ou relativamente,
curta duracao (horas a dias) e é caracterizada por vasodilatacao, exsudacao de
fliido rico em proteinas (plasma), migracdo de células (primariamente
neutréfilos) para o sitio lesado e, em alguns casos, ativacdo da cascata de
coagulacao. Processos patolégicos causados pela exacerbacao de quadros
inflamatoérios agudos estdo entre os maiores desafios de gerenciamento para
anestesistas e profissionais de cuidados intensivos. Sepse, traumas severos e
grandes cirurgias sdo exemplos de situagdes que apresentam os principais
componentes inflamatérios agudos (SHERWOOD e TOLIVER-KINSKY, 2004).

Os principais mecanismos de defesa do hospedeiro contra
microorganismos sdo os anticorpos (defesa humoral) e os leucdcitos (defesa
celular). Estes sao encontrados normalmente na corrente sanguinea, o que
justifica a importancia atribuida, na inflamacdo aguda, aos fen6menos
vasculares. Em situagbes de homeostase, normalmente as proteinas
plasmaticas e as células circulantes estao contidas no interior dos vasos, em
movimento no sentido do fluxo sanguineo. Diante de um estado inflamatério, os
vasos sanguineos sofrem varias alteracbes, com o objetivo de facilitar a
passagem de proteinas plasmaticas e células sanguineas da circulacao para o
local da leséo ou da infeccdo (KUMAR et al., 2005).

Os sinais da inflamacéao, incluindo eritema e calor, se desenvolvem
rapidamente apds a lesdo, como resultado da vasodilatacdo (ALLER et al.,
2006; SHERWOOD e TOLIVER-KINSKY, 2004). Uma lesao significativa produz
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resposta vasomotora local que, dentre outros objetivos, tende a recuperar a
homeostase. Vasoconstricdo € um contribuinte primario a esse fim e é iniciada
pela liberagdo de aminas vasoativas, mas células lesadas que secretam
prostaglandinas também contribuem para essa diminuigao no calibre dos vasos
(ALLER et al., 2006).

A vasodilatacdo segue a vasoconstricdo inicial que é revertida 10 a 15
minutos apds a lesdo. A transicdo de constricdo para dilatacdo € mediada por
diversos fatores, produtos endoteliais por exemplo, e fatores derivados de
mastocitos como leucotrienos (LT), prostaglandinas (PG) e, particularmente,
histamina (HIS) contribuem para a vasodilatacdo. Ao mesmo tempo, 0 aumento
do calibre do vaso poderia ocorrer com lesdo de reperfusdo que, por sua vez,
causa edema intersticial (ALLER et al., 2006).

O edema, uma caracteristica fundamental da inflamacado aguda, é
causado pelo aumento da permeabilidade vascular, que leva ao
extravasamento transvascular de fluido rico em proteinas de alto peso
molecular (exsudato) do compartimento intravascular para o intersticio (ALLER
et al., 2006; KUMAR et al., 2005). Resultado das acbes de mediadores como
HIS, bradicinina (BK), LT, componentes do complemento, substancia P (SP) e
fator ativador de plaquetas (PAF). Estes fatores alteram intensamente as
funcbes de barreira dos pequenos vasos e aumentam a permeabilidade dos
capilares e vénulas a agua e proteinas. Um papel fundamental da mudanca na
permeabilidade vascular é facilitar a chegada de células e fatores soluveis,
como anticorpos e proteinas de fase aguda, ao sitio de lesao tecidual (ALLER
et al., 2006; SHERWOOD e TOLIVER-KINSKY, 2004).

A vasodilatacdo e a exsudacao plasmatica sdo acompanhadas pela
marginacao de leucocitos, sua adesado e migracao (SHERWOOD e TOLIVER-
KINSKY, 2004). A migracao leucocitaria para os sitios de inflamacgao é crucial
para as fungdes celulares dos leucdcitos tanto na imunidade inata quanto na
adaptativa, também foi implicada como uma caracteristica chave em iniUmeras
doencas inflamatérias como lesao de isquemia-reperfusédo, artrite, doenca
inflamatoria intestinal, e a sindrome de disfuncdo multipla dos 6érgaos,
associada a sepse e ao trauma (VAN MIERT, 2002). A migracao de neutréfilos,
mondécitos e células natural killer (NK) é comumente iniciada em respostas

inatas, através da geracao local de mediadores inflamatérios, como
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quimiocinas e citocinas especificas, seguindo uma lesdo inflamatéria
(NOURSHARGH e MARELLI-BERG, 2005).

A passagem dos leucécitos do compartimento vascular para o tecido
extravascular é guiada por interacées adesivas especificas entre os leucécitos
e as células endoteliais. A sequéncia de eventos envolvidos nestes processos
compbe a teoria do recrutamento leucocitario (figura 1). Envolve marginacéao e
captura dos leucécitos livres circulantes do lumem vascular; rolagem, ativagao,
firme adesdo e extensdo na superficie do endotélio; com subseqlente
movimento através da barreira das células endoteliais, também chamado de
diapedese (NOURSHARGH e MARELLI-BERG, 2005); passo seguido da
migracdo quimiotatica dos leucécitos (WAGNER e ROTH, 2000; WALZOG e
GAEHTGENS, 2000).
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Figura 1: Sequéncia de eventos envolvidos no recrutamento leucocitario. Sinais
liberados por macréfagos teciduais ativam as células do endotélio a expressar
moléculas de adesdo e a secretar mediadores inflamatorios, levando a captura de
leucécitos circulantes, sua rolagem, ativacdo, adesdo, extensdo, diapedese
transendotelial e migracdo quimiotatica (Adaptado de WALZOG e GAEHTGENS,
2000).
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O pré-requisito para todos esses passos, mostrado na figura 1, é a
ativacdo da monocamada de células endoteliais por sinais derivados do tecido.
Estes induzem a expressdo de moléculas de adesdao e a secrecao de
mediadores inflamatérios pelas células endoteliais (WAGNER e ROTH, 2000;
WALZOG e GAEHTGENS, 2000). O extravasamento de leucocitos para os
tecidos é dependente da existéncia de diferentes familias de moléculas de
adesao e seus respectivos receptores, tanto em leucécitos como em células
endoteliais. Os principais grupos de moléculas de adesado sao as selectinas,
importantes no rolamento; as integrinas, na forte adesao; e a superfamilia das
moléculas de imunoglobulinas (lg), como o PECAM-1 ou CD31 (molécula de
adesao plaqueta-endotélio celular) imprescindivel na transmigracdo. Os
principais receptores de adesdo endotelial incluem as moléculas de adesao
intercelular (ICAM) e as moléculas de adesdo da célula vascular (VCAM)
(KUMAR, et al., 2005; NOURSHARGH e MARELLI-BERG, 2005; VAN MIERT,
2002). A expressao destas moléculas de adesao (E, P, e L-selectinas, ICAM-1),
molécula de adesao das células vasculares 1 (VCAM) e integrinas leucocitarias
varia conforme os tipos celulares envolvidos na resposta infamatoéria, isto
segue a regulacdo temporal e espacial de populagdes alvo distintas, para
destinos diferentes no corpo (ROBERTS Il e MORROW, 2003; WAGNER e
ROTH, 2000; WALZOG e GAEHTGENS, 2000).

No caso de polimorfonucleares (PMN), a inducdo do ligante da L-
selectina no endotélio microvascular por mediadores pré-inflamatérios
teciduais, d& inicio a captura e rolagem do PMN via L-selectina. A rolagem
também é auxiliada pelo aumento da expressao endotelial de P e E-selectinas,
que servem de receptores para seus respectivos ligantes PSGL-1 (ligante da P-
selectina) e ESL-1 (ligante da E-selectina). O recrutamento do PMN,
subsequente ao rolamento, exige a firme adesdo do PMN a célula endotelial
mediada por [(2-integrinas, uma familia de moléculas de adesao
transmembrana expressas na superficie de leucécitos (WALZOG e
GAEHTGENS, 2000).

O ultimo objetivo dessas interacdes € facilitar a migracao dos leucocitos
do compartimento intravascular para dentro do intersticio e do espaco
intersticial para os locais de infeccao ou lesdo (SHERWOOD e TOLIVER-

KINSKY, 2004). O recrutamento das células inflamatérias para os locais da
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lesdo envolve, além das moléculas de adesao celular descritas, as interacdes
combinadas de varios tipos de mediadores soluveis que parecem desempenhar
um papel essencial na coordenacao do processo inflamatério (ROBERTS Il e
MORROW, 2003).

Assim, apos o0 extravasamento os leucocitos se locomovem ao longo de
um gradiente quimico em direcao ao local da lesdo, processo denominado
quimiotaxia (figura 1). Tanto substancias endégenas como exdgenas podem
agir como quimiotaticos, alguns exemplos de substancias exdgenas que
funcionam como agentes quimiotaticos sao os produtos bacterianos, como os
peptideos N-formilados. Dentre as substéncias enddégenas estdo os
componentes do sistema complemento como o Cb5a; produtos da via da
lipoxigenase (LOX), em especial o leucotrieno Bs (LTB4); e as citocinas,
principalmente as da familia das quimiocinas; ou seja, inuUmeros mediadores
quimicos que se originam de proteinas plasmaticas ou de células (KUMAR et
al., 2005; SHERWOOD e TOLIVER-KINSKY, 2004).

Uma lesao tecidual ou a presenca de bactérias leva a ativacdo do
complemento (NYSTROM, 1998). O sistema complemento consiste em
aproximadamente 35 proteinas, que incluem enzimas, cofatores, inibidores ou
inativadores e outras proteinas integradas de membrana. Outros componentes
sdo o0s receptores para os fatores do complemento. A ativacdo do
complemento pode se dar por trés vias: uma via denominada classica,
dependente de complexo antigeno-anticorpo; uma via alternativa, independente
de anticorpos; e a via da lecitina, onde a lecitina que liga manose, uma
colectina plasmatica, a qual se liga a componentes da bactérias e virus,
ativando o sistema (KUMAR et al., 2005; SHERWOOD e TOLIVER-KINSKY,
2004). Na inflamagdo aguda, os componentes com maior importancia
pertencem ao grupo das anafilatoxinas, o C3a, C4a e Cb5a; sdo pequenos
fragmentos da clivagem dos componentes do grupo C por serinas proteases
convertases durante a cascata de ativacdo. Dentre as anafilatoxinas, o
fragmento C5a é o melhor caracterizado, sendo um potente mediador da
inflamacéo local e sistémica. Suas atividades biol6gicas sao mediadas pela
interacdo com seu receptor C5aR, levando a atracdo e agregacao neutrofilica,
quimiotaxia, atividade citotoxica e liberacao de metabdlitos reativos do oxigénio

e de proteases de eosindfilos, mondcitos e neutrofilos. O C5a também aumenta
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a expressdao de moléculas de adesdao como E-selectina, ICAM-1 e VCAM-1
(ARUMUGAM, et al., 2006; KUMAR, et al., 2005).

Outras acoes do complemento sédo a funcao de opsoninas do fragmento
C3b e seu produto de clivagem iC3b, ao facilitar a fagocitose por neutréfilos e
macréfagos; e a formacao do complexo de ataque a membrana (MAC) pela
interacdo dos fragmentos C5b, C6, C7, C8 e C9 (C5b-9) que, em células do
organismo, ativa fosfolipases e estimula uma variedade de atividades celulares,
incluindo a sintese de prostandides, LT e citocinas. Enquanto que,
preferencialmente em células de agentes agressores, o MAC forma um canal
na membrana lipidica que permite a entrada de liquidos e ions, causando lesédo
celular (ARUMUGAM et al, 2006; KUMAR et al., 2005; SHERWOOD e
TOLIVER-KINSKY, 2004). A ativacdo do complemento também induz
macréfagos teciduais, mondcitos e outros elementos celulares reativos, como
mastocitos, células endoteliais e plaguetas a secretar mediadores como as
aminas vasoativas, HIS e serotonina e peptideos vasoativos, como a BK
(KUMAR et al., 2005; NYSTROM, 1998).

Histamina e serotonina sdo mediadores pré-formados, armazenados em
granulos celulares, e estdo entre os primeiros a serem liberados durante a
inflamacédo (KUMAR et al., 2005). Sao responsaveis pela vasoconstricao inicial
e, juntamente com outros mediadores, pela vasodilatacdo subsequente e
aumento da permeabilidade vascular (ALLER et al., 2006; GUZIK et al., 2003;
NATHAN, 2002; SHERWOOD e TOLIVER-KINSKY, 2004). A principal fonte de
HIS do organismo sdo os mastocitos teciduais (COUSSENS e WERB, 2002;
DRAY, 1995; GUZIK et al., 2003; KUMAR et al., 2005; NATHAN, 2002) e este
mediador pode levar a ativacao de outras células como as células endoteliais,
levando a expressdao de moléculas de adesdo (WALZOG e GAEHTGENS,
2000). A serotonina, ou 5-hidroxitriptamina (5-HT), possui agbes semelhantes
as da HIS e esta presente nas plaquetas e células enterocromafins (KUMAR et
al., 2005). As aminas vasoativas também estdo entre os mediadores
responsaveis pela sensacao de dor na inflamacao, através de sua agao sobre
0s neurdnios sensoriais (DRAY, 1995).

Peptideos vasoativos sdo gerados pelo sistema das cininas, através da
acao de proteases especificas, as calicreinas, sobre proteinas plasmaticas

chamadas cininogénios. A cascata que produz as cininas, cujo principal
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representante € o nonapeptideo BK, é desencadeada pela ativacao do fator XII
da via intrinseca da coagulacao (fator de Hageman) quando entra em contato
com superficies carregadas negativamente, como o coladgeno e as membranas
basais (KUMAR et al, 2005). As cininas exercem inumeros efeitos pro-
inflamatorios, incluindo liberacdo de prostandides, citocinas e radicais livres de
varios tipos celulares. Elas afetam o calibre dos vasos sanguineos através da
estimulacdo de neurdnios pdés-ganglionares simpaticos (DATTI et al., 2002;
DRAY, 1995). Cininas liberam HIS e outros mediadores pela degranulacéao de
mastocitos e também causam extravasamento plasmatico pela contragao das
células endoteliais (ALLER et al., 2006; DRAY, 1995; GUZIK et al., 2003;
SHERWOOD e TOLIVER-KINSKY, 2004). Sao potentes algégenos, induzindo
dor pela estimulacao direta dos nociceptores da pele, articulacées e musculos,
assim como por sua sensibilizacdo ao calor e estimulos térmicos (DRAY, 1995;
RICHARDSON e VASKO, 2002; VANEGAS e SCHAIBLE, 2001). H& um forte
sinergismo entre a BK e outras substancias algogénicas como PG e 5-HT
(BURIAN e GEISSLINGER, 2005; DRAY, 1995; VANEGAS e SCHAIBLE,
2001). A propria calicreina contribui para a resposta inflamatéria com sua agéao
quimiotatica e por converter o fator C5 do complemento diretamente no produto
quimiotatico C5a (KUMAR et al., 2005).

Linfécitos e macréfagos ativados, assim como outros tipos celulares
como células do endotélio, epitélio e tecido conjuntivo, também produzem
polipeptideos ou glicoproteinas que modulam a fungcdo de outros tipos
celulares, conhecidas como citocinas (ALWANI et al., 2006; KUMAR et al.,
2005). As citocinas tém um importante papel regulador sobre o inicio, a
manutengcdo e o término das reacdes inflamatérias. Mais de cinqiienta foram
identificadas e cada vez mais tem se descoberto sobre seus receptores e vias
de sinalizacao. A formacao e a secrecgao de fator de necrose tumoral (TNF)-a e
IL-1B, citocinas proinflamatérias, sdo suficientes para induzir a cascata de
citocinas proinflamatérias secundarias e outros tipos de mediadores, como fator
de ativacao plaquetaria, PG, LT, tromboxanos (TX) e 6éxido nitrico (NO)
(WITKAMP e MONSHOUWER, 2000).

Esta familia de mediadores inclui as interleucinas (IL), interferons (INF),
fator de crescimento tumoral-B (TGF-B), fatores de necrose tumoral (TNF) e as

quimiocinas. Enquanto algumas destas citocinas, como o TGF-, o antagonista
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do receptor da IL-1 (IL1-Ra) e alguns membros da IL-10 possuem funcdes
antiinflamatérias, a maioria exerce efeitos pré-inflamatérios, através da acgéo
em receptores especificos de citocinas em células-alvo. Entre as citocinas mais
conhecidas, TNF-a, IL-1B e IL-6 sdo vistas como as mais importantes, devido
aos seus papeéis na patofisiologia de muitas respostas inflamatérias assim
como no choque séptico (ALWANI et al., 2006).

Com a ativacdo leucocitaria, o TNF-a e a IL-1 sdo secretados em
grandes quantidades principalmente pelos macréfagos e aparecem na
circulacdo em uma hora. Eles tém tanto efeitos locais como sistémicos.
Acredita-se que o TNF-a, anteriormente conhecido como caquetina, seja o
responsavel pela caquexia ou emagrecimento observado em doencas
inflamatorias cronicas e cancer (ALWANI et al.,, 2006; WAGNER e ROTH,
2000).

O TNF-a pertence a superfamilia TNF, que possui mais de dezenove
ligantes. E produzido principalmente por fagécitos mononucleares, mas pode
ser produzido por outras células inflamatérias (neutréfilos, linfocitos, células
NK, e mastdcitos) ou ndo inflamatérias (endotélio). E produzido em resposta a
muitos estimulos extracelulares como outras citocinas, choque térmico,
isquemia/reperfusdo, luz UV e infec¢cdes microbianas. A acdo destes estimulos
é transmitida intracelularmente através dos membros da familia de proteinas
quinases ativadas por mitégenos (MAPK), que levam a sintese de TNF, dentre
outras citocinas (ALWANI et al., 2006). O TNF-a exerce potentes efeitos
inflamatérios: induz a expressdo endotelial de ICAM-1 e VCAM-1 (ALWANI et
al., 2006; CUZZOCREA, 2005; KUMAR et al., 2005; LAMPINEM et al., 2004); é
um potente ativador de neutréfilos e fagdcitos mononucleares; serve como fator
de crescimento para fibroblastos e angiogénese (SHERWOOD e TOLIVER-
KINSKY, 2004); aumenta a permeabilidade vascular; promove a liberagcdo do
fator nuclear-kB (NF-kB) no citosol, ao estimular a degradagéo da subunidade
inibitéria IkB. O NF-kB regula a sintese de muitas proteinas que funcionam em
vias inflamatérias, incluindo IL, INF-B, TNF-a e ciclooxigenases (COX)
(ALWANI et al., 2006; BURIAN e GEISSLINGER, 2005; KUMAR et al., 2005;
WITKAMP e MONSHOUWER, 2000). A liberacdao sistémica de TNF-a pode,
entretanto, precipitar uma cascata destrutiva de eventos que podem resultar

em lesado tecidual, disfuncdo orgéanica e, potencialmente, morte. Entre seus
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efeitos sistémicos esta a inducdo de febre, estimulacdo da secrecao de
proteinas de fase aguda pelo figado, ativagcdo da cascata de coagulagéo,
supressdo miocéardica, inducdo de vasodilatadores sistémicos com
conseqliente hipotensdo, catabolismo e hipoglicemia (SHERWOOD e
TOLIVER-KINSKY, 2004).

A IL-1, conhecida por varios nomes nos ultimos 40 anos, é um potente
mediador da inflamacdo e febre (WAGNER e ROTH, 2000). Os quatro
membros da familia da IL-1 (IL-1a, IL-1B, IL-1Ra e IL-18) sdo produzidos de
forma semelhante ao TNF-a (ALWANI et al., 2006) e, freqlentemente, séo
encontrados juntos em inumeros cenarios inflamatérios (WAGNER e ROTH,
2000). Seus efeitos fisiolégicos sdo, essencialmente, idénticos aos do TNF-a
(ALWANI et al., 2006; WAGNER e ROTH, 2000; SHERWOOD e TOLIVER-
KINSKY, 2004), entretanto, a IL-1 nao induz, por si sé, lesédo tecidual ou morte
apoptética, embora possa intensificar os efeitos lesivos do TNF-a
(SHERWOOD e TOLIVER-KINSKY, 2004).

A secrecdo das citocinas TNF-a e IL-1, mesmo que transitéria, €
suficiente para induzir, dentre outros mediadores, uma cascata de citocinas
pro-inflamatérias secundarias, incluindo IL-6, IL-8, IL-12, IL-18, fator
estimulador de colénia de macrofagos-granulécitos (GM-CSF) e proteina
inflamatéria de macroéfago-1 (MIP-1a/8) (VAN MIERT, 2002; WITKAMP e
MONSHOUWER, 2000).

A IL-6 secretada na circulagdo também possui efeitos sistémicos.
Macréfagos, células endoteliais e fibroblastos secretam esse polipeptideo, que
exibe muitas das agdes inflamatérias da IL-18 e do TNF-a (ALWANI et al,
2006; SHERWOOD e TOLIVER-KINSKY, 2004). A IL-6 é o principal sinal para
a resposta de fase aguda hepatica e serve como fator de crescimento para
linfécitos B (ALWANI et al, 2006; GUZIK et al, 2003; SHERWOOD e
TOLIVER-KINSKY, 2004). Entretanto, enquanto o TNF-a e a IL-13 induzem a
producdo de IL-6, esta ultima inibe a sintese dos primeiros, produzindo desta
forma, um efeito antiinflamatério através de feedback negativo; além disso, a
IL-6 estimula a sintese de IL-1Ra (ALWANI et al., 2006). O IL-1Ra pertence ao
grupo de antagonistas de citocinas proinflamatérias que ocorrem naturalmente.
Como seu préprio nome ja diz, o IL-1Ra liga-se ao receptor de IL-1, mas nao

induz sua ativacdo. Estas proteinas parecem atuar como inibidores
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competitivos da acao da IL-1, exercendo efeitos antiinflamatérios (ALWANI et
al., 2006; SHERWOOD e TOLIVER-KINSKY, 2004; WATERER e
WUNDERINK, 2003).

Como descrito, as principais citocinas proinflamatérias causam febre e
estimulam a hipéfise a liberar horménios do estresse. Elas também estimulam
o figado a sintetizar inumeras proteinas de fase aguda como proteina C-
reativa, fibrinogénio e importantes antiproteases (NYSTROM, 1998).

Além dos eventos descritos, a ativacao celular por trauma mecanico,
citocinas e fatores de crescimento, dentre outros estimulos, leva a rapida
remodelacdo dos lipidios de membrana para gerar mediadores lipidicos
biologicamente ativos. Estes funcionam como sinais intracelulares ou
extracelulares que afetam diversos processos bioldgicos, incluindo a
inflamacao e a homeostasia (BURIAN e GEISSLINGER, 2005; KUMAR et al.,
2005). Esses mediadores sdo os horménios de curto alcance ou autacoides,
formados rapidamente, que exercem seus efeitos no local, degradando-se
espontaneamente ou sendo destruidos por enzimas (KUMAR et al., 2005). Dos
fosfolipideos de membrana derivam duas familias distintas de autacéides: os
eicosandides, formados a partir de alguns acidos graxos poliinsaturados,
principalmente o acido araquidénico (AA), que incluem as PG, os TX e os LT; e
fosfolipideos modificados cujo principal representante € o PAF (MORROW e
ROBERTS II, 2003).

O AA, um acido graxo poliinsaturado derivado da dieta ou da conversao
do acido graxo essencial &cido linoléico, é clivado dos fosfolipideos de
membrana pela acdo da fosfolipase A, (PLA;) e da fosfolipase C (PLC)
(KUMAR et al, 2005; RICHARDSON e VASKO, 2002; VANEGAS e
SCHAIBLE, 2001). Duas classes principais de enzimas sdo responsaveis pela
sintese dos metabdlitos do AA, também chamados de eicosandides: as
ciclooxigenases sintetizam as PG e os TX; e as lipoxigenases produzem os LT
e as lipoxinas (LX) (ALWANI et al., 2006; DRAY, 1995; KUMAR et al., 2005;
WAGNER e ROTH, 2000).

A enzima ciclooxigenase (COX), também chamada de PG endoperdxido
sintase, prostaglandina H sintase (PGHS) ou acido graxo ciclooxigenase,
possui duas isoformas identificadas: COX-1 e COX-2. A primeira apresenta-se

de forma constitutiva na maioria dos tecidos corpéreos, enquanto a segunda,
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embora também se manifeste constitutivamente, é produzida com maior
intensidade em estados patolégicos (BURIAN e GEISSLINGER, 2005;
PACHER et al, 2007; VANEGAS e SCHAIBLE, 2001). Recentemente
observou-se que a familia de proteinas da COX-1 é formada por pelo menos,
quatro variagbes de RNAm derivadas do gene da COX-1. Estas variantes sao:
a prépria COX-1; duas sequiéncias parciais pCOX-1, a sequéncia pCOX-1a e
pCOX-1b; e a COX-3. Com excecdo da COX-1, essa é a Unica variacdao que
sofre transcricdo. A COX-3 possui atividade de COX em caes; em humanos e
roedores, o RNAm COX-3 codifica proteinas com seqiiéncias de aminoacidos
diferentes das produzidas pela COX-1 ou 2, e sem atividade de COX. Sua
expressao parece seguir os padrdes constitutivos da COX-1, mas suas funcoes
permanecem sob questionamento (BURIAN e GEISSLINGER, 2005; KIS et al.,
2005; WARNER e MITCHEL, 2002).

As ciclooxigenases transformam o AA em PGG; e esta em PGH;
(BURIAN e GEISSLINGER, 2005; PACHER et al, 2007; VANEGAS e
SCHAIBLE, 2001). A formacao subsequente das PG finais, a partir da PGH,
depende da presenca de sintases especificas que produzem os prostandides
funcionalmente importantes PGD,, PGE,, PGF,, PGl, (prostaciclina) e TXA..
Estas PG podem sair da célula por transporte facilitado pelos transportadores
de prostaglandinas (PGT) e outros carreadores, exercendo suas acgdes
autdcrinas ou paracrinas em uma familia de receptores préprios, localizados
nas membranas celulares. Sao eles: EP4, EP,, EP3; e EP4 (EPy — 4), para a
ligagdo da PGE,; DPy — o, para a PGDg; receptor FP, para a PGF»; IP para a
PGl,; e TPa e TPh, para o TXA. (BURIAN e GEISSLINGER, 2005).

As PG e os TX medeiam importantes acdes da resposta inflamatéria,
como a vasoconstricdo inicial, que se da pela acdo do TXA., dentre outros
mediadores (ALLER et al, 2006; PACHER et al., 2007); a transicdo da
vasoconstricdo para a vasodilatacgdo tem a participacdo das PG
vasodilatadoras PGl (prostaciclina), PGD,, PGE, e PGF., (ALLLER et al.,
2006; SHERWOOD e TOLIVER-KINSKY, 2004); TXA, é também potente
agregador plaquetario, podendo levar a trombose tecidual (SHERWOQOD e
TOLIVER-KINSKY, 2004); as PG sao potentes agentes sensibilizantes,
capazes de modular multiplos sitios da via nociceptiva (BURIAN e
GEISSLINGER, 2005): PGE, e PGl, aumentam a liberacao de peptideos como
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SP e peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP) na inflamacéao
neurogénica, agem sinergicamente com a BK na inducdo de dor e estdo entre
0s mais importantes mediadores de hiperalgesia inflamatéria (DRAY, 1995;
RICHARDSON e VASKO, 2002; VANEGAS e SCHAIBLE, 2001). A PGD: é o
principal produto catalisado pela COX em inumeros tecidos e células como
mastocitos, plaquetas, linfocitos T, células dendriticas e macrofagos. A PGD;
esta envolvida em muitos processos biol6gicos, como na inibicao da agregacao
plaquetaria, relaxamento do musculo liso vascular e ndo vascular, assim como
na regulacao da vigilia e na cronicidade da resposta inflamatéria (GILROY et
al., 2004).

As lipooxigenases (LOX) formam uma familia de enzimas citosélicas
cujos produtos iniciais derivados do AA, sdo gerados por 3 enzimas que s6
estdo presentes em alguns tipos de células, esses metabdlitos sao
denominados &cidos hidroperoxieicosatetraendicos (HPETE). Assim as
plaquetas possuem apenas a 12-LOX e sintetizam o 12-HPETE, e os
leucdcitos tém tanto a 12-LOX, como a 5-LOX, e sintetizam o 12-HPETE e o 5-
HPETE, que é quimiotatico para neutréfilos. Os HPETE, semelhante as PGG e
PGH, sao intermediarios instaveis que sofrem metabolizacdo enzimatica
(KUMAR et al., 2005; MORROW e ROBERTS II, 2003).

A 5-LOX, enzima predominante dos neutrofilos tem grande importancia
na via das LOX, visto que seu principal produto, o 5-HETE, & convertido em
uma familia de compostos chamados leucotrienos (ALWANI et al., 2006;
KUMAR et al., 2005). Os LT, assim como as PG, tém acdo vasodilatadora e
edematogénica (ALLER et al., 2006; SHERWOOD e TOLIVER-KINSKY, 2004).
Em especial os cisteinil-leucotrienos, LTC4, Ds e E4, causam intensa
vasoconstricdo e broncoespasmo e constituem o material originalmente
conhecido como “substancia de reacéo lenta da anafilaxia” (GUZIK et al., 20083;
KUMAR et al, 2005; MORROW e ROBERTS II, 2003; SHERWOOD e
TOLIVER-KINSKY, 2004). Os LT, em especial o LTB4, também ativam as
respostas dos neutréfilos, como agregacdao e adesdo ao endotélio venular,
geracao de espécies reativas de oxigénio e liberacdo de enzimas lisossomais
(KUMAR et al., 2005; NATHAN, 2002), além da potente atividade quimiotatica
(KUMAR et al., 2005; SHERWOOD e TOLIVER-KINSKY, 2004). O LTB,

também diminui os limiares nociceptivos, causando hiperalgesia térmica e
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mecanica na inflamacao neurogénica, pela producdo de 8R,15S-diHETE em
leucécitos PMN (DRAY, 1995).

As acdes pré-inflamatérias de inumeras PG e LT séo
contidas/reguladas, por uma classe de moléculas chamadas lipoxinas (LX). As
LX sdo uma classe de eicosandides oxidados que se ligam a receptores
celulares e blogueiam o influxo de neutrofilos (NATHAN, 2002). Estas
moléculas sdo geradas pela acdo combinada de leucécitos, principalmente
neutrofilos, e plaquetas (DYKE e SERHAN, 2003; GILROY et al., 2004;
KUMAR et al., 2005).

Outro mediador bioativo derivado dos fosfolipideos é o PAF. O PAF é
um fosfoglicerideo acetilado derivado dos lipideos das membranas celulares e
é produzido pelas células endoteliais, plaquetas, PMN e macr6fagos. Promove
tanto processos proé-inflamatérios como pré-adesivos (KUMAR et al., 2005;
WAGNER e ROTH, 2000). Durante quadros de sepse e pneumonia bacteriana,
o PAF é necessario para uma resposta maxima dos PMN. Além da estimulacao
das plaquetas, causa vaso e broncoconstricdo, € em doses extremamente
baixas, estimula uma potente vasodilatacdo e aumento da permeabilidade
vascular (ALLER et al, 2006; KUMAR et al, 2005; NATHAN, 2002;
SHERWOOD e TOLIVER-KINSKY, 2004; WAGNER e ROTH, 2000). Também
€ capaz de estimular a quimiotaxia (COUSSENS e WERB, 2002; KUMAR et al.,
2005), a degranulacao e a producao de espécies reativas de oxigénio. O PAF
pode ser importante ao mediar o processo de adesao, por exemplo, quando
derivado de células endoteliais pode estar localizado em sua superficie, onde
tem acesso aos receptores de PAF nos PMN em rolamento. Além disso, o PAF
ainda aumenta a sintese de outros mediadores pelos leucécitos e outras
células, especialmente os eicosandides (KUMAR et al, 2005; WAGNER e
ROTH, 2000).

A cascata da coagulagao ¢ ativada durante a leséo tecidual e infeccdo. E
dividida em duas vias que convergem e levam a ativacdo de trombina, com
subsequente quebra do fibrinogénio em fibrina. A via intrinseca consiste numa
série de proteinas plasmaticas ativadas pelo fator de Hageman (fator Xlla),
uma proteina hepatica que é ativada pela ligacdo ao coladgeno, membrana
basal ou plaquetas ativadas. A ativacdo do fator de Hageman dispara a

ativacao da cascata de proteinas, resultando na formacao de trombina. A via
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intrinseca é mais comumente ativada por trauma tecidual direto (KUMAR et al.,
2005; MAJERUS e TOLLEFSEN, 2003; SHERWOOD e TOLIVER-KINSKY,
2004). Em contraste, a via extrinseca € iniciada pela producgéao do fator tecidual
(tromboplastina). Recentes estudos indicam que a via extrinseca é a via
primaria de ativacdo durante infeccao e inflamacao sistémica, particularmente
sepse e sindrome da resposta inflamatdria sistémica (SIRS). O fator tecidual é
expresso em superficies teciduais que nao sdao normalmente expostas ao
compartimento vascular, como o0s tecidos subcutdneos e as camadas
adventicias dos vasos sanguineos. Além disso, células endoteliais e mondcitos
ativados produzem fator tecidual em estados inflamatérios, em resposta ao
TNF-a, IL-1, IL-6 e proteina C-reativa. A presenca do fator tecidual causa a
ativacao do fator VII, formando um complexo, que causa a liberacao de
trombina pela ativacdo de uma série de fatores da coagulacdo (MAJERUS e
TOLLEFSEN, 2003; SHERWOOD e TOLIVER-KINSKY, 2004).

A ativacdo da cascata de coagulagdo ndo é importante apenas pela
formacao de fibrina, mas possui importantes efeitos na resposta inflamatéria. A
trombina € o principal elo entre o sistema de coagulacéo e a inflamacao. Ela se
liga aos seus receptores PAR (receptores ativados por proteases) tipo 1, o que
leva a mobilizagdo da P-selectina, producdo de quimiocinas e expressao de
moléculas de adesdo endotelial para os leucdcitos; inducdo de COX-2 e
producédo de PG; producédo de PAF e NO; e alteracées no formato do endotélio
(KUMAR et al., 2005; SHERWOOD e TOLIVER-KINSKY, 2004). A trombina e o
complexo fator tecidual-Vlla podem induzir a producdo de citocinas pro-
inflamatoérias como o TNF-a, assim a inflamagdo aguda ativa a cascata de
coagulacao, que intensifica a resposta inflamatéria (SHERWOOD e TOLIVER-
KINSKY, 2004).

A infiltracdo intersticial de células também € favorecida por agdes de
componentes intrinsecos e extrinsecos das cascatas de coagulacdo. A fibrina
forma uma matriz precoce combinando-se com a vibronectina e fibronectina,
que facilita a migragdo transvascular, primeiro de plaquetas e depois de
leucocitos (ALLER et al., 2006).

Outro importante mediador da resposta inflamatéria € o NO. Um
mediador pleiotropico da inflamagédo, primeiramente chamado de fator de

relaxamento derivado do endotélio, € um gas soluvel produzido pelas células
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endoteliais, macrofagos e alguns neurbnios cerebrais. Desempenha papel
importante nos componentes vasculares e celulares da resposta inflamatéria
(KUMAR et al., 2005). O NO é produzido a partir da L-arginina pela acao da NO
sintase (NOS). Trés isoformas da NOS foram identificadas: as NOS endotelial
(eNOS) e neural (nNOS) sao produzidas de forma constitutiva e sua expressao
aumenta com o fluxo de calcio enquanto leucécitos ativados produzem a NOS
induzida (iINOS) apds a exposicdo a produtos microbianos ou citocinas pré-
inflamatérias (DRAY, 1995; KUMAR et al., 2005; SHERWOOD e TOLIVER-
KINSKY, 2004). Muitas linhas de evidéncia, acumuladas nos ultimos 15 anos,
indicam que o aumento na produgéo de NO, devido a indugcéo da expressao de
INOS por citocinas inflamatdérias, é instrumento da patofisiologia da inflamacéao
(PACHER et al., 2007). Por sua acao no musculo liso vascular, € um potente
vasodilatador e reduz a agregacao e adesao plaquetarias. Em condicdes
normais, sua producdo reduz o recrutamento leucocitario, enquanto a
diminuicdo de seus niveis promove o rolamento e a adesao leucocitaria.
(GUZIK et al., 2003; KUMAR et al., 2005). Também promove sensibilizacdo
dolorosa (GUZIK et al., 2003; RICHARDSON e VASKO, 2002).

O NO e seus derivados sao microbicidas, de forma que este também
demonstra ser um mediador na defesa do hospedeiro contra infecgdes (GUZIK
et al., 2003; KUMAR et al., 2005). Mediadores pré-inflamatérios ativam células
inflamatorias e enzimas como a iINOS, que produz grandes quantidades de NO
e de enzimas NADPH oxidase e a xantina oxidase, produtoras de espécies
reativas de oxigénio como o anion superéxido (O2-). A producao simultanea de
NO e O.- resulta na geracdo de peroxinitrito (ONOO-) que, por sua vez,
lesiona moléculas alvo como proteinas, glutationa (GSH), mitocondrias e DNA
(DYKE e SERHAN, 2003; PACHER et al., 2007). A lesdao do DNA pode iniciar a
morte apoptética, que é o gatilho para ativagdo da polimerase poli ADP-ribose
(PARP), que pode induzir necrose celular pela deplecdo de ATP. Tanto o
peroxinitrito como o PARP, contribuem para a intensificacdo das vias de
transdugédo do sinal inflamatério, produzindo, desta forma, um ciclo de auto-
amplificacdo da lesdo celular inflamatéria (PACHER et al., 2007). Anions
superdxido sao convertidos em peroxido de hidrogénio (H.O,) pela superdxido
dismutase. Além disso, PMN também contém a enzima mieloperoxidase (MPO)
em seus granulos azurofilicos (DYKE e SERHAN, 2003; KUMAR et al., 2005).
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MPO catalisa a conversao de H,O, em &cido hipocloroso. Este é considerado o
primeiro produto responsavel pela citotoxicidade dos neutrofilos, evidente
quando a enzima € liberada fora do vacuolo lisossémico (DYKE e SERHAN,
2003; PACHER et al., 2007). Esta citotoxicidade é proveniente da producao de
poderosas cloroaminas oxidantes. Somado ao seu ataque oxidativo direto, os
radicais de oxigénio também podem modular varias atividades celulares,
importantes mediadores na sequéncia de eventos que leva a leséao tecidual.
Radicais superédxido inativam o NO, mediador endotelial do relaxamento
vascular, enquanto o H,O, é indutor da aderéncia de neutréfilos a vasos
sanguineos intactos. A exposicao aos radicais pode estimular a produgédo de
PAF pelas células endoteliais e reduzir seu catabolismo; pode induzir a
geracao de substancias plasmaticas quimiotaticas para neutréfilos, e também a
sintese e exposicao endotelial de fator tecidual, promovendo trombose
intravascular (DYKE e SERHAN, 2003).

A resposta inflamatéria de fase aguda envolve mecanismos adicionais
que tem a funcao de conter e reverter a resposta inflamatoéria. Neste processo
ha a participagdo coordenada de citocinas, quimiocinas e fatores de
crescimento. Uma funcdo imunossupressora também foi atribuida a epinefrina,
acetilcolina, cortisol, glucagon e adenosina. Neutréfilos entram em apoptose e
h&a a captacdo das células apoptoéticas pelos macréfagos, resultando numa
diminuicao da liberacao de citocinas pré-inflamatérias, incluindo TNF-a, IL-13 e
IL-8, e no aumento da producao de citocinas antiinflamatérias, como o TGF-,
IL-10, e IL-4, que por sua vez, podem inibir a producdo de TNF-qa, IL-1, IL-6 e
IL-8 pelos mondcitos/macréfagos. A resposta de fase aguda também produz
inibidores de TNF e IL-1, que se ligam as citocinas circulantes ou bloqueiam os
receptores nas células-alvo. A associacado da resposta imunossupressora com
a acao antimicrobiana favorece a fase final da inflamacgéao (ALLER et al., 2006;
NYSTROM, 1998).

Um evento bem descrito na transicao para a resolucéao € a substituicao
de PMN por monécitos e macréfagos fagociticos. Entretanto, o que se sabe até
0 momento sobre o0s sinais que controlam esse perfil de troca celular € incerto.
Estudos analisando a infiltragcdo leucocitaria na inflamacao peritoneal sugerem
que a interacao entre a IL-6 e seu receptor soluvel, slL-6R, forma um dos

principais determinantes desta troca de PMN para monécitos. Foi mostrado que
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o slL-6R, produzido pelos PMN infiltrados, forma um complexo com a IL-6 que
modula diretamente a expressao de quimiocinas CC e CXC. Assim, a sintese
de quimiocinas CXC, induzida pela IL-1 e pelo TNF-a, é suprimida, enquanto a
quimiocina quimioatratora de mondécitos CC1 € promovida. Esta troca de
quimiocinas inibe o recrutamento de neutréfilos em favor de um influxo
sustentado de células mononucleares. Somado as quimiocinas, o0s
eicosanoides também orquestram a transicdo precoce para a resolucdo da
inflamacédo aguda. O metabolismo transcelular do AA pela interagdo das vias
da LOX origina a familia LX. Conforme descrito, LX tém agdes seletivas sobre
leucocitos que incluem inibicdo da quimiotaxia de PMN, sua adesdo e
transmigracao através das células endoteliais, assim como inibicado do aumento
no exsudato vascular mediado pelos PMN. Nao esta clara a existéncia de um
crosstalk entre as LX e o complexo sinalizador IL-6/slL-6R no controle do perfil
de troca leucocitaria. Todavia, parece que quando a inflamacdao aguda
necessita de resolugcdo, o complexo IL-6/slL-6R, as quimiocinas e as LX
representam alguns dos primeiros sinais que controlam a troca de PMN
precoces para monécitos/macréfagos (GILROY, 2003).

Muitas variaveis podem modificar o processo inflamatério basico, como a
natureza e a intensidade da lesdo, o local e o tecido afetado, e a
responsividade do hospedeiro. Entretanto, a inflamacdo aguda, geralmente
evolui para um destes trés resultados finais: resolucao completa, estado ideal;
cicatrizacdo pela substituicido de tecido conjuntivo (fibrose); progressao da
resposta tecidual, a cronicidade da resposta (GILROY, 2004; KUMAR et al.,
2005).

1.2 Terapia antiinflamatodria

A homeostasia e o estado saudavel sao restabelecidos quando a
inflamacéo é limitada por respostas antiinflamatérias, intrinsecas ao organismo,
que sao redundantes, rapidas, reversiveis, localizadas, adaptativas a
mudangcas na origem e integradas ao sistema nervoso (TRACEY, 2002;
NATHAN, 2002). Quando as forcas de contencao intrinsecas falham ou nao

séo suficientes faz-se uso de auxiliares extrinsecos, substancias que quando
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administradas ao organismo possuem acdo antiinflamatéria e atuam na
recuperacado da homeostasia corpérea.

Dentre as principais terapias antiinflamatérias, os antiinflamatérios nao
esteroidais (AINE) tém a aplicacdo mais ampla. Os AINE atualmente
disponiveis agem, em sua maioria, inibindo a atividade das isoformas 1 e 2 da
enzima COX, inibindo assim, a sintese de PG e TX (BURIAN e GEISSLINGER,
2005; ROBERTS Il e MORROW, 2003). Exemplos de AINE incluem o acido
acetil salicilico, protétipo da classe introduzido na medicina em 1899, que
acetila irreversivelmente a COX; e varios outros tipos de acidos organicos,
como o ibuprofeno, derivado do acido propidnico; indometacina, da classe dos
derivados do acido acético; e os acidos endlicos, como o piroxicam. Sendo que
todos estes derivados de acidos competem com o AA pelo local ativo da COX
(ROBERTS Il e MORROW, 2003).

O fato de que a isoforma 1 da COX é a forma mais presente
constitutivamente, leva a crer que a sua inibicdo pelos AINE nao seletivos seja
a base dos efeitos colaterais graves observados com esses inibidores,
principalmente sobre o trato gastrointestinal. Por outro lado, a inibigao seletiva
da COX-2 esta envolvida na estratégia terapéutica de escolha para o
tratamento de condi¢des inflamatdérias (ALWANI et al., 2006). A COX-2 possui
um canal para a entrada do substrato, mais largo que a COX-1, desta forma,
agentes seletivos para a COX-2 normalmente sdo maiores que 0S nao
seletivos, grandes o suficiente para ndo conseguirem entrar pelo canal da
COX-1 e impedir a entrada do AA (HAWKEY, 2001; RANG et al., 2004). A
expressdo da COX-2 é induzida por estimulantes inflamatérios como o
lipopolissacarideo (LPS) de bactérias gram negativas (LPS), citocinas
proinflamatérias (IL-18 e TNF-a) e fatores de crescimento; enquanto sua
expressao é inibida por glicocorticéides e citocinas antiinflamatérias (ALWANI
et al., 2006). O rofecoxib e o celecoxib, farmacos da classe designada coxibs,
sao exemplos de inibidores seletivos da COX-2 (HAWKEY, 2001; RANG et al.,
2004)

Interferir com a habilidade das células inflamatérias se aderirem e
migrarem através do endotélio durante certos estados patolégicos pode ser

benéfico. Desta forma, um dos melhores efeitos do tratamento com
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glicocorticoides e AINE, é limitar a ativagdo e o recrutamento de leucécitos
(WAGNER e ROTH, 2000).

Glicocorticoides sdo mediadores antiinflamatérios enddégenos potentes,
liberados em minutos em resposta ao estresse e a lesao tecidual para controlar
a severidade da resposta inflamatéria, funcionando como freios internos contra
reagdes inflamatorias potencialmente exageradas produzidas pelo hospedeiro.
A remocgéao deste potente e primario mecanismo de controle esta associada a
inflamagéo prolongada e exacerbada, incluindo, em alguns casos, a letalidade.
Glicocorticoides sintéticos agem da mesma forma que mediadores endégenos.
Sua acgdo se da através de receptores nucleares (GR), localizados sob a forma
inativa no citoplasma. A ligacao do glicocorticoide ao receptor o ativa e o
complexo glicocorticéide-GR dirige-se para o nucleo, onde reage, na forma de
dimeros, com os elementos responsivos aos glicocorticoides (GRE), que sao
seqUéncias especificas de DNA dentro das regides reguladoras dos genes
afetados, esta ligacao leva a ativagdo ou a inibicao da transcricdo de genes-
alvo. Além da interacdo receptor-DNA, os glicocorticdides também parecem
exercer sua agao através de interagdes receptor-proteina, onde esta proteina
consiste em importantes fatores de transcricdo, como o NF-kB e o AP-1, que
regulam a expressdo de diversos componentes do sistema imune. Dessa
forma, ha a inibigdo da producéo de mediadores inflamatorios pelos leucdécitos,
bem como das respostas das células-alvo a estes mediadores (GILROY et al.,
2004; SCHIMMER e PARKER, 2003; WAGNER e ROTH, 2000).

No processo inflamatério hd uma linha ténue entre os efeitos benéficos
da inflamacdo e a possibilidade do processo causar e agravar uma lesao
tecidual, levando a apoptose e necrose (ALLER et al., 2006). A magnitude da
resposta inflamatoria é crucial; uma vez que respostas insuficientes resultam
em imunodeficiéncia, que pode levar a infec¢cbes e cancer; e respostas
excessivas causam morbidade e mortalidade em doencgas inflamatérias
cronicas como artrite reumatdide (AR), doenca de Crohn, aterosclerose,
diabetes, doenca de Alzheimer, esclerose multipla e isquemia cerebral e do
miocardio. Ha situacbes em que a resposta inflamatoéria atinge a circulacéo
sanguinea, como ocorre no choque séptico, meningite e trauma severo. Nestes
casos a inflamacéao pode apresentar mais riscos ao organismo hospedeiro do
que o estimulo original (TRACEY, 2002).
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A evolucao da resposta inflamatéria aguda para crénica existe quando a
inflamacdo com destruicdo tecidual ocorre por um periodo prolongado, de
maneira excessiva e sem resolucao (SHERWOOD e TOLIVER-KINSKY, 2004).
Doencas reumaticas, como osteoartrite e AR, sdo importantes causas de
deficiéncia nos paises ocidentais e ttm como sintomas prevalentes inflamacéo,
dor, destruicao articular, deformacdes e o prejuizo da funcédo locomotora com
varidveis graus de incapacitacdo. As alteracdes articulares apresentam
também, proliferagdo da membrana sinovial e erosdo da cartilagem e 0sso.
Sua etiologia permanece desconhecida, provavelmente representam uma
reacdo auto-imune, e as citocinas inflamatérias primarias, IL-1 e TNF-a,
desempenham um importante papel na patogenia (BERTOLINI, 2001;
HENDERSON, 2003; RANG et al., 2004).

A atual farmacoterapia das doencas reumatoides consiste no tratamento
com AINE, que promovem a redugdo dos sintomas, mas nao retardam a
evolugcdo da doenca; agentes anti-reumatdides modificadores da doenga
(ARMD), grupo que abrange uma variedade de farmacos com diferentes
estruturas quimicas e mecanismos de agdo, como 0 metotrexato, antagonista
do acido félico com acgéao citotoxica e imunossupressora; a sulfassalazina, que
parece atuar pela remoc¢do dos metabdlitos toxicos do oxigénio produzidos
pelos neutréfilos, produz remissdo da AR ativa e € usada também no
tratamento da doenca intestinal inflamatéria crénica; compostos de ouro, como
a auranofina, que inibe a inducao de IL-1 e TNF-a; penicilamina, que acredita-
se, modifica a doenca reumatéide por diminuir a producdo de IL-1 e/ou pelo
impedimento da maturacdo do colageno recém sintetizado; e a cloroquina,
antimalarico usado também no tratamento do lupus eritematoso. O tratamento
pode incluir ainda, agentes imunossupressores, como a azatioprina e a
ciclosporina, que atuam na fase de indug&o, reduzindo a proliferacdo de
linfocitos, mas alguns imunossupressores também inibem a fase efetora, onde
ha a acao celular ou humoral da resposta imunolégica. Os glicocorticéides
também sdo usados no tratamento; e mais recentemente, as substancias
anticitocinas (infliximab, etanercept), que estdo direcionando o tratamento para
aspectos especificos dos processos lesivos da AR, ambos os exemplos citados
ligam-se ao TNF e inibem seus efeitos (RANG et al., 2004).
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Recentes progressos na determinacdo dos processos patofisiolégicos
envolvidos nessas doencas, especialmente com relagdo ao papel das citocinas,
tém resultado em novas abordagens terapéuticas, entretanto, nenhum dos
tratamentos existentes oferece cura ou terapia definitiva (BERTOLINI, 2001).

Doencas inflamatérias intestinais como Doenca de Crohn e colite
ulcerativa, também tém se sobressaido nos ultimos anos como importantes
problemas de saude do ocidente. Doengas inflamatodrias intestinais sao
desordens multifatoriais de etiologia desconhecida. Substancial progresso tem
ocorrido na caracterizagcdo das populacées de células imunes e mediadores
inflamatorios envolvidos, tanto em pacientes quanto em modelos murinos, e ha
importantes evidéncias da contribuicao das espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio, bem como do desequilibrio entre células T reguladoras e células T
proinflamatdrias, na patofisiologia destas doencas (BONDER e KUBES, 2003;
CUZZOCREA, 2005). Exemplos sdo 0os mondcitos de pacientes com doenca de
Crohn, e PMN de individuos com colite ulcerativa, que possuem uma
capacidade aumentada de gerar radicais livres de oxigénio (CUZZOCREA,
2005). De fato pacientes com doenca de Crohn, possuem uma superproducao
de citocinas Th1, como IFN-y, TNF-q, e IL-12, de células T CD4", implicadas no
desenvolvimento da doencga, € a terapia anti-TNFa € um dos tratamentos mais
efetivos até o momento. Por outro lado, a melhora no quadro de colite
ulcerativa com anticorpos contra citocinas Th2, como a IL-4, sugere que esta é
uma doenca mediada por Th2 (BONDER e KUBES, 2003).

A inflamagdo crénica da mucosa tem um importante papel na
patogénese da asma, que é uma doenca caracterizada por obstrucéo
reversivel das vias aéreas e hiperresponsividade a estimulos enddgenos e
externos. Achados histopatolégicos incluem infiltracdo macica de linfocitos T
ativados, mastocitos, macréfagos e eosindéfilos para o interior e ao redor do
epitélio brénquico, dilatacdo dos vasos sanguineos, perda da camada
superficial do epitélio, edema de mucosa e hipertrofia das glandulas
submucosas e do musculo liso bréonquico (CUZZOCREA, 2005; LAMPINEN et
al., 2004).

Os glicocorticéides estdo entre os farmacos mais usados na terapia de
doencas alérgicas como a asma. Em parte, devido a supressao das citocinas

através da inibicao do potente fator de transcri¢cao inflamatério NF-kB (CATLEY
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et al., 2003; CUZZOCREA, 2005; LAMPINEN et al., 2004; RANG et al., 2004) e
pela inducdo de apoptose de eosindfilos. O tratamento com glicocorticoides
também leva a niveis aumentados de IL-12, que € apoptética. Agonistas Bo,
inalados rapidamente, sdo o tratamento mais efetivo nas crises agudas, mas,
com o tempo, além da dessensibilizacdo dos receptores, estes agonistas
aumentam a producéo de anticorpos IgE e levam ao desenvolvimento da crise
(CUZZOCREA, 2005; SANDERS, 2006). A teofilina, um dos farmacos
alternativos, é usada no tratamento da asma por seus efeitos relaxantes sobre
o musculo liso brénquico, e tem se observado que a teofilina é capaz de
acelerar a apoptose espontédnea em eosinofilos e neutréfilos e diminui a
sobrevivéncia de eosinéfilos induzida pela IL-5, entretanto ndo é capaz de
substituir a terapia padrao com glicocorticoides e agonistas B> (CUZZOCREA,
2005; LAMPINEN et al., 2004).

Observa-se que existe um repertorio vasto de terapias para o tratamento
de doencas de origem inflamatéria como asma, AR, lupus eritematoso
sistémico, doenca de Crohn, esclerose multipla, artrite psoriatica e vasculite
sistémica. Entretanto, tais terapias apresentam efeitos indesejaveis, por
exemplo, esterdides podem causar osteoporose e deficiéncia na cicatrizagao,
enquanto os novos inibidores seletivos da COX-2 podem reduzir a sintese do
protetor vascular, a prostaciclina, aumentando o risco de trombose. De fato,
experiéncias com a terapia neutralizadora de TNF-a também tém revelado
complicagdes. Estudos clinicos indicam que estes farmacos ndo podem ser
administrados em pacientes com insuficiéncia cardiaca, ou com histérico de
doenca desmielinizante. Além disso, pode ocorrer a ativagdo de tuberculose
latente, ou outras doencgas oportunistas como pneumonia e aspergilose. Estes
efeitos colaterais se devem a inibicao de fatores enddgenos essenciais a
fisiologia normal, ou, no caso dos anti-TNF-a, por suprimir a capacidade do
hospedeiro se defender adequadamente contra infecgdes, dado que a resposta
inflamatéria inata € um evento benéfico de defesa (GILROY et al., 2004). Em
doengas autoimunes como AR e lupus eritematoso sistémico, ha casos de
resisténcia aos glicocorticoides devido ao uso prolongado necessario a esses
casos (MOHR e PELLETIER, 2006).

Farmacos AINE sdo os medicamentos mais comumente usados no alivio

dos sintomas, particularmente dor e inflamagédo. Contudo, também causam
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sérios efeitos adversos e os mais importantes vao de uma lesao gastrica a
ulceracao, faléncia renal e asma. Tentativas de desenvolver AINE desprovidos
da toxicidade classica, principalmente lesdo gastrointestinal (Gl), seguem
varias estratégias (BERTOLINI, 2001; HAWKEY, 2001). Os AINE foram
associados com agentes gastroprotetores, como o misoprostol (analogo de
PGE;), antagonistas do receptor H, da HIS e inibidores da bomba de prétons;
estas associacdes tém a intencdo de manter a sintese de muco diante da
inibicdo da sintese de PG, e diminuir a secregdo acida gastrica,
respectivamente (BERTOLINI, 2001; RANG et al., 2004). Entretanto, a terapia
combinada introduz outros problemas de farmacocinética, toxicidade, e adesao
do paciente, podendo também propiciar o aparecimento de novos efeitos
colaterais inesperados. Mais recentemente, a incorporacao de um gerador de
NO a molécula de diversos AINE, mostrou intensa diminuicdo da atividade
ulcerogénica. No entanto, achados sugerem um possivel envolvimento do NO
na patogénese da artrite e subsequente destruicdo tecidual (BERTOLINI,
2001).

Enfim, situacdes patolégicas em que a resposta inflamatéria se torna um
fator de lesao, perda das fungdes normais do organismo e até mesmo um fator
de risco de morte, possuem inumeras alternativas terapéuticas. Contudo, tais
alternativas mostram-se apenas paliativas, e/ou apresentam efeitos colaterais
que, muitas vezes, se sobrepdem as vantagens do tratamento. Desta forma, a
busca por novas abordagens terapéuticas, e/ou tratamentos antiinflamatérios
com menos efeitos colaterais, é compreensivelmente constante e, na maioria
das vezes, parte do uso popular de remédios caseiros; fonte inesgotavel de

novos farmacos.

1.3 Plantas com atividade antiinflamatoria

A natureza, através dos medicamentos a base de plantas, tem sido
usada desde tempos remotos para o tratamento de uma infinidade de doencas
(CALIXTO, 2000; KHAN, 2006; SARTI e CARVALHO, 2004). Estes
tratamentos, desenvolvidos a centenas de geracdes passadas, tornaram-se
conhecidos como medicina tradicional. A humanidade possui grande divida

para com incontaveis autores anénimos que reuniram informacdes da medicina
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Greco-romana, Chinesa, Ayurveda e de outros sistemas de medicina
tradicional, assim como grandes escribas e sabios shamans que passaram
seus conhecimentos de forma verbal (KHAN, 2006). No Brasil, onde existem
cerca de 120.000 espécies de plantas superiores, os indigenas usaram e ainda
fazem uso de varios vegetais como tratamento para seus males ou como
veneno em suas guerras e cagadas (SARTI e CARVALHO, 2004).

De acordo com estimativas da organizagcdo mundial da saude (OMS),
mais de 80% da populacdo dos paises em desenvolvimento depende da
medicina tradicional ou de medicamentos a base de plantas, como sua fonte
primaria de cuidados com a saude (WHO, 2002).

Assim, as plantas medicinais tém apresentado importante participacao
na saude mundial. Contrariando os grandes avancos observados em décadas
recentes na medicina moderna, as plantas ainda contribuem muito para os
cuidados com a saude. As plantas medicinais possuem distribuicao mundial,
mas sao mais diversificadas nos paises tropicais. O interesse em
medicamentos derivados de plantas superiores, especialmente os fitoterapicos,
aumentou expressivamente na Ultima década. Estima-se que em torno de 25%
de todos os medicamentos modernos sejam derivados, direta ou indiretamente
de plantas superiores (CALIXTO, 2000).

O primeiro, e um dos maiores exemplos do desenvolvimento de
farmacos a partir de remédios vegetais € o acido salicilico, obtido das cascas
de espécies de salgueiro (Salix spp). As propriedades analgésicas e
antipiréticas destas cascas s&o conhecidas de antigas civilizagbes, como o
antigo Egito, Grécia, india e Roma. O primeiro relato do seu uso é encontrado
no papiro de Ebers, uma reunido egipcia de dados medicamentosos, datado de
mais de 3500 anos. A oxidagdo da salicina, um constituinte da casca do
salgueiro, origina o &cido salicilico, que teve seu uso limitado por causar
intensa irritagdo gastrica. Mais tarde, a acetilagdo da molécula deu origem ao
acido acetilsalicilico, um dos farmacos de maior sucesso da histéria
(ROBERTS Il e MORROW, 2003; SETTY e SIGAL, 2005).

Produtos naturais, incluindo os derivados de plantas superiores tém
dado, nos ultimos anos, grande contribuicdo para o desenvolvimento de
terapias farmacolégicas modernas. A maioria dos metabdlitos secundarios

derivados de plantas sdo conhecidos por interferir, direta ou indiretamente, com
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moléculas ou mecanismos como mediadores inflamatérios, exemplos sao os
metabdlitos do AA e as citocinas; producdo e/ou acao de segundos
mensageiros, como AMPc, GMPc, proteinas quinases e calcio; expressao de
fatores de transcricdo como o NF-kB, e de proto-oncogenes, c-jun e c-fos; e
intervencao na expressao de moléculas pro-inflamatérias como a iNOS, COX-
2, IL-1B, TNF-a, neuropeptideos e proteases (CALIXTO et al., 2003).

Muitas plantas cuja indicacao popular aborda a resposta inflamatéria sdo
alvos para o estudo de novas alternativas terapéuticas para esta area. Este uso
popular é muitas vezes confirmado pelos resultados das pesquisas cientificas,
como pode ser observado com os exemplos citados a seguir e resumidos na
tabela 1.

Gengibre é a raiz da planta Zingiber officinale Roscoe, familia
Zingiberaceae. Originaria da india e Asia Tropical e aclimatada no Brasil, usada
mundialmente como importante especiaria e planta medicinal (CARVALHO e
SILVA, 2004; ZHOU, et al., 2006). Tem sido usado a milhares de anos na
medicina Ayurveda e Sino-Japonesa, para inflamacao e reumatismo. Outras
indicagbes incluem vertigem, nausea e vémitos (SETTY e SIGAL, 2005). O
estudo de seus extratos apresentou algumas atividades farmacolégicas,
incluindo acdo antiinflamatéria, antiemética, analgésica, anti-tumor, e
antioxidativa. Estudos clinicos também sugerem que o gengibre, ou seus
extratos, podem ser usados na artrite e outras dores cronicas associadas a
doencas inflamatorias (ZHOU et al., 2006). Quanto aos mecanismos de agao,
verificou-se a inibicdo da COX, da biossintese de leucotrienos e de TNF-a
(SETTY e SIGAL, 2005).

O picao, nome popular da planta Bidens pilosa L., é popularmente usado
para tratamento de inflamacdes, hepatite, ictericia neonatal, dismenorréia e
diabetes, dentre outras indicacdes populares (CARVALHO, 2004; HORIUCHI e
SEYAMA, 2006). Pertence a familia Asteraceae e tem distribuicdo mundial,
sendo considerado cosmopolita tropical. Estudos comprovaram suas acodes
imunossupressora (PEREIRA et al., 1999) e antiinflamatéria, sendo esta ultima
por inibir a producédo de IgE e a liberagdo de HIS pelos mastdcitos, e permitir a
permeabilidade vascular local. Possui flavondides e derivados do acido caféico,
que tém comprovada acao captadora de radicais livres, além dos efeitos
relatados para o extrato (HORIUCHI e SEYAMA, 2006).
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A Uncaria tomentosa é uma erva peruana da familia Rubiaceae,
conhecida popularmente como unha-de-gato. Possui indicacéo para inflamacao
cronica, gastrite, Ulcera gastrica e AR (PERAZZO, 2004). H& relatos de sua
efetividade no tratamento de doencas inflamatérias como asma e artrite
(CISNEROS et al., 2005; SETTY e SIGAL, 2005). E capaz de inibir a produgao
de TNF-a e, em menor extensdo, de PGE,, tem atividade antioxidante e
captadora de radicais livres (GONCALVES et al., 2005). Foi ainda verificado
que a unha de gato pode proteger as células contra o estresse oxidativo por
impedir a ativacdo do NF-kB (CISNEROS et al., 2005).

Harpagophytum procumbens é uma planta perene nativa da Africa do
Sul, pertence a familia Pedaliaceae e é popularmente conhecida como garra-
do-diabo, por suas frutas serem cobertas de espinhos com forma de gancho.
Também é conhecida por suas acdes antiinflamatéria e analgésica, onde inibe
a biosintese de eicosandides, principalmente dos cisteinil leucotrienos. O
principal composto encontrado em seus tubérculos é o harpagosideo, da classe
dos glicosideos iridoides (LIMA e CARVALHO, 2004; SETTY e SIGAL, 2005).

A caléndula, Calendula officinalis L, da familia Asteraceae, € uma planta
de brotamento anual, nativa da Europa central e Mediterraneo. Tem seu uso
medicinal registrado desde o século 12 como antipirético, antiinflamatério e
para controlar a menstruagcédo para uso interno. Topicamente é indicado para a
cura de feridas e pele inflamada e danificada, enquanto o cha € usado na
conjuntivite, faringite, estomatite e gengivoestomatite, erupcées cuténeas de
fraldas e outras condigdes inflamatérias de pele e mucosa (CARVALHO, 2004).
Dados publicados confirmam sua atividade antiinflamatoria sistémica e topica e
seus alcoois triterpénicos apresentam importante atividade antiinflamatéria
(AKIHISA et al., 2006; CARVALHO, 2004; NEUKIRCH et al., 2005), anti-
promogdo de tumor e citotdéxica (UKIYA et al, 2006). Pela sua agao
cicatrizante, cura ou diminui a gastrite e a Ulcera duodenal; o acido oleandlico
favorece a regeneracao de tecidos danificados e possuem acao anti-séptica, e
os flavondides reforcam a agao cicatrizante e sao Uteis nas célicas menstruais.
Estudos clinicos mostraram que o cha melhora os sintomas da colite e outros
estudos sugerem efeito sedativo do extrato e efeitos sinérgicos com
barbituricos; efeitos estrogénicos e uterotdnicos em utero isolado de coelha e

cobaia, € em ratas ovariectomizadas. Ensaios in vitro demonstraram a
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estimulacdo da fagocitose pelos polissacarideos e a inibicdo da LOX pelos
glicosideos presentes no extrato da caléndula (CARVALHO, 2004).

Muitas plantas sdo vulgarmente chamadas por camomilas, € como tais
utilizadas na farmacopéia popular. As descobertas empiricas de Discorides
sobre a acdo emenagoga da camomila foram confirmadas por trabalhos
laboratoriais 19 séculos mais tarde, e dizem respeito as espécies Matricaria
chamomila L. e M. recutita L., pertencentes a mesma familia da caléndula,
Asteraceae ou Compositae. Sao ervas anuais que crescem espontaneamente
na Europa e em algumas regides da Asia. Seu uso interno é indicado em casos
sintométicos de disturbios digestivos como dispepsia, dor epigastrica, ma
digestdo e flatuléncia, e de irritacbes do trato respiratério. Externamente, é
inidicada para inflamacao e irritacao de pele e mucosas (CARVALHO, 2004). A
confirmacéao da efetividade do uso da camomila em quadros inflamatérios vem
ocorrendo ha varias décadas. Em 1981, SHIPOCHLIEV e colaboradores
demonstraram que o liofilizado de Matricaria chamomilla L. diminui a
inflamacdo e o infiltrado leucocitario induzida pela injecdo simultdnea de
carragenina e PGE;. Mais recentemente descobriu-se a presenca de um
antagonista nao peptidico do receptor das taquicininas NK1 nas flores da
Matricaria chamomilla e em mais quatro outras espécies da familia Compositae
(YAMAMOTO et al., 2002). Os extratos das flores também inibem a acéo
pruritogénica do composto 48/80 (KOBAYASHI et al., 2003; 2005). Os
principais constituintes das flores incluem compostos fendlicos como os
flavondides apigenina, quercetina, patuletina, luteolina e seus glicosideos,
enguanto o 6leo essencial é formado principalmente pelos terpenos a-bisabolol
e seus Oxidos e azulenos como o camazuleno. Sua presenga, bem como a
bioatividade e potenciais beneficios a saude do cha de camomila sao revisados
por MCKAY e BLUNBERG (2006).

Um dos vegetais imunomoduladores mais efetivos pertence a familia
Asteraceae e ao género Echinacea, de onde vem seu nome popular, equinécia
(DI CARLO et al., 2003). Este género compreende nove espécies, das quais se
destacam a E. angustifolia, E. purpurea e E. pallida. Sao plantas originarias dos
Estados Unidos e vém sendo usadas pelos indios ha séculos. Na Alemanha,
onde um produto obtido do suco da Echinacea purpurea ja passou por mais de

150 estudos clinicos, hoje é prescrita por médicos, e existem preparacoes
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injetaveis contendo seus extratos. O uso de suas preparacdes se da como
adjuvante terapéutico em casos de infecgdo, inflamacbes crénicas e como
estimulante inespecifico do sistema imune, indicacdes justificadas na revisao
feita por LIMA e CARVALHO (2004). Estudos levam a crer que o efeito
estimulante do sistema imune esteja baseado em trés mecanismos: ativacao
da fagocitose e estimulacdo de fibroblastos; aumento da atividade respiratéria;
aumento da mobilidade de leucocitos (LIMA e CARVALHO, 2004). O
tratamento com extrato de Echinacea purpurea aumenta a resisténcia de
linfécitos a apoptose em camundongos (DI CARLO et al., 2003). Extratos e
alquilamidas presentes em preparagdes de Echinacea inibem de forma potente
a inflamagédo induzida por LPS em sangue humano e exerce efeitos
modulatérios sobre a expressao de citocinas nestas amostras (BARAK et al,,
2002; RADUNER et al., 2006), e em células epiteliais infectadas, ou nao, por
Rhinoviros (SHARMA et al., 2006). Efeitos semelhantes aos obtidos com o
endocanabindide anandamida e que parecem ser mediados pela ligacao a
receptores CB, (GERTSCH et al., 2006; RADUNER et al., 2006). Alquilamidas
poliinsaturadas também demonstraram inibicdo da atividade da COX e da 5-
LOX de leucécitos. Experimentos in vivo da década de 1980 demonstraram
acao antiinflamatoria tépica da fracédo polissacaridica da E. angustifdlia, sobre o
edema de pata induzido pela carragenina e no edema de orelha induzido pelo
6leo de croton (LIMA e CARVALHO, 2004).
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Tabela 1: Plantas com atividade antiinflamatéria confirmada por estudos

cientificos.
Planta Nome Cientifico Atividades Mecanismos de
Confirmadas Acao
Salgueiro Salix spp Analgésico e Inibe as isoformas
(género) antipirético. 1 e 2 da COX.
Gengibre Zingiber officinale| Antiinflamatério, | Inibe as isoformas
Roscoe antiemético, 1e2daCOX, a
analgésico, sintese de LT e de
antitumoral, TNF-a.
antioxidante.
Picao Bidens pilosa L. Imunossupressor | Inibe a liberacédo

e antiinflamatoério.

de HIS pelos
mastocitos, a
producao de IgE,

e permite a
permeabilidade
vascular.
Unha-de-gato Uncaria tomentosa Atividade Impede a ativacao
antiinflamatériana| do NF-kB, e a
asma e artrite. | producao de TNF-

a e PGEy. Possui
acao antioxidante
e captadora de
radicais livres.

Garra-do-diabo | Harpagophytum Antiinflamatorio e | Inibe a producao
procumbens analgésico. de eicosanoides,
principalmente dos
cisteinil-LT.
Caléndula Calendula Antiinflamato6rio, Estimula a
officinalis L. antitumoral, fagocitose e inibe
cicatrizante, a LOX.
sedativa,
estrogénica.
Camomila Matricaria Antiinflamatério, | Antioxidante, inibe
chamomila L., espasmolitico. 5-LOX.
M. recutita L.
Equinacia E. angustifolia, Antiinflamatoéria e Estimula a
(3 principais E. purpurea imunoestimulante. fagocitose e
espécies) E. pallida. fibroblastos,

aumenta a
atividade
respiratoria,
aumenta a
mobilidade
leucocitaria, inibe
a COX e a5-LOX,
ativa CB..
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1.4  Garcinia gardneriana (Planchon & Triana) Zappi

A Garcinia gardneriana (fig. 2 — A, B e C) pertence a familia Clusiaceae,
pode ser encontrada sob a sinonimia botanica de Rheedia gardneriana, da
familia Guttiferae, e € conhecida popularmente como “bacupari’, “bacopari”,
“bacupary mitido” ou “mangostdo amarelo”. E uma arvore de porte médio, copa
piramidal, folhas opostas, pecioladas, que floresce nos meses de agosto a
setembro. Possui um fruto amarelo com polpa mucilaginosa, branca,
comestivel. O bacupari é nativo do interior da mata atlantica e facilmente
encontrado na beira de rios e cérregos (CORREA, 1984; GUIMARAES et al.,
2004).

(= uou.e =
e

- - =

Figura 2: Partes aéreas da Garcinia gardneriana (Pl. & Tr.) Zappi. Folhas e fruto
(A); foco da semente (B); foco do fruto mostrando a polpa (C) (Cortesia Prof® Dr®
Michel F. Otuki).

Estudos fitoquimicos com a G. gardneriana revelaram a presenca de
diversas xantonas, os triterpenos lupeol e betulina, e o esterbide B-sitosterol,
nas cascas e madeira da planta (BRAZ FILHO, et al, 1970; DELLE
MONACHE, et al.,, 1983; DELLE MONACHE, et al., 1984). Também foram
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identificados, principalmente nas folhas, flavonéides como os biflavonéides
volkensiflavona, 13-naringenina-118-eriodictiol (GB-2a), GB-1a, fukugetina
(moreloflavona) (BOTTA et al., 1984), fukugesida, figura 3 (LUZZI et al., 1997;
RODRIGUES et al., 2000) e I3-naringenina-118-4’-OMe-eriodictiol (GB-2a-11-4’-
Ome) (CECHINEL-FILHO et al., 2000).

OH O OH O
R = H volkensiflavona R=0OH - GB-2a (3-8" naringenileriodictiol)
R = OH fukugetina R=H - GB-1a (3-8" binaringenin)

OH

OH O

fukugesida

Figura 3: Biflavondides da Garcinia. Estrutura quimica dos biflavonoéides
volkensiflavona, fukugetina, GB-1a, GB-2a e fukugesida.

Na medicina popular é indicada para o tratamento de inflamacoes,
dores, infecgbes urinarias e outros tipos de infeccdes (GUIMARAES et al.,
2004). Estudos tém caminhado para confirmar muitas dessas atividades.
Guimaraes e colaboradores (1996a e b) demonstraram que o extrato
hidroalcodlico da G. gardneriana possui atividade vasodilatadora sobre aorta
isolada e efeito antiinflamatério em modelos de pleurisia, ambos em ratos.

As folhas da G. gardneriana, parte mais usada na medicina popular,
possuem os biflavonoides volkensiflavona, 13-naringenina-118-eriodictiol (GB-



50

2a), GB-1a, fukugetina, fukugesida, que apresentaram significativa acao
analgésica em relacdo a segunda fase do teste da formalina (dor inflamatoria)
(LUZZI et al., 1997). O ultimo biflavonoide isolado das folhas, 13-naringenina-
[18-4’-OMe-eriodictiol (GB-2a-1I-4’-Ome), apresentou efeitos analgésicos,
dependentes da dose, no teste de contor¢cdes abdominais induzidas por acido
acético e no teste da formalina (CECHINEL FILHO et al., 2000). Cechinel Filho
e colaboradores (2000) e Luzzi e colaboradores (1997), indicaram estes
compostos como 0s principais responsaveis pelas atividades analgésicas da
planta.

Observou-se ainda que os flavondides isolados das folhas da G.
gardneriana, fukugetina, fukugesida e volkensiflavona, entre outros, possuem
atividade antibacteriana contra diversas bactérias gram-positivas (VERDI et al.,
2004). Outro composto isolado, a 7-epiclusianona, foi ativo contra
tripomastigotas de Trypanosoma cruzi in vitro, mas inativo quando testado em
camundongos infectados (ALVES et al, 1999). O mesmo composto
apresentou, em baixas concentracdes, efeito vasodilatador dependente do
endotélio sobre anéis de aorta, isoladas de ratos; e em altas concentracdes da
7-epiclusianona, com a NOS inibida, houve vasoconstricao, que foi anulada por
inibidores seletivos da COX e 5-LOX. Desta forma, o NO parece participar da
vasodilatacao, enquanto o efeito vasoconstritor pode ser mediado por produtos
derivados da COX e 5-LOX endoteliais (CRUZ et al., 2006).

A G. gardneriana, com sua constituicdo rica em metabdlitos
farmacologicamente ativos, ampla distribuicdo e facil cultivo; caracteristicas
somadas as atividades antiinflamatorias que serdo demonstradas no presente
trabalho, mostra-se como promissora fonte para o desenvolvimento de

alternativas aos antiinflamatérios em uso atualmente.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Estudar os possiveis efeitos dos extratos da Garcinia gardneriana
(Planchon & Triana) Zappi, na resposta inflamatéria em camundongos, bem
como, investigar alguns dos possiveis mecanismos de acao envolvidos nestes

efeitos.

2.2 Especificos

- Analisar o efeito antiinflamatério dos extratos brutos hidroalcodlico da
folha, casca e semente da G. gardneriana (EHGG), assim como dos
biflavondides isolados do EHGG da folha, no modelo de edema de pata

induzido pela carragenina em camundongos;

- Verificar o efeito dos EHGG na atividade da enzima mieloperoxidase, apos

a inducao de edema de pata pela carragenina em camundongos;

- Acompanhar o curso temporal do efeito do extrato mais potente, sobre o
modelo de edema de pata induzido pela carragenina em camundongos;

- Analisar histologicamente o efeito do EHGG no infiltrado celular em patas

de camundongos tratadas com carragenina;

- Avaliar o efeito do EHGG sobre o edema de pata induzido por diversos
mediadores envolvidos na resposta mediada pela carragenina (HIS, BK, SP,
AA, prostaglandina Ey).



53

MATERIAL E METODOS




54

3 MATERIAL E METODOS
3.1 Animais

Foram utilizados camundongos Swiss adultos de ambos os sexos (18 a
35 @), provenientes do Biotério do Setor de Ciéncias Bioldgicas da
Universidade Federal do Parana. Os animais foram mantidos em condicdes
controladas de temperatura (22+2°C) e luminosidade (ciclo claro/escuro de 12
horas) com livre acesso a racdo e agua antes dos experimentos. Os animais
permaneceram no laboratério para sua adaptacao por um periodo de pelo
menos 1 hora (h) antes da realizacado dos experimentos. Os procedimentos
experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica do Uso de Animais
(CEUA) da UFPR sob protocolo n® 127.

3.2 Classificacao botanica

A Garcinia gardneriana foi coletada na cidade de Blumenau e
identificada pelo professor Marcos Sobral (Departamento de Botéanica,
Universidade Federal do Rio grande do Sul, Porto Alegre). Um exemplar esta
catalogado no herbéario Dr. Roberto Miguel Klein (Departamento de Ciéncias
Naturais, FURB, Blumenau) sob o registro 534 a 540.

3.3 Coleta, extracao e preparo do material vegetal

A obtengédo dos extratos brutos hidroalcodlicos das folhas, cascas e
sementes da G. gardneriana, bem como a identificacdo, isolamento e
purificacdo dos compostos foram realizados pelo grupo de pesquisa
coordenado pelo Prof® Dr¢ Valdir Cechinel Filho do Departamento de Quimica
da Universidade do Vale do ltajai, Itajai.

Folhas, cascas e sementes de Garcinia gardneriana, provenientes da
Mata Atlantica na Regidao do Vale do ltajai, foram colhidas e depositadas no
herbario da Universidade Regional de Blumenau, apés lavagem, foram postas
em estufa a 40 °C para secagem. Em seguida, foram trituradas e deixadas em
maceracgao por 7 dias em solucao hidroalcodlica (50% v/v) em frascos de vidro
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ambar, sendo agitadas periodicamente. Apés a maceracao a mistura foi filtrada
em papel filtro e concentrada através de um aparelho rotavapor (temperatura
maxima de 50 °C). O extrato obtido foi particionado com solventes de
polaridades crescentes, como o n-hexano, diclorometano e acetato de etila,

sendo obtido o extrato semipuro.
3.4 Isolamento e purificacao dos compostos

A partir dos extratos polares obtidos, foram isolados possiveis principios
ativos com atividade analgésica e/ou inflamatéria. O isolamento dos compostos
foi através do uso de procedimentos cromatograficos, como cromatografia em
camada delgada para monitoramento e cromatografia em coluna usando silica
ou sephadex LH-20 como fase estacionaria. A elucidagdo estrutural dos
compostos foi realizada por métodos espectroscépicos usuais, como IV, H-
RMN e 13 C-RMN.

3.5 Drogas e solucoes usadas

e (Carragenina lambda (Sigma, Chemicals & Co, EUA)

e Dexametasona (Sigma, Chemicals & Co, EUA)

e Bradicinina (BK) (Sigma, Chemicals & Co, EUA)

e Captopril (Sigma, Chemicals & Co, EUA)

e Histamina (HIS) (Sigma, Chemicals & Co, EUA)

e Acido araquiddnico (Sigma, Chemicals & Co, EUA)

e Prostaglandina E» (PGE>) (Sigma, Chemicals & Co, EUA)

e Substancia P (SP) (Alexis, Biochemicals, Suécia)

e Composto 48/80 (Alexis, Biochemicals, Suécia)

e 12-O-tetradecanoilforbol acetato (TPA) (Sigma, Chemicals & Co, EUA)

e HTAB, TMB, peroxido de hidrogénio, tampéao fosfato (Sigma Chemical
Co, EUA)

e dimetilformamida, acetona, formaldeido, acido acético glacial (Merck
Biosciences, Germany)
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e eosina, hematoxilina, alcool absoluto, xilol, floxina B (Vetec, Rio de
Janeiro, Brasil)

Os demais sais e reagentes utilizados foram de alto grau de pureza
analitica e procedéncia Merck Biosciences, Alemanha.

Os extratos brutos de G. gardneriana, quando administrados pela via
oral, foram diluidos em agua destilada morna, aproximadamente 27 °C. Para a
administragao intraperitoneal, os extratos foram diluidos em salina (NaCl 0,9 %)
morna.

A dissolucao dos compostos foi feita através do preparo de uma solucéo
em etanol P.A. que foi diluida em tween 80 e salina. As concentragdes finais de
etanol e tween n&o atingiram 0,5%.

O TPA, quando aplicado por via tépica, foi diluido apenas em acetona. O
AA e a PGE; foram diluidos em uma solucao contendo salina e etanol absoluto.
A concentracao final do etanol nao excedeu 0,5%, de modo a nao influenciar o

efeito dos agentes flogisticos. As demais drogas foram diluidas em salina.

3.6 Meétodos

3.6.1 Edema de pata induzido por carragenina em camundongos

Esta é uma metodologia que permite a observagdo do efeito sistémico
da substancia teste através da inducdo de um estimulo inflamatério local. O
edema ¢é induzido pela administracao intraplantar (i.pl.) de carragenina (300
ug/pata, i.pl.) na pata traseira direita dos camundongos (adaptado de
LEVY,1969).

A espessura da pata traseira dos animais foi avaliada com o uso de um
micrometro digital (GREAT, MT — 04513) sendo essa a medida basal. Em
seguida, para avaliar o efeito dos EHGG (folha, casca e semente) e dos
compostos isolados fukugetina e GB-2a, os mesmos foram administrados por
via oral (v.0.) e/ou intraperitoneal (i.p.), 60 e 30 min (minutos) antes da
administracdo da carragenina, respectivamente. Outro grupo de animais foi
tratado com dexametasona (0,5 mg/kg, i.p.), 30 min antes da inducdo do
edema (grupo controle positivo). Apos os respectivos tempos para cada via de
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administracdo, a carragenina foi injetada (300 pg/pata, i.pl.) na pata direita no
volume de 50 uL. A espessura da pata traseira direita foi avaliada novamente
com o micrébmetro 1, 2, 3, 4, 5 e 6 h ap6s a aplicacdo do estimulo inflamatério.
Os resultados sao expressos como a diferenca entre a espessura da pata a
cada tempo e a espessura antes da injecdo de carragenina (basal).

3.6.2 Medida da atividade da enzima mieloperoxidase

MPO é uma enzima encontrada primariamente nos granulos azurofilicos
dos neutroéfilos, e comumente usada como um marcador do conteudo tecidual
de PMN que migram para o local do estimulo inflamatério. A atividade da
enzima MPO foi avaliada utilizando metodologia de Bradley e colaboradores
(1982) com algumas adaptacbes. As amostras das patas do edema por
carragenina foram colhidas na 6% h apds a inducdo da inflamacgédo, foram
pesadas, e a elas foi adicionado 0,75 mL de tampéao fosfato de sddio (PBS) 80
mM e pH 5,4 contendo 0,5% de hexadeciltrimetiaménio (HTAB) e foram
homogeneizadas por cerca de 45 s a 0°C. O homogenato foi decantado em
microtubos e adicionados 0,75 mL do tampdo anteriormente descrito. A
amostra (1,5 mL) foi colocada em microtubo e centrifugada a 12000 x g a 4°C
por 15 min. Triplicatas de 30 pL do sobrenadante foram colocadas em placas
de 96 pocos e posteriormente adicionados 200 pyL de uma mistura contendo
100 puL de PBS 80 mM pH 5,4, 85 uL, PBS 0,22 M pH 5,4 e 15 pL de H.O,
0,017% em cada pocgo. A reacdo foi iniciada pela adicdo de 20 uL de
tetrametilbenzidina HCI (TMB) 18,4 mM dissolvida em uma solugdo aquosa de
dimetilformamida a 8%. A placa foi incubada a 37°C por 3 min e a reacéo foi
interrompida pela adicao de 30 pL de acetato de sodio 1,46 M pH 3,0 em cada
poco. A atividade enzimatica foi determinada colorimetricamente usando leitor
de placas (Bio-Tek Ultra Microplate reader EL 808) na absorbancia de 630 nm
e expressa como mDO/mg de tecido.

Em outro experimento, a fim de se verificar o efeito do extrato
diretamente sobre a atividade enzimdtica, quando os leucocitos ja migraram

para o local do estimulo inflamatério, o extrato foi incubado diretamente com a
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amostra tecidual, apds esta ser adicionada a placa, durante 15 min, antes que
se continuasse com o protocolo descrito, com a adi¢do do H,0,.

3.6.3 Analise histolégica

Para realizar a analise histolégica das patas, amostras de camundongos
submetidos ao modelo de edema de pata por carragenina foram colhidas na 42
h (pico do edema), fixadas em liquido de Alfac (solugdo contendo: 85% de
alcool 80%; 10% de formol 40% e 5% de acido acético glacial). As amostras
foram desidratadas em &lcool e xilol, emblocadas em parafina, seccionadas em
cortes de 3-4 um e coradas com hematoxilina e eosina (RECIO et al., 2000). A
infiltracdo celular (leucécitos) foi avaliada em areas representativas em

aumento de 200x e/ou 400x.

3.6.4 Edema de pata induzido por diversos compostos em camundongos

O edema inflamatério induzido pela carragenina é mediado por
mediadores pré-formados como HIS e prostaglandinas (VAJJA, et al., 2004).
Desta forma, a atividade do EHGG, produzido a partir das folhas, foi avaliada
sobre o edema induzido por compostos como a BK, HIS, AA, prostaglandina
E., SP, e composto 48/80 (adaptado de BRITO, et al., 2007; CLAUDINO, et al.,
2006; PASSOS, et al., 2007), fazendo uso dos mesmos procedimentos de
medida apresentados para o edema induzido pela carragenina.

A espessura da pata direita dos animais foi medida com o uso de um
micrémetro digital, sendo essa a medida basal. Para o experimento com a
injecado intraplantar de BK, os animais foram tratados com captopril (0,5 mg/kg,
s.c.) 1 h antes para prevenir a acdo das cininases (CORREA e CALIXTO,
1993). Os animais foram divididos em um grupo controle e um grupo tratado
com extrato, para cada agente edematogénico. Em seguida, os respectivos
grupos receberam, pela via i.p., o EHGG (folha, 300 mg/kg), 30 min antes da
administracdo dos agentes indutores. Ap6s o tempo para a via de
administracéo, os grupos receberam a injecao i.pl. de HIS (100 ug/pata), ou BK
(3 nmol/pata), ou SP (30 nmol/pata), ou AA (1% /pata), ou prostaglandina E,
(PGE: - 3 nmol/pata), ou 48/80 (100 ng/pata) na pata direita, no volume de 50
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pl. A espessura da pata traseira direita foi avaliada novamente com o
micrdmetro a cada 15 min (HIS, BK, SP e 48/80), a cada 30 min (PGE>), ou 1 h
(AA) apds a aplicacao do estimulo inflamatério. Os resultados sao expressos
como a diferenga entre a espessura da pata a cada tempo e a espessura antes

da injecao dos agentes (basal).

3.6.5 Edema de pata induzido pela injecao intraplantar de TPA (12-O-
tetradecanoilforbolacetato)

Fazendo uso dos mesmos procedimentos de medida apresentados para
o edema induzido pela carragenina, os animais foram tratados com o EHGG
das folhas (300 mg/kg, i.p.) e, apds 30 min, receberam 50 ul de TPA (50
pmol/pata) (Ferreira et al., 2005). O edema foi avaliado 1 h apés a aplicagéo do

agente.

3.6.6 Edema de orelha induzido pela aplicacao tépica de TPA

O edema foi induzido pela aplicagéo tépica de TPA (2,5 ug/orelha) na
orelha direita de camundongos. O EHGG das folhas foi administrado por via i.p.
(300 mg/kg), e 30 min depois, o TPA foi aplicado topicamente. O aumento da
espessura da orelha foi avaliado 6 h apds a aplicacdo do agente flogistico (DE
YOUNG et al., 1989).

3.7 Analise Estatistica

Os resultados sao apresentados como média + erro padrdao da média
(E.P.M.), exceto as Dlsp (dose ou concentracdo dos extratos ou compostos que
reduziram a resposta em 50% em relacdo ao grupo controle), que estédo
representadas como médias geométricas, acompanhadas de seus respectivos
limites de confianca, em nivel de 95%. Os dados obtidos foram avaliados por
teste “t” de Student ndo pareado, ou analise de variancia com um critério
(ANOVA - one way). Nos casos onde foram encontradas diferencas
significativas (p<0,05), os testes de comparagdes multiplas de Bonferroni, ou
de Dunnet, quando apropriado, foram aplicados. O nivel de significancia
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adotado foi de 5%. Todos os célculos realizados, exceto a Dlsg, utilizaram o
programa GraphPad Prism versdo 3.00 para Windows (San Diego California,
EUA). As Dlso foram estimadas a partir de experimentos individuais, utilizando o
método de regressao linear através do programa “Graph Pad” ou “Instat”.
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4. RESULTADOS

4.1 Efeito da administracao oral do EHGG, produzido a partir da folha,
casca e semente, sobre o edema de pata induzido pela injecao

intraplantar de carragenina, em camundongos.

A figura 4 demonstra que o EHGG preparado a partir das folhas (1 h
antes), quando administrado pela via oral, foi capaz de alterar o edema de pata
causado pela administragdo intraplantar de carragenina (300 pg/sitio). Na
primeira hora apds a injecao da carragenina, as doses de 250 mg/kg e 1000
mg/kg do EHGG das folhas foram capazes de reduzirem 38 +9 % e 39 £5 %
o edema, sendo esta a inibicdo maxima (Imax) obtida pelo extrato neste
modelo. Entretanto, na segunda hora ap6s indugédo do edema somente a dose
de 1000 mg/kg do extrato causou reducédo de 18 =+ 6 % do edema de pata. As
doses de 250, 500 e 1000 mg/kg reduziram em 22 £ 6,24 £ 7 € 21 £ 6 %,
respectivamente, o desenvolvimento da inflamacdo da pata causada pela
carragenina na terceira hora. Na quarta hora houve uma inibicdo de 22 + 6 %
do edema pela dose de 250 mg/kg, enquanto a dose de 500 mg/kg diminuiu em
26 £ 9 % e 28 £ 9 % o edema apresentado nas quinta e sexta horas,
respectivamente. Além disso, foi possivel mostrar que a dexametasona (0,5
mg/kg, s.c., 30 min antes), um conhecido antiinflamatério esteroidal, reduziu
quase que totalmente o edema induzido pela carragenina, inibindo em 83 £ 7 %

a quarta hora e em 96 + 4 % o edema da sexta hora.
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—O- Controle

—- EHGG folha 250 mg/kg, v.o.
—— EHGG folha 500 mg/kg, v.o.
—¥- EHGG folha 1000 mg/kg, v.o.
—o— Dexametasona 0,5 mg/kg, s.c.
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Figura 4: Efeito do tratamento oral com o EHGG das folhas, sobre o edema de
pata causado pela administracao de carragenina em camundongos. Os animais
foram tratados com EHGG das folhas nas doses indicadas, ou dexametasona, ou
veiculo (controle) e apdés 1 h, ou 30 min, receberam a injecao intraplantar de
carragenina (300 ug/sitio). O efeito anti-edematogénico foi avaliado pela diferenca
entre a espessura da pata, medida com um micrémetro, antes e 1, 2, 3, 4, 5 e 6 horas
apds a injecdo da carragenina. Os pontos representam a média de 5 animais e as
barras verticais o E.P.M.. Na anélise estatistica **P < 0,01 foi indicativo de
significancia, quando comparado ao grupo controle carragenina (Teste de
comparagdes multiplas de Bonferroni).

Outro EHGG a ser testado pela via oral no modelo de edema de pata
induzido pela carragenina foi o obtido a partir das cascas. Como pode ser
observado na figura 5, o tratamento dos animais com o extrato 1 h antes da
carragenina causou uma importante reducdo na resposta edematogénica. A
dose de 250 mg/kg do EHGG da casca foi a mais eficaz em inibir o edema da
carragenina desde a 12 hora até a 62 h, apresentando Imax da resposta
edematogénica de 78 + 10 % na 22 hora. As demais doses testadas causaram
menor efeito sobre o edema da carragenina. A dose de 1000 mg/kg apresentou
Imax de 40 £ 7 % na 22 hora, enquanto a dose de 500 mg/kg inibiu da 22 até a
62 hora, com um valor de Imax de 51 + 14 % na 62 hora. A dexametasona (0,5
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mg/kg, s.c.), administrada 30 min antes da carragenina, manteve o perfil de

inibicao apresentado na figura 4.

—O— Controle

—— EHGG casca 250 mg/kg, v.o.
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—v¥— EHGG casca 1000 mg/kg, v.o.
—e— Dexametosona 0,5 mg/kg, s.c.
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Figura 5: Efeito do tratamento oral com o EHGG das cascas, sobre o edema
causado pela administracao de carragenina, em camundongos. Os animais foram
tratados com EHGG das folhas nas doses indicadas, ou dexametasona, ou veiculo
(controle) e apds 1 h, ou 30 min, receberam a injecao intraplantar de carragenina (300
Mg/sitio). O efeito anti-edematogénico foi avaliado pela diferenca entre a espessura da
pata, medida com um micrémetro, antes e 1, 2, 3, 4, 5 e 6 horas apos a injecao da
carragenina. Os pontos representam a média de 4 — 8 animais e as barras verticais o
E.P.M. Na andlise estatistica **P < 0,01 foi indicativo de significancia, quando
comparado ao grupo controle carragenina (Teste de comparagbes multiplas de
Bonferroni).

O EHGG das sementes também teve seus efeitos avaliados sobre o
edema de pata induzido pela carragenina. Os dados apresentados na figura 6
indicam que o EHGG das sementes, administrado pela v.o. 1 hora antes da
carragenina (300 pg/sitio), apresenta efeito anti-edematogénico entre a
segunda e a quinta hora da inducdo do edema. A dose de 500 mg/kg mostrou-
se com maior capacidade de inibicao, impedindo a manifestacdo completa do
edema entre a 2% e a 52 hora, com Imax de 48 + 7 % na 22 h. As outras doses

testadas apresentaram efeitos semelhantes entre si, com menor inibigdo. Tanto
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a dose de 250 mg/kg, como a de 1000 mg/kg, reduziu o edema provocado pela
carragenina na 2% h, com inibicdo de 19 +5 % e 20 + 4 %; e na 42 h, inibiram

em 18 £ 3 % e 20 £ 9 % a formacao do edema, respectivamente.
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—V¥- EHGG semente 1000 mg/kg, v.o.

1.5
E
E
© i
£ 1.0
o
[}]
©
©
E 0.5-
©
w

0.0-

0 1 2 3 4 5 6
Tempo (h)

Figura 6: Efeito do tratamento oral com o EHGG das sementes, sobre o edema
causado pela administracao de carragenina, em camundongos. Os animais foram
tratados com EHGG das sementes nas doses indicadas, ou veiculo (controle) e apos 1
h, receberam a injecao intraplantar de carragenina (300 ug/sitio). O efeito anti-
edematogénico foi avaliado pela diferenga entre a espessura da pata, medida com um
micrémetro, antes e 1, 2, 3, 4, 5 e 6 horas apds a injecao da carragenina. Os pontos
representam a média de 4 — 8 animais e as barras verticais o E.P.M. Na andlise
estatistica **P < 0,01 foi indicativo de significAncia, quando comparado ao grupo
controle carragenina (Teste de comparacdées multiplas de Bonferroni).
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4.2 Efeito da administracao intraperitoneal do EHGG, produzido a partir
da folha, casca e semente, sobre o edema de pata induzido pela

injecao intraplantar de carragenina, em camundongos.

Os resultados apresentados na figura 7 mostram que o tratamento com
o EHGG das folhas, pela via intraperitoneal, apresentou importante efeito sobre
o edema induzido pela carragenina (300 ug/sitio). O EHGG das folhas inibiu o
edema durante as seis horas de avaliacao, de forma dependente da dose. O
valor médio da Dls foi de 153,57 (79,9 — 295,3) mg/kg, e a inibicdo maxima de
72 + 4% no pico da resposta edematogénica (42 hora), para a dose de 300
mg/kg. Esta Imax apresentada pela dose de 300 mg/kg, superou o efeito
antiinflamatério da dexametasona, que inibiu 57 + 4 % do edema na mesma

hora.
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—V¥- EHGG folha 300 mg/kg, i.p.
—0— Dexametasona 0,5 mg/kg, i.p.
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Figura 7: Efeito do tratamento intraperitoneal com o EHGG das folhas, sobre o
edema causado pela administracdo de carragenina, em camundongos. Os
animais foram tratados com o EHGG das folhas nas doses indicadas, ou veiculo
(controle), ou dexametasona (controle positivo) e apds 30 min receberam a injecao
intraplantar de carragenina (300 pg/sitio). O efeito anti-edematogénico foi avaliado
pela diferenga entre a espessura da pata, medida com um micrémetro, antes e 1, 2, 3,
4,5 e 6 horas apoés a injecao da carragenina. Os pontos representam a média de 4 — 8
animais e as barras verticais o E.P.M. Na andlise estatistica **P < 0,01 foi indicativo de
significancia, quando comparado ao grupo controle carragenina (Teste de
comparacdes multiplas de Bonferroni).

O EHGG feito a partir das cascas da G. gardneriana, quando
administrado pela via intraperitoneal 30 min antes, também apresentou efeito
sobre a agao da carragenina (300 pg/sitio), conforme indicado na figura 8. O
EHGG das cascas diminuiu a capacidade da carragenina induzir edema nas
patas dos camundongos até a quinta hora, com intensidade dependente da
dose. A maior inibicdo coincidiu com o pico edematogénico, onde o extrato
apresentou uma Dlsg de 132,47 (82,96 — 211,54) mg/kg, com inibigdo maxima
de 69 + 2% para a dose de 300 mg/kg, na 32 h. Neste mesmo periodo, o

antiinflamatério dexametasona diminuiu em 60 £ 5 % o edema.
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Figura 8: Efeito do tratamento intraperitoneal com o EHGG das cascas, sobre o
edema causado pela administracao de carragenina, em camundongos. Os
animais foram tratados com o EHGG das cascas nas doses indicadas, ou veiculo
(controle), ou dexametasona e apdés 30 min receberam a inje¢do intraplantar de
carragenina (300 ug/sitio). O efeito anti-edematogénico foi avaliado pela diferenca
entre a espessura da pata, medida com um micrémetro, antes e 1, 2, 3, 4, 5 e 6 horas
apos a injegao da carragenina. Os pontos representam a média de 4 — 8 animais e as
barras verticais o E.P.M. Na analise estatistica **P < 0,01 foi indicativo de significancia,
guando comparado ao grupo controle carragenina (Teste de comparagdes multiplas de
Bonferroni).

O efeito da administracao intraperitoneal do EHGG das sementes 30 min
antes, sobre o edema produzido pela administracao de carragenina (300
Mg/sitio), esta demonstrado na figura 9. O EHGG das sementes exerceu efeito
antiedematogénico dependente da dose, da segunda a quarta hora. Entretanto,
nao atingiu 50% de inibicao da resposta, sendo que a inibicido maxima obtida
foi de 41 + 11% para a dose de 300 mg/kg na 32 h. Também é possivel
observar que a dexametasona (0,5 mg/kg), administrada pela via
intraperitoneal, mantém sua acdo antiinflamatoria, representada pela inibicao
do edema de pata induzido pela carragenina, que chega a 50 + 6 % na terceira

hora.
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Figura 9: Efeito do tratamento intraperitoneal com o EHGG das sementes, sobre
o edema causado pela administracao de carragenina, em camundongos. Os
animais foram tratados, via intraperitoneal, com o EHGG das sementes nas doses
indicadas, veiculo (controle), ou dexametasona, e apds 30 min receberam a injecao
intraplantar de carragenina (300 ug/sitio). O efeito anti-edematogénico foi avaliado
pela diferenga entre a espessura da pata, medida com um micrémetro, antes e 1, 2, 3,
4, 5 e 6 horas apoés a inje¢ao da carragenina. Os pontos representam a média de 4 — 8
animais e as barras verticais o E.P.M. Na andlise estatistica **P < 0,01 foi indicativo de
significancia, quando comparado ao grupo controle carragenina (Teste de
comparagdes multiplas de Dunnett).
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4.3 Efeito da administracao intraperitoneal do EHGG, produzido a partir
da folha, casca e semente, sobre a atividade da enzima
mieloperoxidase (MPO), em patas de camundongos submetidos ao

edema pela carragenina.

A figura 10 mostra que o EHGG produzido a partir das folhas influencia a
atividade da enzima mieloperoxidase em patas estimuladas com a carragenina
(300 pg/sitio). Seis horas ap6és a injecao de carragenina, o tratamento i.p. com
EHGG das folhas reduziu a atividade da enzima mieloperoxidase nas trés
doses testadas (30, 100 e 300 mg/kg). A inibicdo maxima da atividade
enzimatica obtida foi de 41 + 6 %, para a dose de 30 mg/kg quando comparado
com o grupo controle (C, tratado somente com carragenina). Entretanto, essa
resposta inibitéria do EHGG das folhas ndo apresentou um padrao dependente
da dose administrada. A dexametasona (0,5 mg/kg, i.p.) reduziu a atividade da
MPO em 62 + 1 %, aproximando-a dos niveis basais (controle negativo - B).
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Figura 10: Efeito do tratamento intraperitoneal com o EHGG das folhas, sobre a
atividade da enzima mieloperoxidase em patas, 6 h apdés a inducao de edema
pela administracao de carragenina, em camundongos. Os animais foram tratados,
via intraperitoneal, com o EHGG das folhas nas doses indicadas, veiculo (C), ou
dexametasona, via i.p., € ap6s 30 min receberam a administragdo intraplantar de
carragenina (300 pg/sitio), com exceg¢ao do grupo cujas patas foram retiradas para
medida basal da atividade enzimatica (B). A atividade enzimatica foi dosada por
espectrofotometria a 620 nm. Os pontos representam a média de 5 patas e as barras
verticais o E.P.M. Na andlise estatistica **P < 0,01 foi indicativo de significancia,
guando comparado ao grupo controle carragenina (Teste de comparagdes multiplas de
Dunnett).

O tratamento i.p. dos animais com EHGG produzido a partir das cascas
também promoveu alteracdo na atividade da mieloperoxidase nas patas
submetidas ao edema com carragenina (300 ug/sitio). Os resultados
apresentados na figura 11 demonstram que o EHGG das cascas (i.p.) foi capaz
de diminuir a atividade da enzima MPO, 6 h apds o estimulo, em 45 + 6%
somente na dose de 300 mg/kg. A dexametasona manteve sua acéao

antiinflamatoria, inibindo a enzima em 62 + 1 %.
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Figura 11: Efeito do tratamento intraperitoneal com o EHGG das cascas, sobre a
atividade da enzima mieloperoxidase em patas, 6 h apds a inducao de edema
pela administracao de carragenina, em camundongos. Os animais foram tratados,
via intraperitoneal, com o EHGG das cascas nas doses indicadas, veiculo (C), ou
dexametasona, via i.p., € apés 30 min receberam a administragdo intraplantar de
carragenina (300 pg/sitio), com exceg¢do do grupo cujas patas foram retiradas para
medida basal da atividade enzimatica (B). A atividade enzimatica foi dosada por
espectrofotometria a 620 nm. Os pontos representam a média de 5 patas e as barras
verticais o E.P.M. Na andlise estatistica **P < 0,01 foi indicativo de significancia,
guando comparado ao grupo controle carragenina (Teste de comparagdes multiplas de
Dunnett).

Na figura 12 observa-se que o tratamento dos animais com o EHGG das
sementes (i.p.), no modelo de edema de pata induzido pela carragenina, foi
capaz de promover uma pequena mudanca no aumento da atividade da
enzima mieloperoxidase causada pela inflamacédo. A dose de 300 mg/kg do
extrato inibiu 23 + 6 % da atividade da MPO, enquanto a dexametasona (0,5

mg/kg) diminuiu 72 £ 1 % da resposta.
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Figura 12: Efeito do tratamento intraperitoneal com o EHGG das sementes, sobre
a atividade da enzima mieloperoxidase em patas, 6 h apdés a inducao de edema
pela administracao de carragenina, em camundongos. Os animais foram tratados,
via intraperitoneal, com o EHGG das sementes nas doses indicadas, veiculo (C), ou
dexametasona, via i.p., e apés 30 min receberam a administragdo intraplantar de
carragenina (300 pg/sitio), com excecao do grupo cujas patas foram retiradas para
medida basal da atividade enzimatica (B). A atividade enzimatica foi dosada por
espectrofotometria a 620 nm. Os pontos representam a média de 4 - 6 patas e as
barras verticais o E.P.M. Na analise estatistica **P < 0,01 foi indicativo de significancia,
guando comparado ao grupo controle carragenina (Teste de comparagdes multiplas de
Dunnett).
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4.4 Efeito da incubacao do EHGG in vitro, produzido a partir da folha,
sobre a atividade da enzima mieloperoxidase (MPO) de patas de
camundongos submetidos ao edema pela carragenina.

As amostras de tecidos inflamados, ou seja, com grande quantidade de
MPO, foi obtida com uma injegcéo intraplantar de carragenina (300 pg/sitio),
sem que os animais recebessem qualquer tratamento prévio. As patas foram
colhidas na 42 h do edema e preparadas conforme o protocolo descrito
anteriormente. As amostras foram separadas em dois grupos: grupo controle,
com patas sem estimulo inflamatorio; e grupo estimulado, patas tratadas com
carragenina. Para realizacdo do teste foram adicionadas em cada poco da
placa 30 pL/poco de cada amostra, e em seguida foi acrescentado o EHGG
das folhas em quatro concentracdes (1, 10, 30 e 100 pg/mL) em cada grupo de
amostras. Apds a adicao do extrato, fez-se pausa para incubacao de 15 min e
procedeu-se a continuidade da metodologia conforme o protocolo, com a
adicao de peroxido de hidrogénio e de TMB. Observa-se na figura 13 que a
incubacdo do EHGG produzido a partir das folhas, em todas as concentracdes
testadas, 1, 10, 30 ou 100 pg/mL, ndo foi capaz de alterar a atividade da
enzima mieloperoxidase quando comparado com 0O grupo carragenina

somente.
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Figura 13: Efeito da incubacao do EHGG das folhas, sobre a atividade da enzima
mieloperoxidase em patas, 4 h apdés a inducao de edema pela administracao de
carragenina, em camundongos. Os animais receberam a administragao intraplantar
de carragenina (300 pg/sitio), com excegao do grupo cujas patas foram retiradas para
medida basal da atividade enzimatica (Controle). As amostras de cada grupo foram
reunidas, plaqueadas e incubadas, durante 15 min, com as concentracdes citadas. A
atividade enzimatica foi dosada por espectrofotometria a 620 nm. Os pontos
representam a média de 4 pogos e as barras verticais o E.P.M. Na analise estatistica
**P < 0,01 foi indicativo de significAncia, quando comparado ao grupo carragenina
(Teste de comparagdes multiplas de Bonferroni).
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4.5 Avaliacao curso temporal do efeito do EHGG das folhas, sobre a
resposta maxima do edema de pata induzido pela carragenina.

A figura 14 demonstra o tempo-resposta do EHGG produzido a partir das
folhas sobre o edema de pata induzido pela carragenina na 42 hora. O EHGG
das folhas, na dose de 300 mg/kg, quando administrado pela via
intraperitoneal, € capaz de reduzir o edema da carragenina quando
administrado até 4 horas antes da injecdo do agente flogistico (-4), e mantém
esta inibicdo se injetado até duas horas apds a carragenina (+2). O extrato
inibiu 33 + 13 % do edema ao ser administrado 4 horas antes da injecao da
carragenina, esta inibicdo tornou-se crescente, atingindo seu maximo de 70 £ 2
% 1 h antes da indugcédo do edema. O extrato inibiu entdo, 58 + 4 % da resposta
quando aplicado 30 min antes do estimulo, 30 £ 7 % se administrado no
mesmo momento que a carragenina (tempo zero) e 66 £ 6 % se administrado
30 min depois. A Imax do extrato ocorreu quando sua aplicacéo foi 1 hora apés
a injecdo da carragenina, inibindo deste modo 72 + 10 % da resposta
edematogénica. O extrato exerceu atividade inibitéria sobre o pico
edematogénico se administrado até 2 horas apds a carragenina (46 + 11 %),
nao apresentando atividade se aplicado 3 horas apés.
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Figura 14: Duracao do efeito do tratamento intraperitoneal com o EHGG das
folhas, sobre a 42 hora do edema induzido pela administracdo intraplantar de
carragenina, em camundongos. Os animais foram tratados, via intraperitoneal, com
o EHGG das folhas (300 mg/kg) 4 (-4), 3 (-3), 2 (-2), 1 (-1) hora ou 30 min (-0,5) antes
da administragao intraplantar de carragenina, ou no mesmo momento (0), ou ainda 30
min (+0,5), 1 (+1), 2 (+2) ou 3 (+3) horas apés a carragenina. Com exceg¢ao do grupo
que recebeu apenas carragenina (C). O efeito anti-edematogénico foi avaliado pela
diferenca entre a espessura da pata, medida com um micrémetro, antes e 4 horas
apos a injegao da carragenina. Os pontos representam a média de 4 — 8 animais e as
barras verticais o E.P.M. Na analise estatistica **P < 0,01 foi indicativo de significancia,
guando comparado ao grupo controle carragenina (Teste de comparagdes multiplas de
Bonferroni).
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4.6 Analise histolégica do efeito do EHGG das folhas, sobre o infiltrado
celular de patas submetidas ao edema induzido pela carragenina.

Conforme mostra a Figura 15, 4 h apds a injecao intraplantar de
carragenina, os cortes histolégicos das patas dos camundongos demonstram
intensa infiltragdo celular (polimorfonucleares) na derme além de edema (fig. 15
— B). A camada mais escura, na superficie das imagens representadas em
menor aumento, € a epiderme, logo abaixo dela, em tons rosados, esta a
derme, onde o edema é representado pelo aumento na sua espessura, € 0S
pontos escuros sao leucdcitos polimorfonucleares. A infiltragdo celular foi
reduzida pela administragdo do EHGG das folhas (300 mg/kg, i.p., fig. 15 - D)
ou de dexametasona (0,5 mg/kg, i.p., fig. 15 - C), administrados 30 min antes
do estimulo, apresentando uma resposta semelhante a observada no corte da
pata sem estimulo inflamatério, basal (A).

Figura 15: Analise histologica do efeito do EHGG das folhas sobre o infiltrado
leucocitario em patas submetidas ao edema pela carragenina. Cortes transversais
de patas de camundongos coradas com hematoxilina-eosina (aumento de 200x com
seu correspondente em 400x) 4 h apds a injecao de carragenina (300ug/sitio). (A)
basal, (B) controle (carragenina), (C) dexametasona (0,5 mg/kg, i.p.), (D) EHGG das
folhas (300 mg/kg, i.p.). Os aumentos indicam polimorfonucleares na derme.
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4.7 Efeito do tratamento com o EHGG das folhas sobre o edema de
pata induzido por diferentes mediadores, em camundongos.

A resposta inflamatéria produzida pela injecdo intraplantar de
carragenina leva a liberagdo de uma série de mediadores inflamatérios, a fase
inicial envolve o influxo celular associado a liberacao de histamina e serotonina,
que é seguida pela producédo de bradicinina e prostaglandinas. Todos estes
mediadores produzem inflamacao quando injetados por via subcutanea (ARYA
e KUMAR, 2005). Para verificar o envolvimento de algumas vias de mediadores
inflamatoérios envolvidos na resposta antiinflamatéria do EHGG, fez-se a
avaliagdo do efeito do extrato sobre o edema induzido por diferentes
mediadores.

O efeito do EHGG das folhas sobre o edema induzido pela a
administragdo intraplantar de histamina (100 pg/sitio), esta demonstrado na
figura 16. O EHGG, administrado 30 min antes (300 mg/kg, i.p.), foi capaz de
reduzir o edema causado pela histamina. O valor de Imax do edema foi de 42 +
7 % quando medido 15 min apds a injecao da histamina. Sendo que, o extrato
manteve sua inibicao até 30 min apds a aplicacao do agente flogistico, quando
reduziu em 34 £ 9 % a formacao do edema.
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Figura 16: Efeito do tratamento intraperitoneal com o EHGG das folhas, sobre o
edema causado pela administracao de histamina em camundongos. Os animais
foram tratados, via intraperitoneal, com o EHGG das folhas (300 mg/kg), ou veiculo
(controle) e apdés 30 min receberam a injecao intraplantar de histamina (100 pg/sitio).
O efeito anti-edematogénico foi avaliado pela diferenca entre a espessura da pata,
medida com um micrémetro, antes e 15, 30 e 60 min apo6s a injecao da histamina. Os
pontos representam a média de 4 — 5 animais e as barras verticais o E.P.M. Na
analise estatistica *P < 0,05 foi indicativo de significancia, quando comparado ao
grupo controle histamina (teste T de Student, nao pareado).

A figura 17 demonstra a acdo do EHGG das folhas sobre o edema de
pata provocado pela administracdo de bradicinina. A aplicacao intraperitoneal
do EHGG das folhas, na dose de 300 mg/kg, 30 min antes, reduziu o edema
gerado pela injecao intraplantar de bradicinina (3 nmol/sitio). A redugcédo do
edema foi de 43 + 11 %, quando medido 15 min apds a injecdo do agente,
tempo da maior resposta edematogénica, e de 48 £ 16 % aos 30 min. No
entanto, o extrato ndo alterou o0 edema no momento de sua ultima medida (60

min).
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Figura 17: Efeito do tratamento intraperitoneal com o EHGG das folhas, sobre o
edema causado pela administracao de bradicinina, em camundongos. Os animais
foram tratados, via intraperitoneal, com o EHGG das folhas (300 mg/kg), ou veiculo
(controle) e apds 30 min receberam a injegéo intraplantar de bradicinina (3 nmol/sitio).
O efeito anti-edematogénico foi avaliado pela diferenca entre a espessura da pata,
medida com um micrémetro, antes e 15, 30 e 60 min apds a injecao da bradicinina. Os
pontos representam a média de 4 — 5 animais e as barras verticais o E.P.M. Na

analise estatistica *P < 0,05 foi indicativo de significancia, quando comparado ao
grupo controle bradicinina (teste T de Student, ndo pareado).

O EHGG das folhas também foi testado sobre o edema de pata induzido
pela PGE». Na figura 18 € possivel observar que o EHGG das folhas na dose
de 300 mg/kg, via intraperitoneal, promoveu importante redu¢cao do edema de
pata promovido pela PGE> (3 nmol/sitio), e esta reducdo acompanhou todas a
medidas do edema. A inibicdo do edema 30 min apds a injecdo intraplantar
(i.pl.) da PGE_, foi de 35 + 12 %, aos 60 min o extrato reduziu em 58 + 13 % e,
na ultima medida, 90 min depois da aplicacdo do agente flogistico, o EHGG

atingiu a Imax de 80 = 3 %.
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Figura 18: Efeito do tratamento intraperitoneal com o EHGG das folhas, sobre o
edema causado pela administracao de prostaglandina E, (PGE,), em
camundongos. Os animais foram tratados, via intraperitoneal, com o EHGG das
folhas (300 mg/kg), ou veiculo (controle) e apdés 30 min receberam a injecdo
intraplantar de PGE, (3 nmol/sitio). O efeito anti-edematogénico foi avaliado pela
diferenca entre a espessura da pata, medida com um micrémetro, antes e 30, 60 e 90
min apds a injegao da PGE,. Os pontos representam a média de 4 — 5 animais e as

barras verticais o E.P.M. Na andlise estatistica **P < 0,01 foi indicativo de significancia,
qguando comparado ao grupo controle PGE; (teste T de Student, ndo pareado).

Outro estimulo edematogénico sobre o qual o EHGG das folhas exerceu
atividade foi a substancia P (SP). A figura 19 demonstra que o EHGG
produzido a partir das folhas (300 mg/kg, i.p.), reduziu o edema promovido pela
injecao i.pl. de SP (30 nmol/sitio). O EHGG das folhas, administrado 30 min
antes, nao alterou o edema medido 15 min ap6s o estimulo inflamatério, mas
inibiu em 24 + 7 % a resposta edematogénica da SP no tempo de 30 min, e
reduziu em 33 = 7 % o edema, 45 min apdés a injecdo do agente

edematogénico.
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Figura 19: Efeito do tratamento intraperitoneal com o EHGG das folhas, sobre o
edema causado pela administracao de substancia P, em camundongos. Os
animais foram tratados, via intraperitoneal, com o EHGG das folhas (300 mg/kg), ou
veiculo (controle) e apds 30 min receberam a injecao intraplantar de substancia P (30
nmol/sitio). O efeito anti-edematogénico foi avaliado pela diferenca entre a espessura
da pata, medida com um micrémetro, antes e 15, 30 e 45 min apds a injecéo da
substancia P. Os pontos representam a média de 4 — 5 animais e as barras verticais o

E.P.M. Na analise estatistica *P < 0,05 foi indicativo de significancia, quando
comparado ao grupo controle substancia P (teste T de Student, ndo pareado).

O EHGG produzido a partir das folhas apresentou um efeito sutil sobre o
edema de pata induzido pelo composto 48/80 em camundongos (figura 20).
Apo6s a injecao do composto 48/80 (100 ng/sitio), a resposta edematogénica foi
avaliada a cada 15 min durante 45 min e a administracdo do extrato (300
mg/kg, i.p., 30 min antes), promoveu uma pequena redugéo de 15 + 4 % no
edema medido em 30 min. O EHGG das folhas nao alterou o0 edema provocado

pelo 48/80 nos demais tempos avaliados.
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Figura 20: Efeito do tratamento intraperitoneal com o EHGG das folhas, sobre o
edema causado pela administracao do composto 48/80, em camundongos. Os
animais foram tratados, via intraperitoneal, com o EHGG das folhas (300 mg/kg), ou
veiculo (controle) e apdés 30 min receberam a injecao intraplantar de 48/80 (100
ng/sitio). O efeito anti-edematogénico foi avaliado pela diferenga entre a espessura da
pata, medida com um micrémetro, antes e 15, 30 e 45 min apds a injecao do 48/80. Os
pontos representam a média de 4 — 5 animais e as barras verticais o E.P.M. Na

analise estatistica *P < 0,05 foi indicativo de significancia, quando comparado ao
grupo controle 48/80 (teste T de Student, ndo pareado).

Foi também estudado o efeito do EHGG das folhas sobre o edema
induzido pela administracédo intraplantar de acido araquidénico (AA) (1% em
tampao carbonato 0,2 M/sitio). Na figura 21 observa-se que o tratamento dos
animais com o extrato, na dose de 300 mg/kg (i.p., 30 min antes), nao foi capaz
de influenciar a resposta edematogénica induzida pelo AA, avaliada 1 h ap6s a

injecao do agente flogistico.
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Figura 21: Efeito do tratamento intraperitoneal com o EHGG das folhas, sobre o
edema causado pela administracdao de acido araquidénico, em camundongos.
Os animais foram tratados, via intraperitoneal, com o EHGG das folhas (300 mg/kg),
ou veiculo (controle) e ap6s 30 min receberam a injegdo intraplantar de &acido
araquidénico (1 %/sitio). O efeito anti-edematogénico foi avaliado pela diferenga entre
a espessura da pata, medida com um micrémetro, antes e 1 h apds a inje¢cao do acido
araquidénico. Os pontos representam a média de 4 — 5 animais e as barras verticais o
E.P.M. Na analise estatistica *P < 0,05 foi indicativo de significancia, quando
comparado ao grupo controle (teste T de Student, ndo pareado).
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4.8 Efeito do tratamento com o EHGG das folhas sobre os edemas
induzidos pelo éster de forbol 12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato
(TPA)

Edemas de pata e de orelha foram induzidos com a aplicacao TPA, com
a intencdo de verificar o efeito do EHGG das folhas sobre outro tipo de
estimulo inflamatério. A figura 22 demonstra que o EHGG preparado a partir
das folhas (300 mg/kg, 30 min antes), quando administrado pela via
intraperitoneal, foi capaz de alterar o edema de pata causado pela injecao
intraplantar de TPA (50 pmol/sitio), promovendo uma inibicdo significativa de
33 £ 6 %. O efeito do EHGG das folhas também foi avaliado sobre o edema de
orelha induzido pela aplicacéao topica de TPA. O tratamento prévio dos animais
com o EHGG das folhas (300 mg/kg, i.p., 30 min antes) promoveu uma
pequena, mas significativa reducédo de 18 + 7 % do edema de orelha induzido
pela aplicacdo do TPA (2,5 ug/sitio) (figura 23).
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Figura 22: Efeito do tratamento intraperitoneal com o EHGG das folhas, sobre o
edema causado pela administracao de TPA, em camundongos. Os animais foram
tratados, via intraperitoneal, com o EHGG das folhas (300 mg/kg), ou veiculo (controle)
e apds 30 min receberam a injecdo intraplantar de TPA (50 pmol/sitio). O efeito anti-
edematogénico foi avaliado pela diferenga entre a espessura da pata, medida com um
micrémetro, antes e 1 h apos a injecdao do TPA. Os pontos representam a média de 4
— 5 animais e as barras verticais o E.P.M. Na analise estatistica **P < 0,01 foi
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indicativo de significancia, quando comparado ao grupo controle (teste T de Student,
nao pareado).
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Figura 23: Efeito do tratamento intraperitoneal com o EHGG das folhas, sobre o
edema causado pela aplicacdo topica de TPA, em camundongos. Os animais
foram tratados, via intraperitoneal, com o EHGG das folhas (300 mg/kg), ou veiculo
(controle) e apds 30 min receberam a aplicacao topica de TPA (2,5 pg/sitio) na orelha
direita. O efeito anti-edematogénico foi avaliado pela diferenca entre a espessura da
orelha, medida com um micrémetro, antes e 6 h apds a aplicagdo do TPA. Os pontos
representam a meédia de 4 — 5 animais e as barras verticais o E.P.M. Na andlise
estatistica *P < 0,05 foi indicativo de significancia, quando comparado ao grupo
controle (teste T de Student, ndo pareado).
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4.9 Efeito dos biflavonoides extraidos do EHGG das folhas sobre o
edema de pata induzido pela carragenina

A avaliagdo de uma possivel atividade antiinflamatéria dos compostos
biflavondides extraidos do EHGG das folhas, fukugetina e GB-2a, foi verificada
no modelo de edema de pata induzido pela carragenina em camundongos.
Observa-se na figura 24 — A, que o biflavonoide fukugetina, administrado pela
via intraperitoneal nas diferentes doses (10, 30 e 100 mg/kg), foi capaz de
alterar o edema induzido pela carragenina aos 30 min, na quarta e quinta hora
apds sua inducao. Na dose de 10 mg/kg, o fukugetina reduziu o0 edema da pata
na quarta e quinta hora, em 38 + 4 e 26 + 5 %, respectivamente; enquanto a
dose de 100 mg/kg promoveu uma reducao de 19 + 0 % na quinta hora do
edema. A dose de 30 mg/kg ndo exerceu quaisquer efeitos sobre o edema
durante as seis horas de avaliagéo.

Os resultados apresentados na € figura 24 — B mostram que o
tratamento com o biflavonéide GB-2a (10, 30 e 100 mg/kg, i.p., 30 min antes)
apresentou importante efeito sobre o edema induzido pela carragenina. O GB-
2a inibiu 0 edema durante as seis horas de avaliacéo, de forma dependente da
dose. O valor médio da Dls, foi de 78,36 (47,25 — 129,98) mg/kg, e apresentou
a inibicdo maxima de 54 + 3% na quinta hora de edema, para a dose de 100
mg/kg.
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Figura 24: Efeito do tratamento intraperitoneal com os biflavondides fukugetina
e GB-2a, sobre o edema causado pela administracdo de carragenina, em
camundongos. Os animais foram tratados, via intraperitoneal, com fukugetina (A), ou
GB-2a (B) nas doses indicadas, ou veiculo (controle), e apdés 30 min receberam a
injecdo intraplantar de carragenina (300 pg/sitio). O efeito anti-edematogénico foi
avaliado pela diferenca entre a espessura da pata, medida com um micrémetro, antes
e 1,2, 3, 4,5 e 6 horas apds a injecao da carragenina. Os pontos representam a
média de 2 — 10 animais e as barras verticais o E.P.M. Na analise estatistica **P <
0,01 foi indicativo de significancia, quando comparado ao grupo controle carragenina
(Teste de comparagdes multiplas de Dunnett).
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5 DISCUSSAO

Um estudo sobre o uso popular de plantas medicinais na floresta tropical
brasileira revelou que, de 290 preparados vegetais de 114 plantas medicinais,
28% sao utilizados em situacdes que incluem componentes inflamatérios, como
moléstias do sistema respiratorio, estados febris e reumatismo (DI STASI et al.,
2002). Compostos derivados de plantas possuem valor histérico como fontes
de agentes antiinflamatoérios. Desta forma, a busca por novas drogas que
interfiram efetivamente com o0s processos inflamatérios é de grande
importancia (CALIXTO et al., 2003; 2004).

Plantas, assim como microorganismos, sao fontes bioldgicas e quimicas
com cerca de 250.000 a 500.000 espécies presentes no planeta. A freqiéncia
alarmantemente rapida com que espécies tém entrado em extincdo, em parte
devido a destruicdo ambiental, ndo apenas outorga certa urgéncia pela busca
de farmacos derivados de plantas, mas também chama a questdo da
capacidade de se adquirir quantidades suficientes de uma planta para
sustentar o programa de desenvolvimento. Como diversidade quimica é um
fator importante para a descoberta de novos medicamentos, depara-se, em
esséncia, com uma situacao de “agora ou nunca” (BORRIS, 1996).

Atualmente, de todos os farmacos disponiveis na terapéutica, em torno
de 25 — 30% sa&o produzidos a partir de produtos naturais (plantas,
microorganismos e animais) ou sao derivacoes destes produtos. Evidéncias
recentes de companias farmacéuticas mostram que, para algumas doencas
complexas, os produtos naturais representam uma fonte extremamente valiosa
para a producao de novas entidades quimicas, visto que sao compostos por
estruturas quimicas privilegiadas, selecionadas por milhdes de anos de
evolugdo (CALIXTO, 2005). Entre estas ricas fontes de novas entidades
quimicas esta a familia Clusiaceae. Esta familia do reino vegetal é composta
por inimeros membros com vasto espectro de atividades biolégicas, incluindo
0 género Hypericum que compreende aproximadamente 400 espécies
(ROBSON, 1990). E uma familia que possui mais de 100 compostos isolados
de cerca de 20 espécies diferentes, com atividades biologicas distintas,
especialmente antiinflamatérias, antimicrobianas, antifungicas, antivirais e
antidepressivos (GUSTAFSON et al., 1992; ROCHA et al., 1994; MINAMI et al.,
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1996; VIANA et al., 2003; SUFFREDINI et al., 2006). Rheedia, outro género da
familia Clusiaceae, € muito comumente usado em varias desordens na
medicina popular, incluindo constipacdo, reumatismo, inflamacdo e dor
(CORREA, 1984; BITTAR et al., 2000). A literatura mostra que as plantas deste
género sao ricas em flavondides e biflavonoides, benzofenonas, xantonas,
triterpenos e esterdides (DELLE MONACHE et al., 1983; 1984).

Neste contexto, a Garcinia gardneriana (Planchon & Triana) Zappi,
também conhecida como Rheedia gardneriana Planchon & Triana, possui,
entre suas indicacoes populares, o uso em quadros inflamatérios. Estudos
feitos com seus extratos e compostos isolados tém confirmado tais indicagdes.
Foi observada acéo inibitéria do extrato hidroalcodlico, produzido a partir das
folhas, sobre o modelo de pleurisia induzida por carragenina em ratos, havendo
diminuicdo tanto do exudato como da infiltracdo de neutréfilos (GUIMARAES et
al, 1996b). Guimaraes e colaboradores (1996a) observaram acao
vasodilatadora sobre aorta isolada de rato, enquanto em outro trabalho, foi
verificada a eficacia do extrato das folhas de G. gardneriana sobre a segunda
fase da nocicepcéao induzida pela formalina, quando administrado tanto por via
oral quanto intraperitoneal (LUZZI e GUIMARAES, 1995). O extrato
hidroalcodlico também demonstrou efeito inibitério sobre a infiltracao de
eosindfilos para a cavidade pleural de ratos sensibilizados com ovoalbumina. E
sobre o exudato pleural induzido por serotonina, histamina e bradicinina (DA
SILVA e GUIMARAES, 1997).

A investigacdo quimica do género Rheedia revelou, em diversas
espécies, a existéncia dos biflavondides dentre inUmeros outros compostos. A
analise da casca das raizes da Rheedia benthamiana P|. Triana, R. brasiliensis
(Martins) e R. gardneriana PI. Triana, levou ao isolamento de muitas xantonas
e dos biflavondides volkensiflavona, fukugetina e GB-2a que, da mesma forma,
estdo presentes nos frutos da Rheedia madruno (HBK) Planchon & Triana,
juntamente com o GB-1a (BOTTA et al., 1984). Conjuntamente, estes
compostos ja eram conhecidos como biflavondides da Garcinia, figura 3, antes
que o género Rheedia fosse englobado por esse género. Estudos com os
biflavondides isolados das folhas da G. gardneriana demonstraram acao
analgésica da volkensiflavona, fukugesida, do GB-2a, fukugetina (também

conhecido como moreloflavona), e GB-2a-11-4’-OMe em relacao a segunda fase
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do teste da formalina (dor inflamatéria) (CECHINEL FILHO et al., 2000; LUZZI
et al., 1997; DA SILVA e GUIMARAES, 1997). No mesmo modelo, o fukugetina
apresentou acao antiedematogénica e bloqueou a resposta anafilatica induzida
pela administracdo endovenosa de ovoalbumina (DA SILVA e GUIMARAES,
1997). Ainda, o I3-naringenina-118-4’-OMe-eriodictiol (GB-2a-11-4’-Ome),
demonstrou efeitos analgésicos, dependentes da dose, no teste de contorgdes
abdominais induzidas por acido acético (CECHINEL FILHO et al., 2000). Tanto
a pleurisia, como a nocicepcao por formalina (22 fase) sao modelos
experimentais com capacidade de identificar uma provavel atividade
antiinflamatéria de uma substancia. Assim, com base nesses resultados
obtidos justifica-se avaliar o potencial antiinflamatério dos extratos da Garcinia
gardneriana e alguns de seus compostos e outro modelo inflamatério em
animais, como a carragenina.

A resposta inflamatéria aguda é caracterizada por um aumento na
permeabilidade vascular e no infiltrado celular, levando a formacao de edema
como resultado do extravasamento de fluido e proteinas e acumulo de
leucécitos no sitio inflamatério. Ha muitos mediadores envolvidos na
inflamacgéo: histamina, serotonina, BK, PG e o 6xido nitrico, entre outros, os
quais sao produzidos ou liberados por diferentes tipos celulares, como
leucdcitos, células endoteliais e células nervosas sensoriais, e estao envolvidos
no aumento da permeabilidade vascular (ARYA e KUMAR, 2005; POSADAS et
al., 2004).

O modelo de resposta inflamatdria induzida pela injecdo de carragenina
na pata de ratos foi introduzido em 1962 (WINTER et al., 1962), e em 1969 foi
adaptado para camundongos (LEVY, 1969). Desde entdo, este modelo tem
sido amplamente usado para a triagem de compostos com potencial
antiinflamatério (ARYA e KUMAR, 2005; CRUNKHORN & MEACOCK, 1971;
PASSOS et al., 2007; POSADAS et al, 2004; VINEGAR et al, 1969). A
carragenina € um coléide obtido por extracdo em fase aquosa de variedades
naturais de algas das familias Gigartinaceae, Solieriaceae, Hypneaeceae e
Furcellariaceae da classe Rhodophyceae (algas vermelhas). Sua administracéo
na pata promove intensa vasodilatacdo e extravasamento plasmatico pela

liberacao de mediadores que contribuem também a intensa migracao celular
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para o sitio inflamatério (CRUNKHORN & MEACOCK, 1971; HENRIQUES et
al., 1987).

Em 1969, Levy descreveu que a inje¢do de carragenina 1% na pata de
camundongos causa um edema semelhante, em duracao, ao rato, mas menos
intenso em proporgao. Por volta de 12 anos depois, Sugishita e colaboradores
(1981) caracterizaram a fase aguda do edema de pata em camundongos,
usando carragenina 3%. Em 1987, Henriques e colaboradores mostraram que
a injecdo de carragenina induzia um edema bifasico. Posadas e colaboradores
(2004) confirmaram que o edema de pata em camundongos é bifasico, ao
contrario do edema em ratos, que mostra apenas uma fase aguda. Possui uma
resposta inflamatéria precoce que dura seis horas, e uma segunda resposta
tardia, iniciada em 24 h e que tem seu auge em 72 h, declinando apés 96 h.
Entretanto, somente camundongos com 7 a 8 semanas, pesando entre 32 e 34
g, mostram uma resposta consistente nestas duas fases.

Este trabalho mostrou que os extratos hidroalcoodlicos produzidos a partir
das folhas, cascas e sementes da G. gardneriana, tanto quando administrados
por via oral como por via intraperitoneal, reduziram o edema provocado pela
injecdo intraplantar de carragenina. Entretanto, quando a via de administracéo
foi a intraperitoneal, os extratos apresentaram efeitos igualmente ou mais
eficazes e, no caso dos extratos produzidos a partir das cascas e folhas, um
padrao de resposta mais potente e dependente da dose. Esse efeito sugere
que a G. gardneriana possui componentes com atividade antiedematogénica
em um processo inflamatério inespecifico, como a carragenina. Além disso,
esses componentes capazes de inibir o edema da carragenina estao presentes
em todas as partes testadas da planta, mas principalmente na casca e nas
folhas, uma vez que esses foram os extratos mais eficazes.

A formagdo de edema esta entre os sinais iniciais da inflamacédo. O
edema é causado pelo fluxo transvascular de fluido rico em proteinas do
compartimento intravascular para dentro do intersticio, como resultado da acao
da HIS, BK, LT, componentes do complemento, SP e PAF. Estes fatores
alteram de forma marcante as fun¢bées de barreira dos pequenos vasos e
aumentam a permeabilidade de capilares e vénulas a agua e proteinas
(SHERWOOD e TOLIVER-KINSKY, 2004).



95

Estudos anteriores tém mostrado os potenciais antiinflamatérios da G.
gardneriana. Guimaraes e colaboradores (1996b) observaram que o extrato
hidroalcoodlico da folhas possui efeito inibitério sobre a formagédo do exsudato e
migracao leucocitaria no modelo de pleurisia, enquanto Luzzi e Guimaraes
(1995) mostraram que 0 mesmo extrato impede a formacao do edema induzido
pela injecao intraplantar de formalina. As membranas pleurais, assim como as
células associadas, sdo componentes metabolicamente ativos e atuam como
barreiras para patdégenos invasores, ao produzirem respostas imunes inatas e
adaptativas. A cavidade pleural é revestida com mesotélio e contém
macrofagos residentes, mastocitos e linfécitos. Durante a inflamagéo pleural, as
células mesoteliais sdo as principais responsaveis pela secrecao de
quimiocinas como IL-8, proteina inflamatéria de macréfagos 1 o (MIP-1a), e
proteina quimioatratora do macréfago 1 (MCP-1), que recrutam neutréfilos e
células mononucleares. Esta bem estabelecido que TNF-a e IL-1B séo
citocinas chaves no desenvolvimento da inflamacao pleural, atuando no
aumento da producéao de IL-8 e MCP-1 pelas células endoteliais (FRODE et al.,
2001; CAILHIER et al., 2006). O estudo da acao edematogénica da formalina
revelou que as mudancgas vasculares, no caso de baixas doses de formalina,
dependem de uma resposta inflamatéria do tipo neurogénica, enquanto
maiores doses promovem uma resposta mediada pela liberacdo de
neuropeptideos, prostandides e aminas de mastécitos (DAMAS e LIEGEOIS,
1999). As respostas inflamatérias observadas tanto na pleurisia, quanto no
modelo da formalina envolvem fatores fortemente dependentes da ativacao
celular. A interferéncia do extrato nestes modelos sugere que substancias
presentes nas folhas podem estar interferindo com o inicio da resposta
inflamatoria, mais precisamente a ativacao celular, responsavel pela liberacdo
de mediadores de alteracbes na permeabilidade vascular e migracao
leucocitaria. De fato, estudos observaram outros indicadores de atividade
antiinflamatéria em mais espécies do género Rheedia e Garcinia, como a agao
antioxidante e inibidora da peroxidacao lipidica da Rheedia aristata Griseb
(RAMOS et al, 2003). Bem como, a agdo do biflavondide fukugetina
(moreloflavona, Garcinia spicata) sobre o edema e a atividade da MPO, no
edema de orelha induzido pelo TPA e seu efeito inibitério in vitro sobre a PLA>

(GIL et al., 1997). A inibicdo da liberacédo celular de mediadores inflamatorios
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pode justificar também os efeitos analgésicos observados com o extrato
hidroalcodlico das folhas. Observou-se que este extrato é capaz de diminuir,
quando administrado pelas vias oral e intraperitoneal, em até 97% o numero de
contorcoes abdominais provocadas pela injecao de acido acético (LUZZI et al.,
1994), e em até 98% a resposta dolorosa a segunda fase do teste da formalina
(LUZZI e GUIMARAES, 1995). O &cido acético é conhecido por induzir a
liberagéo rapida de varios mediadores capazes de aumentar a permeabilidade
vascular, como BK, SP, HIS, 5-HT, acetilcolina, ATP, ions potassio e
hidrogénio, PG e LT (GOK et al., 1999). A segunda resposta de dor a injecdo
intraplantar de formalina também apresenta a participagdo efetiva de
mediadores pré-inflamatérios (DAMAS e LIEGEOIS, 1999). Os efeitos
antinociceptivos do extrato foram observados em modelos que envolvem fortes
componentes inflamatérios, desta forma, a existéncia de constituintes do
extrato com capacidade de impedir a producdo ou liberacdo de mediadores
inflamatorios e com capacidade algogénica pode justificar a analgesia
observada.

Os extratos produzidos a partir de diferentes partes da planta foram
testados, quanto a melhor via de administracao, sobre o modelo do edema de
pata induzido pela injegcdo de carragenina. O uso de diferentes vias, oral e
intraperitoneal, ndo alterou a intensidade do efeito dos EHGG produzidos a
partir das cascas ou das sementes sobre o edema. Entretanto, o EHGG
produzido a partir das folhas mostrou-se mais eficaz ao ser administrado pela
via intraperitoneal, situagdo em que promoveu 72 * 4% de inibicao
edematogénica, contra 39 = 5% de Imax obtida com a administracao oral desse
extrato. Estudos feitos com a Rheedia longifolia revelaram o mesmo
comportamento do extrato sobre as vias de administracdo, sendo possivel
observar que, o extrato desta planta apresenta efeitos inibitérios no modelo de
contor¢ces por acido acético, contudo, este efeito é mais potente quando o
extrato € injetado na cavidade peritoneal do animal (FRUTUOSO et al., 2007).
O fato de um extrato apresentar melhor efeito quando administrado pela via
intraperitoneal do que pela via oral pode ser atribuido a absor¢do diminuida no
trato gastrointestinal, em comparacdo com a cavidade peritoneal, e/ou um

efeito do metabolismo de primeira passagem, caso em que um oOu mais
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componentes ativos sdo metabolicamente inativados apds sua passagem pelo
figado.

Observou-se também a duracdo da acédo antiedematogénica do EHGG
das folhas sobre a 42 hora do edema. O efeito inibitério foi observado desde o
tratamento quatro horas antes, até duas horas depois da carragenina (ou seja,
duas horas antes da avaliagdo do edema). Isto indica que os compostos
presentes no EHGG responsaveis por esse efeito possuem acao prolongada,
que pode durar até oito horas ap6s sua administracdo, e ja possuem acao
contra uma resposta inflamatéria presente, sendo duas horas o tempo minimo
para serem eficazes. O tempo necessdario a manifestagdo do efeito, bem como
a duracdo deste, sugere que um ou mais compostos presentes no extrato
podem estar atuando em varios niveis da transducdao dos sinais dos
mediadores inflamatérios e/ou contra diferentes mediadores, sendo que a
combinacao de acao pode resultar em reversao do processo infamatoério. Um
novo medicamento antiinflamatério com varios alvos de agdo pode apresentar
maior eficacia e poténcia, com menos efeitos colaterais. Inclusive, esta é uma
nova abordagem discutida mundialmente como opc¢éo para reducao dos efeitos
indesejaveis, e muitas moléculas estdo sendo desenvolvidas com esse
objetivo.

A inflamacao aguda é caracterizada por vasodilatacdo, exudacdo de
fluido rico em proteinas (plasma) e migragao celular (primariamente neutréfilos)
para o local da lesdao (SHERWOOD e TOLIVER-KINSKY, 2004). Assim,
seguindo o aumento na permeabilidade vascular, ha o infiltrado celular,
principalmente de neutréfilos (na fase aguda), que contribuem para a resposta
inflamatoria através da producao, dentre outros mediadores, de radicais livres
derivados do oxigénio, como o anion superéxido e radicais hidroxilas
(POSADAS et al, 2004). Possivelmente, a persisténcia da resposta
inflamatoria provocada pela carragenina apds o periodo de 3 a 4 h seja devido
a migracao de leucdcitos para o tecido, liberacao de enzimas proteoliticas por
estas células e geracao de PG no local. Tais fatores mantém a permeabilidade
vascular aumentada, e podem causar dano ao tecido conjuntivo, com a
liberacao ou formacao de mediadores adicionais (CRUNKHORN e MEACOCK,
1971). Assim, outro fator importante para avaliacao da resposta inflamatéria é a

migracao de células inflamatérias, neutréfilos, para o local da lesdo. Um
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parametro comumente usado para se ter uma medida, mesmo que indireta, do
conteudo tecidual de neutréfilos € a medida da presengca de MPO ativa. A MPO
€ uma enzima, encontrada primariamente nos granulos azuréfilos dos
neutrofilos, liberada apds a ativacao deste leucécito, dentro do fagossomo ou
no espago extracelular. Uma vez liberada, a MPO reage com o perdxido de
hidrogénio formado pela NADPH oxidase, e aumenta o potencial toxico deste
oxidante. O sistema hidroperéxido-MPO, também promove a oxidacdo do
cloreto, tirosina e nitrito, induzindo a formacado de acido hipocloroso, outros
derivados do cloro, radicais tirosina, e intermediarios reativos de nitrogénio;
enfim, compostos que podem atacar a superficie das membranas dos
microorganismos (FAURSCHOU e BORREGAARD, 2003). Sendo assim, a
inibigdo da MPO é mais um indicador convincente de atividade antiinflamatoria
(BRADLEY et al., 1982; FAURSCHOU e BORREGAARD, 2003; PASSOS et
al., 2007).

O aumento na atividade da enzima MPO em patas estimuladas consiste
em importante caracteristica do modelo da inflamacado pela carragenina
(PASSOS et al., 2007). Achados histoldgicos revelam, entre trés a quatro horas
apds o desafio com a carragenina, infiltrado celular difuso com predominio de
leucécitos PMN (neutréfilos) (HENRIQUES et al., 1987; VINEGAR et al., 1987).
Posadas e colaboradores (2004) analisaram a infiltracdo celular neste modelo
de edema de pata e observaram que os niveis de MPO indicam picos de
migragao celular em 6 e em 24 h, mostrando que, mesmo que o edema tenha
diminuido, ha uma infiltracdo leucocitaria consistente, a qual € mantida até a
242 hora do edema. Quando avaliada a atividade da MPO, o tratamento prévio
dos animais com EHGG (folhas, cascas e sementes) foi capaz de impedir o
aumento na atividade da enzima MPO nas patas estimuladas. Desta forma,
estes achados podem ser interpretados como uma potencial atividade
antiinflamatéria da G. gardneriana sendo esta capaz de reduzir a atividade de
neutrofilos. Isso € de grande interesse, principalmente no tratamento de
processos inflamatérios crénicos, onde a atividade de células inflamatérias é
um dos fatores responsaveis pela manutencdo da doenca. Drogas que
possuem esse tipo de acdo bastante conhecida sdo os antiinflamatérios
esteroidais, como a dexametasona (utilizada como controle positivo nesse

teste). Assim, como esperado, a dexametasona reduziu em mais de 50% a
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atividade enzimatica nas trés medidas executadas. Dentre os muitos
mecanismos de acdo, a dexametasona reduz a ativacdo de fatores de
transcricdo como a Proteina Ativadora — 1 (AP-1) e o fator nuclear NF-kB,
fatores relacionados com a ativacao de genes de citocinas primarias como
TNFa e IL-1B, gatilhos potentes de muitas acbes envolvidas na migracao
leucocitaria. A reducao do influxo neutrofilico também esta associada a inibicao
da mieloperoxidase (PEREIRA et al., 2006), corroborando com os efeitos
inibitérios da dexametasona sobre os neutrofilos.

Tanto o EHGG produzido a partir das folhas, quanto o EHGG produzido
das cascas reduziram em mais de 40% a atividade enzimatica. Entretanto, o
extrato obtido das folhas apresentou maior poténcia, pois sua menor dose (30
mg/kg) foi capaz de promover a maior reducao, enquanto o EHGG das cascas
s6 alterou a atividade enzimatica no grupo de animais tratados com 300 mg/kg
de EHGG. Este achado pode indicar que os compostos envolvidos na inibicao
da migracao celular estdo presentes em maiores concentracées nas folhas,
sendo necessarias menores doses para a observacdo deste efeito. Tal
hipétese, somada aos seguintes fatos: o EHGG das folhas pode ser obtido com
maior facilidade, visto que a arvore possui folhas o ano todo; sua obtencao nao
apresenta risco a sobrevivéncia da planta; e estudos fitoquimicos de sua
constituicdo permitiram o isolamento de compostos para estudos mais
aprofundados; levou a escolha deste extrato para dar continuidade aos
estudos.

O protocolo utilizado para medida da MPO avalia a presenca de enzima
ativa no tecido, desta forma, um tratamento que apresente diminuicdo deste
parametro pode ter agido de duas formas: através da inibicdo da migracao dos
neutrofilos para o sitio inflamatério; ou por impedir a atividade da enzima. Uma
vez observado que todos os extratos testados promoveram, em maior ou
menor intensidade, reducado na atividade da MPO, a etapa seguinte consistiu
em verificar se o extrato poderia estar interferindo diretamente na atividade da
enzima, em vez de agir sobre a migracao de neutrofilos. Para tanto, fez-se a
incubacdo do EHGG da folhas com homogenatos de patas tratadas com
carragenina, com intenso infiltrado de células no local, e consequentemente
uma intensa atividade da MPO. Neste caso, a diminuicdo da MPO seria devido

ao bloqueio de sua atividade, uma vez que as células ja migraram para o
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tecido, excluindo a duavida sobre a infiliracdo leucocitaria. O resultado
demonstra que o EHGG das folhas n&o inibiu, de forma direta, a atividade
enzimatica, quando incubado com a enzima. Esse dado sugere que a
diminuicdo da atividade da MPO apéds tratamento com o EHGG das folhas in
vivo nao se deve a inibicao da atividade da MPO, podendo indicar que o efeito
do extrato é sobre a migracédo de neutréfilos.

Varios estudos relatam que cortes histolégicos de patas com edema
induzido pela carragenina, revelam no pico entre a 3% e a 42 hora, edema
acompanhado de intenso infiltrado inflamatério (ARYA e KUMAR, 2005,
HENRIQUES et al, 1987). Neste estudo, a andlise histolégica da regido
subplantar das patas apés 4 h de edema, confirmou a acdo inibitéria da
dexametasona sobre a migracao leucocitaria, revelando cortes com aparéncia
muito semelhante as amostras basais. Além desta observacédo, os cortes
histol6gicos evidenciaram que o tratamento com o EHGG das folhas diminuiu,
de forma marcante, o infiltrado celular. Dado que confirma claramente os
resultados obtidos com as medidas da atividade da MPO, com incubacao do
extrato antes do estimulo (in vivo) e apds o estimulo (in vitro). Informacdes que
contribuem para a hipétese da acao antiinflamatéria do extrato.

Flavondides sdo compostos fendlicos antioxidantes de vasta distribuicéo
entre as plantas que tém demonstrado importantes atividades antiinflamatérias
tanto in vitro como in vivo (CALIXTO et al, 2003). Sao conhecidos por
exercerem um potente efeito inibitério sobre inimeras enzimas relacionadas a
ativacao celular e a producao de mediadores inflamatérios (BRITO et al., 2007).
Conforme dados da literatura, os biflavondides isolados das folhas:
volkensiflavona, fukugesida, GB-2a, fukugetina, e GB-2a-lI-4’-Ome;
demonstraram acdo analgésica em relacdo a segunda fase do teste da
formalina (dor inflamatéria) (CECHINEL FILHO et al., 2000; LUZZI et al., 1997;
DA SILVA e GUIMARAES, 1997). O fukugetina também apresentou acéo
antiedematogénica sobre 0 mesmo modelo e bloqueou a resposta anafilatica
induzida pela administracdo endovenosa de ovoalbumina (DA SILVA e
GUIMARAES, 1997). O préximo passo do presente estudo foi avaliar o feito do
fukugetina e do GB-2a, compostos isolados do EHGG das folhas, sobre o
edema de pata induzido pela carragenina em camundongos. Observou-se que

ambos possuem acdo antiedematogénica, sendo que o GB-2a apresentou
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efeito mais potente e dependente da dose. Diversos compostos ja foram
isolados das folhas da G. gardneriana, sendo predominante a referéncia aos
compostos fendlicos como a benzofenona prenilada 7-epiclusianona (SANTOS
et al., 1998) e os biflavondides citados, o que oferece campo para inimeras
possibilidades terapéuticas.

As benzofenonas polipreniladas possuem um amplo espectro de
atividades descritas, como antioxidantes, sequestradoras de radicais livres,
agentes antiulcerogénicos, inibidoras da expressdao de INOS e COX-2 em
carcinoma e apoptéticos. Um importante exemplo deste grupo é o garcinol,
figura 25 (KRISHNAMURTHY et al, 1981), um derivado poliisoprenilado
encontrado em grandes quantidades na familia Guttiferae e em varias espécies
do género Garcinia. O garcinol possui importantes propriedades descritas,
como forte antioxidante (SANG et al., 2002; SELVI et al., 2003), apoptotico
(SANG et al., 2002; BALASUBRAMANYAM et al., 2004; VARIER et al., 2004) e
inibidor de crescimento em cultura de células leucémicas (MATSUMOTO et al.,
2003) e de cancer intestinal (HONG et al., 2007). Também impede a expressao
de iINOS e COX-2 em astrécitos estimulados com LPS (LIAO et al., 2005), inibe
a proliferagao celular e a expressdao de COX-2 em um modelo de céncer de
lingua (YOSHIDA et al., 2005) e, em macréfagos estimulados com LPS, inibe a
liberacao de AA e expressao de iINOS, por impedir a fosforilacdo da PLA; e da
proetina quinase ativada por mitégenos ERK 1/2, respectivamente (HONG et
al., 2006).

garcinol

Figura 25: Estrutura quimica do garcinol.
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A 7-epiclusianona, por sua vez, € muito semelhante ao garcinol e possui
acoes vasculares ambiguas, promovendo, em baixas concentracoes,
vasodilatacao dependente de NO e, em altas concentracbes, vasoconstricao
derivada de produtos do AA (CRUZ et al, 2006). Esta benzofenona
demonstrou acdes antianafilaticas sobre contracdes de ileo de cobaia
induzidas por antigeno e sobre a liberagdo de histamina nestes estados
(NEVES et al,, 2007). Gil e colaboradores (1997) descreveram importantes
observacdes sobre o fukugetina, como a atividade bloqueadora in vitro sobre a
PLA, secretéria, antiedematogénica sobre o edema de pata da carragenina, e
sobre o0 edema de orelha por TPA, onde também reduziu a MPO, sem interferir
com a sintese de eicosandides. O fukugetina também é capaz de inibir a
peroxidagao lipidica in vitro, e apresentar acao como sequestrador de anions
superdxido (SANZ et al.,, 1994). Espécies reativas, tanto de oxigénio como de
nitrogénio, além de possuirem importante agcdo microbicida, podem lesionar
moléculas protéicas, mitocondrias e DNA, levando a necrose celular. Somado
ao seu ataque direto, esses radicais também modulam atividades celulares e
mediadores, levando a amplificacdo do sinal inflamatério (DYKE e SERHAN,
2003; PACHER et al., 2007). Somando estas consideracdes as observacoes
anteriores, o efeito antiinflamatério do EHGG das folhas pode ser atribuido a
acao sinérgica dos varios compostos presentes no extrato, como a atividade
vasoconstritora da 7-epiclusianona, as capacidades antioxidante e de inibicao
da MPO que o fukugetina possui, e a acao dos demais biflavonéides como o
GB-2a que, de acordo com os dados da literatura, possuem potencial
antiinflamatario.

InUmeros mediadores estdo envolvidos na resposta inflamatéria
produzida por agentes flogisticos. A fase inicial da inflamagéao aguda envolve a
migracdo de células associada a liberacdo de mediadores como histamina,
serotonina e SP, que é seguida pela producdo de BK e PG. Todos estes
mediadores levam a uma reacgdo inflamatéria quando injetados na camada
subcutanea da pata de ratos e camundongos (GILLIGAN et al., 1994; ARYA e
KUMAR, 2005).

Na resposta inflamatéria aguda induzida pela carragenina, os niveis de
SP nas patas inflamadas aumentam em cerca de 15 min ap6s a inducao do

edema, atingem sua producdo maxima em 30 min, e permanecem elevados
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durante as primeiras 2 h de inflamacao (GILLIGAN et al., 1994). SP, um
neuropeptideo enddgeno que pertence a familia das taquicininas e age através
do receptor de neurocininas do tipo 1 (NK1), € um potente mediador do
aumento da permeabilidade vascular através de sua acao sobre as células
endoteliais poscapilares, em espécies que incluem os camundongos, e possui
potente acdo sobre os componentes celulares da inflamacgéo, tais como o
acumulo de neutréfilos (KEEBLE et al, 2005). Injeces intradérmicas de
taquicininas na pata ou pele de ratos levam a producdo de edema e
extravasamento plasmatico, através de mecanismos diretos e indiretos, pela
liberacdo do peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP), de HIS e
serotonina a partir de mastdcitos, assim como pela liberagdo de prostandides e
NO (ALVES et al., 1999). Considerando-se que as taquicininas endogenas
possuem preferéncia, mas nao seletividade definitiva para cada um dos
subtipos de receptores, a participacao dos receptores NK1, 2 e 3 na formacéao
do edema permanece sob discussao. Assim, o edema de pata e o
extravasamento vascular causado pelas taquicininas, semelhantemente ao
edema de orelha em camundongos, sao atribuidos a ativacao dos multiplos
subtipos de receptores de taquicininas, entretanto, sua interacdo com
receptores NK1 parece ter maior importancia (ALVES et al.,, 1999). O EHGG
inibiu a formagdo do edema induzido pela SP, o que sugere que este extrato
pode estar produzindo seus efeitos antiinflamatérios durante a fase inicial do
edema da carragenina, através da inibicdo da atividade dos neuropeptideos.
Resultados de Da Silva e Guimaraes (1997) mostram que o EHGG n&o sé inibe
a segunda fase da formalina, como também o edema induzido por este agente.
A administragao intraplantar de formalina induz a formacdo de edema que
depende principalmente da liberacdo de SP, podendo haver a participacao de
prostandides e aminas vasoativas (DAMAS e LIEGEOIS, 1999). Desta forma,
os atuais resultados com o EHGG, como a inibicdo do edema da SP, vém
confirmar informagdes anteriormente obtidas, evidenciando a capacidade
antiinflamatdéria do extrato.

Outros mediadores inflamatérios, como a histamina e BK, foram
identificados e também demonstraram importante participacdo no comecgo do
edema induzido pela carragenina (VINEGAR et al., 1969; DI ROSA et al.,

1971). Desta forma, o EHGG também pode estar exercendo alguns dos seus
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efeitos ao interferir com a atividade de um destes mediadores, de fato, este
extrato inibiu 0 edema de pata induzido tanto pela injecdo de histamina, como
de BK.

A BK é um peptideo vasoativo, principal representante do sistema das
cininas (KUMAR et al, 2005). A BK é capaz de induzir influxo celular e
extravasamento plasmatico. Uma vez liberadas, as cininas ativam seus
receptores By e/ou By, 0 que resulta na liberacdo de outros mediadores, como
PG, LT, histamina, NO, PAF e citocinas; derivados principalmente de leucdcitos
polimorfonucleares, mastécitos, macréfagos e células endoteliais (ARYA e
KUMAR, 2005; SALEH et al, 1997). Trabalhos anteriores com o EHGG
demonstraram a inibicdo do exsudato pleural induzido pela BK (DA SILVA e
GUIMARAES, 1997). A capacidade de inibir o edema de pata produzido pela
BK, apresentada pelo EHGG da folhas nesse estudo, € uma importante
confirmacdo desse resultado prévio. Sao varias as possibilidades de
mecanismos através dos quais o extrato pode estar promovendo estes efeitos:
1- através da atuacdo de seus compostos sobre a ligacdo da BK aos seus
receptores; 2- pela reducédo no influxo de neutréfilos, demonstrada na redugéo
da MPO e nos cortes histolégicos; 3- através de outros mecanismos que
interfiram com a acédo das PG, da histamina e/ou das citocinas, mediadores
cujas respostas dependem as cininas.

Conforme descrito, logo apds a injecao de carragenina, ha um repentino
aumento do volume da pata, relacionado com a agdo das aminas vasoativas
sobre a permeabilidade vascular (VINEGAR et al, 1969). Histamina, uma
amina vasoativa, esta entre os primeiros mediadores pré-formados a serem
liberados durante a inflamacdo (KUMAR et al., 2005). E responsavel, através
da acao sobre seus receptores especificos H1 e H2, juntamente com outros
mediadores, pela vasodilatagdo e aumento da permeabilidade vascular (ALLER
et al., 2006; GUZIK et al., 2003; NATHAN, 2002; SHERWOOD e TOLIVER-
KINSKY, 2004). A principal fonte de histamina do organismo sdo os mastocitos
teciduais (COUSSENS e WERB, 2002; DRAY, 1995; GUZIK et al, 2003;
KUMAR et al., 2005; NATHAN, 2002) e este mediador pode levar a ativacéo de
outras células como as células endoteliais, levando a expressao de moléculas
de adesao (WALZOG e GAEHTGENS, 2000). O EHGG impediu a formagao do

edema de pata pela histamina. Tal fato pode ser devido a agcao dos compostos
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do extrato sobre os receptores deste mediador, presente nos diversos tipos
celulares do local da lesdo ou mesmo sobre seu mecanismo de transducéo.

Mastécitos também sao importantes na fase aguda da inflamagéo,
pertencendo a este tipo celular, a liberacdo dos mediadores inflamatérios
armazenados e dos recém sintetizados, como aminas vasoativas, PAF, LT, e
uma variedade de citocinas que podem produzir muitos eventos associados a
inflamacéo, como a formacédo de edema e a infiltracao celular (COUSSENS e
WERB, 2002; ARYA e KUMAR, 2005; BRITO et al., 2007). O composto 48/80 é
conhecido por estimular diretamente proteinas G por mecanismos nao-
imunoldgicos, causando a degranulagcdo macica de mastécitos (DATTI et al.,
2002). Histamina, serotonina e PAF tém sido implicados como o0s principais
mediadores involvidos na formagédo do edema alérgico induzido pelo composto
48/80 (BRITO et al., 2007). O EHGG reduziu o edema induzido pela histamina,
e pelo 48/80. Entretanto, apesar de ter inibido de modo significante 0 edema da
histamina, o EHGG causou um pequeno efeito sobre o edema de pata do
composto 48/80. Esse fato pode ser explicado pelos demais mediadores
envolvidos na formacao deste edema (48/80) como serotonina e PAF, onde
talvez o extrato ndo tenha atuacéo.

Os ésteres de forbol, diterpenos de origem vegetal, sdo classicos
ativadores exdégenos da proteina quinase do tipo C (PKC) (CASTAGNA et al.,
1982). A PKC fosforila muitos componentes celulares, incluindo enzimas,
canais ibnicos e receptores ligados a membrana; sua ativacao pelos ésteres de
forbol resulta na excitacdo e aumento da liberacdo de neuropeptideos (SP e
CGRP), de culturas de neurénios sensoriais e de amostras de pele, de forma
analoga a BK (RICHARDSON e VASKO, 2002; FERREIRA et al., 2005). Ainda,
SP e CGRP (atuando em NK; e CGRP4, respectivamente) causam
extravasamento plasmatico e edema, o que permite ao tecido injetado o
contato com mediadores plasmaticos, incluindo os cininogénios. De fato, a
injecdo do éster de forbol 12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA) produz
nocicepcao acompanhada de extravasamento plasmatico e formacao de
edema (FERREIRA et al., 2005). Conforme relatado, a BK estimula a liberacéo
de transmissores a partir dos nervos sensoriais através da ativacédo da via de
transducédo da PKC (RICHARDSON e VASKO, 2002; FERREIRA et al., 2005).

Uma vez que a via da PKC sofre regulacdo de inUmeros mediadores proé-
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inflamatoérios e algégenos, como BK, ATP e PG, sua estimulacdo pode
contribuir ndo apenas para estados de dor crénica, mas também para a dor
inflamatoéria aguda e consequientemente, a formagéao de edema.

Em modelos de aumento de permeabilidade vascular induzido pelo TPA,
em pele de camundongos, observou-se que este aumento pode ser mediado,
ainda e principalmente, pela histamina e serotonina e, em maiores doses de
TPA também ha a participacdo do PAF. Observou-se também que o TPA induz
degranulacao de mastdcitos e liberacdo de histamina quando injetado na
cavidade pleural de ratos, e causa liberacao de PAF de células mononucleares
residentes, o que confirma a participacao destes mediadores no mecanismo de
acao do TPA (QU et al., 1990). Outro fato bem estabelecido é o de que a
inflamacéao induzida pelo TPA esta relacionada com a ativagdo da fosfolipase
A; (PLAy), que libera AA das membranas celulares que, por sua vez, €
metabolizado a PG e LT. Substancias capazes de inibir este tipo de edema
podem ser inibidores da COX e/ou LOX (RECIO et al., 2000).

Conforme citado, além dos produtos da PLA,, muitos outros agentes
estdo envolvidos na geracao de edema, como serotonina e BK, os quais atuam
diretamente através de seus receptores especificos (5HT., e By,
respectivamente) presentes no endotélio. Ha ainda a participacdo dos demais
mediadores produzidos e/ou liberados pela via da PKC, pois o pré-tratamento
com antagonistas da PKC pode suprimir a inflamacdo. Desta forma, o nimero
de agentes e mecanismos de acado que podem reduzir o edema promovido pelo
TPA, é grande (RECIO et al., 2000).

A pré-exposigao a inibidores de PKC, ou a redugéo da sua quantidade,
promove uma atenuacéao da liberacao de transmissores, estimulada pela BK, a
partir dos nervos sensoriais. Inibidores de PKC sao capazes de bloquear a
nocicepcao produzida pela BK, epinefrina ou carragenina, tanto em ratos como
em camundongos (RICHARDSON e VASKO, 2002; FERREIRA et al., 2005).
Foi demonstrado que o NO e o TNF-a requerem a atividade da PKC para sua
expressao (KOVACS et al.,, 1988; SEVERN et al., 1992). A inibicao da acao
destes mediadores nos modelos da carragenina ou da artrite induzida pelo
adjuvante de Freund tem sido associada a uma redug¢ao dramatica na resposta
inflamatéria (MCCARTNEY-FRANCIS et al., 1993; IANARO et al, 1994;
SEKUT et al, 1995; CONNOR et al., 1995). Muitos outros mediadores pro-
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inflamatoérios ou vias envolvidas em sua produgcdo, como IL-1B e COX-2
(SHAPIRA et al., 1994; BLANCO et al., 1995), tém sua expressao dependente
da atividade da PKC (FILLION e PHILLIPS, 1997). Nessa mesma cascata,
muitos componentes sdo 0s mesmos envolvidos na resposta desencadeada
pela carragenina e, portanto, compostos podem apresentar agdo por
interagirem nos mesmos elementos que compde os dois tipos de resposta
inflamatéria (carragenina e TPA). Como o EHGG reduziu os edemas
provocados tanto pela administracao intraplantar, quanto tépica de TPA, além
de diminuir o edema de pata induzido pela BK e carragenina, o envolvimento
dos componentes do extrato na via da PKC pode ser uma das explicagdes para
estas atividades antiinflamatorias observadas.

Outro mediador inflamatério importante testado foi a PGE2, onde o
extrato foi novamente ativo. Apds a rapida liberacao de inUmeros mediadores
responsaveis pelo inicio da resposta edematogénica promovida pela
carragenina, esta € subsequentemente mantida pela producédo de PG e NO,
produzidos pelas isoformas de ciclooxigenase (COX-1 e 2), e pela iINOS,
respectivamente (DI ROSA et al., 1971; SEIBERT et al., 1994; SALVEMINI et
al., 1996; TRATSK et al., 1997; NANTEL et al., 1999; POSADAS et al., 2004).
As PG possuem efeitos distintos sobre a inflamagédo. A PGE; e a PGl, sé&o
vasodilatadoras, especialmente nas arteriolas, meta-arteriolas pré-capilares e
vénulas. Elas causam aumento da permeabilidade vascular em sinergia com
outros mediadores, como histamina e BK (SAYAR e MELLI, 1999; OZDOL e
MELLI, 2004). A PGE,, o produto mais importante da COX, exibe uma ampla
variedade de acdes bioldégicas em diversos tecidos através da sua ligacdo a
receptores especificos na membrana plasmatica. Esta PG, geralmente é
considerada um mediador pré-inflamatério chave; altos niveis de PGE, foram
encontrados em exudatos inflamatérios, e a injecdo de PGE, diretamente em
um tecido mostrou induzir sinais classicos de inflamagdo (CLAUDINO et al.,
2006). A PGE> é um dos principais mediadores envolvidos na resposta
inflamatoria induzida pela carragenina (PASSOS et al., 2007) e, até a 62 hora, é
produzida pela COX-1, pois a COX-2 esta indetectavel. Nessa fase, essa
prostaglandina apresenta um pico na 2% hora apds a injegcdo da carragenina
(POSADAS et al, 2004). Yuhki e colaboradores (2004) mostraram a

participacdo dos subtipos de receptores para prostaglandinas IP, EP,, EP3,
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mas nao EPy ou EP4, na formacao de exudato no modelo de pleurisia induzida
pela carragenina. Observou-se que o0 antagonista do receptor EP3, L826266,
inibe de forma consistente o edema de pata induzido pela carragenina em
camundongos, na mesma extensao em que é capaz de reduzir a formacéao de
edema mediado pela injecao intraplantar de PGE, (CLAUDINO et al., 2006).

Os dados apresentados por Claudino e colaboradores (2006) mostram
que a injecdo de PGE, produz um edema mediado, principalmente, pela
ativacao de receptores EP3, sem descartar a participagao do subtipo EP+; e a
formacao do edema se da de forma dependente da ativacao dos receptores do
tipo TRPV1, e pela acdo da SP em seus receptores NK1, assim como envolve
a ativagéo coordenada da PKC e das MAP kinases JNK e p38. Portanto, como
o EHGG das folhas inibiu a resposta inflamatéria da PGE.> na pata e também
dos edemas induzidos pela SP e pelo TPA, é provavel que a inibicdo da acao
da SP e/ou de algum passo na via da PKC, estejam envolvidos na reducao da
acao da PGE: pelo extrato, assim como pode haver o bloqueio de um ou mais
receptores desta prostaglandina.

O acido araquidbnico é clivado dos fosfolipideos de membrana pela
acao da fosfolipase A, (PLA2) e da fosfolipase C (PLC) (KUMAR et al., 2005;
RICHARDSON e VASKO, 2002; VANEGAS e SCHAIBLE, 2001). Duas classes
principais de enzimas sado responsaveis pela sintese de seus metabdlitos,
também chamados de eicosandides: as ciclooxigenases sintetizam as PG e os
TX; e as lipoxigenases produzem os LT e as LXs (ALWANI et al., 2006; DRAY,
1995; KUMAR et al., 2005; WAGNER e ROTH, 2000). Considerando-se que a
PGE, é o principal produto da COX, ainda resta a acdo edematogénica dos
produtos da LOX. Os LT, assim como as PG, tém acao vasodilatadora e
edematogénica (ALLER et al., 2006; SHERWOOD e TOLIVER-KINSKY, 2004).
Os LT, em especial o LTB4, também ativam as respostas dos neutréfilos, como
agregacao e adesao ao endotélio venular, geracdo de espécies reativas de
oxigénio e liberacao de enzimas lisossomais (KUMAR et al., 2005; NATHAN,
2002), além da potente atividade quimiotatica (KUMAR et al, 2005;
SHERWOOD e TOLIVER-KINSKY, 2004). Curiosamente, o edema produzido
pelo AA nao foi inibido pelo EHGG. Este resultado pode ser explicado pela
provavel participacao dos produtos da LOX e/ou da PGil,, visto que a PGE, tem

seu efeito inibido pela acdo do EHGG.
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Portanto, podemos destacar que os dados mais relevantes obtidos
foram: (1) os EHGG produzidos a partir das folhas, cascas, e sementes,
administrados pela via oral e intraperitoneal, reduziram o edema induzido pela
injecdo intraplantar de carragenina; (2) a reducao do edema foi mais potente e
dependente da dose para os extratos das folhas e das cascas, e quando estes
foram administrados por via intraperitoneal; (3) os biflavondides fukugetina e
GB-2a, administrados pela via i.p., reduziram o edema de pata da carragenina,
sendo que o GB-2a apresentou efeito dependente da dose; (4) o EHGG das
folhas reduziu a atividade da enzima MPQO nas trés doses administradas pela
via i.p.; (5) o EHGG das folhas apresentou agdo antiedematogénica sobre a
quarta hora, quando administrado até quatro horas antes e duas horas depois
da injecdo de carragenina, pela via i.p.; (6) o EHGG das folhas promoveu
importante reducdo do infiltrado leucocitario para o local do edema, avaliado
histologicamente quatro horas apds a injecao de carragenina; (7) o EHGG das
folhas, administrado pela via i.p., reduziu os edemas provocados pelas injecdes
intraplantares de BK, HIS, PGE; e SP; por fim, (8) o EHGG das folhas, via i.p.,
diminuiu os edemas de orelha e de pata provocados pela administracao de
TPA.

O fato de que o extrato testado atenuou de forma consistente o edema
induzido pela carragenina, assim como por mediadores conhecidos por
participar da resposta a carragenina, como a BK, SP, HIS, e PGE;,, permite
sugerir que a acao antiinflamatéria do EHGG produzido a partir das folhas, esta
relacionada a inibicdo de uma ou mais vias de sinalizagcdo intracelular
envolvidas nos efeitos desses mediadores, como na ativacdo da PKC, ou PLA,,
figura 26. Entretanto, o EHGG parece nao comprometer completamente a
degranulacdo de mastocitos, nem a formacao de metabdlitos do AA. Estas
hipoteses podem ser sustentadas pelas inumeras agdes, observadas para os
diferentes compostos, presentes na constituicdo do EHGG das folhas, como a
7-epiclusianona que, dependendo da concentracdo em que esta presente,
possui acado vasoconstritora em artéria isolada (CRUZ et al., 2006) e
antianafildtica em ileo isolado (NEVES et al, 2007); o fukugetina
(moreloflavona), com acao antiedematogénica em varios modelos (DA SILVA e
GUIMARAES, 1997: GIL et al., 1997), atividade inibitéria sobre a PLA, in vitro,
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sobre a MPO (GIL et al.,, 1997) e atioxidante (SANZ et al., 1994; GIL et al,,
1997).

SP = Al PGE,
— — —

citosol

Citocinas,
iINOS, COX2,
moléculas de ades3o

Figura 26: Vias de transducao envolvidas na acao dos mediadores BK, SP, HIS e
PGE,. Estes mediadores exercem suas agdes através de seus receptores especificos,
acoplados a proteina G, que levam a degradacao de fosfolipideos de membrana em
trifosfato de inositol (IP3), diacilglicerol (DAG) e AA que, por sua vez, aumentam o0s
niveis de calcio intracelulares, ativam proteinas quinases e formam eicosandides,
respectivamente. A acdo da PKC leva a ativacdo de fatores de transcricdo que
promovem a sintese de inUmeras moléculas pré-inflamatérias. Os diversos compostos
presentes no extrato podem exercer suas agdes interferindo com diferentes passos
dessas vias.

Enfim, os varios compostos fendlicos ja isolados das folhas da G.
gardneriana, bem como o0s constituintes desta que permanecem
desconhecidos a espera de isolamento e identificacdo, podem ter seus efeitos
distintos somados. Esta acdo em conjunto pode estar reduzindo a resposta
inflamatoéria nos seus diferentes eventos (alteracdes vasculares, migracao
celular, produgcdo de mediadores e espécies reativas toxicas que dao
continuidade a resposta), garantindo a caracteristica antiinflamatéria atribuida
ao EHGG. Contudo, para a melhor elucidacao das vias envolvidas nas acdes
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do EHGG produzido a partir das folhas, sdo necessarios experimentos mais
detalhados e aprofundados, como a influéncia sobre a expressao e atividade

de enzimas, citocinas e fatores de transcricao, como a COX, NOS, IL-183, TNF-
a e NF-kB.
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6 CONCLUSOES

Esse trabalho incrementa resultados anteriores sobre a atividade
antiinflamatéria da G. gardneriana. Foi mostrado que o tratamento com o
EHGG possui agao antiinflamatéria em varios modelos experimentais, o que é
evidenciado pela diminuicdo do edema de pata induzido pela carragenina,
assim como por alguns mediadores conhecidos por participar da resposta a
carragenina, como BK, histamina, SP e PGE,. Além da reducdo na migracao
de neutrofilos e da nitida melhora do quadro inflamatério observado na analise
histoldgica. Os biflavondides isolados das folhas, que ja haviam apresentado
atividades analgésicas e antiinflamatérias, também reduziram o edema
induzido pela carragenina, indicando sua participacao no efeito do EHGG.

As folhas da G. gardneriana sao usadas popularmente no tratamento de
estados inflamatorios, dores e infecgdes. As evidéncias obtidas neste trabalho
dao suporte a efetividade do uso popular do EHGG no tratamento da
inflamacédo, como uma reacado exacerbada e lesiva do organismo, através da
regulacdo, em diversos niveis, dos mediadores envolvidos na resposta.

Tais resultados também indicam possibilidades reais para esta planta
como fonte abundante de compostos ativos, cuja pesquisa aprofundada pode
levar a descoberta de uma nova e melhor alternativa terapéutica aos estados
patolégicos com quadro inflamatério agudo, e futuramente até para doengas
inflamatorias cronicas debilitantes, situacdes em que a inflamacao consiste em
doloroso agravante do bem estar dos individuos. Para tanto, devem ser
realizados experimentos adicionais para o melhor esclarecimento dos
mecanismos de acdo envolvidos na atividade antiinflamatéria e analgésica,
bem como estudos de toxicidade e seguranca para o uso repetido do extrato e
de seus componentes.
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