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RESUMO

Varios métodos in vitro tém sido empregados para a investigacdo das
atividades biolégicas de plantas usadas na medicina popular para o tratamento de
processos inflamatérios. Os eventos associados a resposta inflamatdria sdo
complexos, sendo a quimiotaxia uma das etapas fundamentais desse processo,
recrutando leucécitos para o local da lesao.

Neste trabalho, investigou-se a influéncia dos extratos hidroalcdolicos de
Chamomilla recutita (L) Rauschert, Rauvolfia sellowii Muell. Arg, Hybanthus
bigibbosus (St.-Hil) Hassler e Anchieta pyrifolia (Mart) G. Don, conhecidas
popularmente como camomila, pau-pra-tudo, canela-de-veado e cipd-suma,
respectivamente, sobre a quimiotaxia de leucdcitos humanos, estimulados a
migrar contra um gradiente de caseina, utilizando-se o método de Boyden.
Dexametasona foi utlizada como controle de inibicdo do procedimento
experimental.

Os resultados aqui apresentados demonstraram efeito inibitério significativo
sobre a migracado de polimorfonucleares induzida por caseina para todas as
plantas testadas. Entretanto, essa atividade variou de intensidade conforme a
concentracao e a espécie estudada. Para a camomila, onde analisou-se uma
amostra produzida em solo local e uma importada, observou-se um efeito inibitdrio
maximo de cerca de 34%, para ambas, nas doses de 10 e 01mg/ml
respectivamente, comparavel aos 31% exercido pela dexametasona (10°M
Para os extratos de pau-pra-tudo, canela-de-veado e cipd-suma, esses valores
foram de aproximadamente 20, 15 e 8%, nas doses de 1000, 10 e 1nug/ml,
respectivamente.

De particular interesse, além do surpreendente efeito inibitério do extrato
de camomila sobre a quimiotaxia dos leucécitos, foram os resultados observados
quando essa atividade pdde ser parcialmente bloqueada pelo pré-tratamento dos
leucocitos com as drogas morfina e naloxona, sugerindo a mediagcdo desses
efeitos via receptores opidides. Analise da composicao do 6leo essencial de
ambas, com o objetivo de comparar qualitativa e quantitativamente seus
componentes ativos, demonstrou inversdao na constituicdo relativa dos o6xidos
derivados do a-bisabolol.

Embora estudos mais aprofundados sejam necessarios, 0s resultados aqui
apresentados e as informagdes deles derivadas podem servir como uma base
preliminar de dados, contribuindo para esclarecer a atividade antiinflamatéria
atribuida a essas plantas na medicina caseira.

Palavras chave: plantas medicinais, mlgrac,:ao leucocitaria, receptores
opidides, caseina, inflamacao, quimiotaxia.
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ABSTRACT

Several in vitro methods have been used for the investigation of the
biological activities of herbal plants used in folk medicine for the treatment of
inflammatory conditions. The events associated with the inflammatory response
are complex, and chemotaxis is just one of the fundamental steps of such process,
which recruits leukocytes to the inflammatory sites.

In this study, we have investigated the ability of hydroethanolic extracts from
Chamomifla recutita (L.) Rauschert, Rauvolfia sellowii Muell. Arg, Hybanthus
bigibbosus (St.-Hil) Hassler and Anchieta pyrifolia (Mart) G. Don, locally known as
camomila, pau-pra-tudo, canela-de-veado, and cipoé-suma, respectively, in
interfering with the human leukocytes migration induced by casein, using the
Boyden chamber method. Dexamethasone has been used as a positive control for
leukocyte inhibition in the same experimental approach.

The data herein presented showed a significant inhibition of the casein-
induced polymorphonuclear leukocytes migration for all plants studied. However,
the intensity of such activity was variable according to the dose and plant tested.
For camomila, the maximum inhibition effect was ~34%, similar to the 31% found
for dexamethasone. For pau-pra-tudo, canela-de-veado, and cipdé-suma extracts
the values found were 20, 15, and 8%, for the doses of 1000, 10, and 1ug/ml,
respectively.

Of particular interest, apart from the unexpected leukocyte inhibitory effects
of camomila extract, were the results observed after treating these cells with the
drugs morphine and naloxone, in which such activity could be partially blocked,
suggesting that these effects might be opioid receptors’ mediated.

Analysis of the essential oil of both national and imported samples, with the
aim of comparing the presence of active components, has shown an inversion of
the relative constitution of the a-bisabolol derivative oxides.

Although further studies are needed, the results and suggestions
presented in this study may be useful to clarify the anti-inflammatory properties of
these herbal medicines, supporting their ethno-medical application in the treatment
of inflammation diseases.

Key words: herbal plants, chemotaxis, leukocyte migration, opioid
receptors, casein, inflammation, chemotaxis.
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INTRODUGAO

O aprimoramento da saulde e o conhecimento técnico que vise melhorar a
qualidade de vida estdo se tomando cada vez mais complexos e onerosos. Muitos
paises vém considerando as dificuldades para o consumo social de produtos
farmacéuticos de alto custo e, até aqueles mais ricos, ja perceberam a disparidade
entre os altos pregcos dos servigcos e a escassez dos beneficios gerados por tais
sistemas (Eldin & Dunford 2001).

O uso de plantas medicinais no tratamento de diversos tipos de doengas
é tradicional na cultura humana e os servigos de saude e as instituicbes a eles
ligados devem estar voltados para o aproveitamento desse conhecimento
tradicional (E!din & Dunford 2001). Esta preocupacao parece estar presente em
nosso pais, pois como fruto de deliberagcdes ocormridas durante a 10? Conferéncia
Nacional de Saude, realizada em Brasilia em 1996, ressaltou-se “.. a
incorporagao no SUS, em todo o pais, de praticas de saude como a fitoterapia, a
homeopatia e a acupuntura” (paragrafo 286.12) (Saude 1996a), deliberando-se
também sobre “... terapias alternativas e praticas populares (paragrafo 351.10),
além do incentivo a fitoterapia e @ homeopatia na assisténcia farmacéutica
publica” (Saude 1996b).

A fitoterapia ressurge, entdo, como uma opgdo medicamentosa bem
aceita e acessivel a todos. Hoje, cerca de 80% da populagdo dos paises de
terceiro mundo faz uso de produtos naturais para o tratamento de problemas
primarios de saude (Mans et al 2000). Mesmo em paises industrializados, uma
grande porcentagem dos produtos farmacéuticos comercializados provém de
produtos naturais (Eldin & Dunford 2001). Assim, os produtos extraidos de plantas
medicinais continuam a representar uma diversidade quimica unica, a qual
continuara a ser uma fonte importante de compostos-mociclo para programas de
investigacao clinica, iniciados a partir da observagdo das espécies de plantas
regionais popularmente utilizadas.



De acordo com estudos de Willianson e colaboradores, estima-se que o
planeta Terra possua entre 370.000 e 500.000 vegetais superiores que elaboram
metabdlitos secundarios com potencial interesse medicinal (Willianson et al 1996).
No Brasil, diante de uma flora tao rica e diversificada, a utilizacao de plantas como
medicamentos caseiros é ampla, tornando imperativo para o pais a criagdo de
uma politica de incentivo a investigagao cientifica das potencialidades terapéuticas
desta fonte altemativa de medicamento.

Varios modelos experimentais, in vivo e in vitro, estdo hoje disponiveis
para tal investigagao. De particular interesse s&o aqueles direcionados ao estudo
das atividades antiinflamatdrias devido ao grande numero de espécies vegetais

utilizadas na medicina popular para o combate de processos inflamatoérios.

Inflamacgéao e resposta inflamatoria

A inflamagao é fundamentalmente uma resposta de defesa e protecéo do
| organismo afetado, cujos objetivos principais sac a eliminagao do agente agressor
e das consequéncias que ele possa vir a causar.

A reacgdo inflamatéria € um fendbmeno estereotipado, cujos sinais rubor,
tumor, calor e dor foram primeiramente descritos por Celsius, 178 a.C. A estes,
Galeno (Cotran 1994) adicionou a perda de fungdo. Atualmente, sabe-se que
estes sinais sao consequéncias da liberagdo de substancias quimicas encontradas
no local da les&o, particularmente, as citocinas (Silva 1978, Sedgwick &
Willoughby 1985).

As citocinas inflamatérias sdo substancias quimicas circulantes no plasma
e importantes mediadores das respostas vascular e celular desencadeadas pelo
estimulo inflamatério. Dentre elas, destacam-se as interleucinas 1 (IL-1), IL-6 e
IL-8, o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e o fator estimulador de colénia de
macrofagos e granuldcitos (GM-CSF) (Springer 1994, Cassatella 1995, Springer
1995).



No decorrer de um processo infeccioso ou inflamatério, os leucécitos
circulantes no sangue periférico aproximam-se da parede vascular devido a
presenca de mediadores da inflamacgao, liberados por células presentes na area
de lesdo, tais como bactérias, células lesadas ou fragdes do complemento,
passando a ocupar uma posicao mais periféerica. Em seguida, aderem-se
firmemente, mas de forma transitoria, ao endotélio e atravessam a parede do
vaso. Apds a diapedese, continuam a migrar em dire¢do ao foco inflamatério pelo
processo de quimiotaxia (Dekker & Segal 2000).

Dessa forma, pelo menos frés etapas estido distintamente envolvidas no
desenvolver de um processo inflamatério: (1) adesdo dos leucécitos ao endotélio,
(2) sua passagem através do endotélio vascular e (3) migracdo em direcao ao
estimulo quimiotatico (Dekker & Segal 2000, Mackai & Rosen 2000). A Figura 1
ilustra, de forma esquematica esses eventos.

ROLAMENTO —» —» TRANSMIGRACAO
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Figura 1. Eventos leucocitirios na inflamacdo. Durante um processo
inflamatério, os leucdcitos, primeiramente rolam, fixam-se transitoriamente e
aderem-se ao endotélio vascular, ocomrendo, entdo, a diapedese seguida da
migracdo em dire¢cdo aos estimulos quimiotaticos liberados no local da lesao.



Uma fungéo critica da inflamag&o é a migracdo de células especializadas
provenientes do sangue periférico para o tecido conjuntivo no qual se situa o foco
inflamatério. Estudos recentes tém demonstrado que os mecanismos moleculares
que recrutam os diferentes tipos de leucdcitos para as areas inflamadas sao
similares (Mackai & Rosen 2000). Esses experimentos também mostram que a
adesao, a transmigracéo e a locomocao de leucocitos envolvem a ativagado, por
ligantes especificos, de diferentes familias de receptores presentes na superficie
dessas células e na matriz extracelular (Bokoch 1995, Dekker & Segal 2000).

A maioria dos receptores protéicos envolvidos na migragdo celular
pertence a familia de receptores associados ao complexo heterotrimérico da
proteina G, genericamente denominados metabotropicos (Rang et al 2001), os
quais respondem através de uma sucessao de interagdes e desacoplamentos das
subunidades protéicas a, e y até a associagao final com uma enzima-aivo, a qual
se toma uma ativadora de moléculas sinalizadoras, também denominadas
mensageiros secundarios (Alberts et al 1994).

A ativacdo de um receptor, seja qual for a sua familia, ou 0 mecanismo de
transdugao por ele desencadeado, direciona o comportamento celular e culmina
no desencadeamento de uma ou mais atividades celulares, incluindo os
mecanismos observados nas respostas inflamatérias como a mobilizagdo de Ca*?
intracelular (Hallet et a/ 1990), rearranjo do citoesqueleto (Smith et al 1979),
exocitose, inducdo da expressdo de receptores de superficie, mudangas na
adesdo e agregacao (Smith et al 1979), inducdo da produgado de superdxidos
(Simchowitz & Spilberg 1979, Thelen et al 1993), aumento da atividade metabdlica
(Bokoch 1995), quimiotaxia (Zigmond 1977), dentre outras como revisado

recentemente por Dudez e colaboradores (2002).

Os neutréfilos e a quimiotaxia

Das células com grande capacidade de responder a estimulos
quimiotaticos destacam-se os granuldcitos circulantes no sangue periférico. Dentre

esses, 0s neutréfilos, também conhecidos como polimorfonucleares (PMN),



constituem a populagdo celular primaria na defesa contra varios tipos de
microorganismos presentes no meio ambiente, acumulando-se rapidamente no
sitio invasivo ou de lesdo. Sua participacdo no processo inflamatério é
multifuncional e envolve (1) reconhecer seletivamente o agente agressor,
responder apropriadamente por meio de (2) locomogdo, (3) fagocitose do
microorganismo e sua (4) eliminagdo. Para tanto, possuem a habilidade de
secretar substancias ndo sé capazes de retardar a disseminacdo da infeccao,
mas, quando necessario, também recrutar outros tipos de leucécitos para o foco
infecciosofinflamatério (Loyd & Oppenheim 1992, Cassatella 1995). Seu nucleo
polilobulado pemmite ultrapassar poros muito menores que o0 seu diametro,
caracteristica esta que serve como pré-requisito a sua habilidade de se comprimir
e passar através do pavimento de células endoteliais (diapedese) e continuar
migrando em dire¢éo ao foco inflamatério pelo processo de quimiotaxia.

O neutrdfilo € uma célula que participa da defesa inata e, nos tecidos,
esta presente em todas as portas de entrada do organismo humano que fazem
contato com o meio extemo. Com um tempo de vida média na circulagdo de
aproximadamente sete horas (Quesenberry & Colvin 2000), passam a maior parte
desse tempo trafegando no sangue periférico, num processo passivo. Para o
mesmo numero de neutréfilos que esta circulando no leito central do vaso, tem-se
igual quantidade na porgéo mais periférica, proxima ao endotélio, representando o
subcompartimento marginal, denominado “pool “ marginal.

Para que o organismo possa atender a uma demanda tecidual extra
como, por exemplo, no combate a patégenos invasores, a medula 6ssea dispde
de um compartimento de reserva, composto por neutréfilos segmentados e seus
precursores imediatos, os neutrdfilos bastonetes e os metamieldcitos. Assim,
quando necessério, um maior numero de leucocitos pode ser langado na corrente
circulatéria, ocasionando leucocitose, geralmente acompanhada do aumento do
nuamero de neutrdfilos segmentados (neutrofilia) e de bastonetes (desvio nuclear a
esquerda, DNE). Essa leucocitose, em casos de uma infecgdo severa, pode ainda

estar associada a alteragdes morfoldgicas caracteristicas, como a presenca de



granulagcbes toxicas, corpusculos de Doéhle e vacuolizagdo citoplasmatica,
formando os chamados granuldcitos toxicos (Lee et al 1999).

Um dos eventos primarios, portanto, na resposta inflamatéria é o
recrutamento de neutréfilos para o sitio da inflamagao, decomrente de diferentes
estimulos relacionados a ativagao dessas células. Sua presenca disseminada pelo
6rganismo, associada a habilidade de locomogao, pemitem a essas células
exercer estrita e continua vigilancia nos tecidos contra agentes estranhos
(Springer 1995). Movendo-se a uma velocidade de até 30um/min, sdo as células
nao-ciliadas mais rapidas do organismo humano (Ramsey 1972a, Ramsey 1972b).
Seu movimento amebdide € um processo ativo que requer energia, cuja fonte
provém do ATP gerado pela glicdlise anaerdbica (Wilkinson 1974a).

De acordo com Sheetz e colaboradores (1999), este ciclo de motilidade,
quando observado sob microscopia de luz comum, pode ser dividido em cinco
fases:

o extensdo da parte celular sensitiva ao estimulo (fronte celular),

e adesao a matriz de contato (substrato);

e contragdo do citoplasma;

e liberagéo do sitio de contato;

e reciclagem dos receptores localizados na parte posterior da célula para sua
parte anterior (fronte).

A quimiotaxia, ou 0 movimento celular direcional a favor (quimiotaxia
positiva) ou contra (quimiotaxia negativa) um gradiente quimico, é comum a varias
células eucaridticas e, no caso particular dos leucécitos, € o mecanismo pelo qual
essas células se acumulam no sitio inflamatério (Wilkinson 1996).

Quando os PMN percebem um gradiente quimiotatico, eles alteram sua
forma, tornam-se morfologicamente orientados e migram continuamente (Zigmond
1978, Zigmond 1988), com a parte da célula que primeiro percebeu o gradiente
(fronte) tendendo a acumular actina polimerizada. A Figura 2 ilustra as diferentes
morfologias adotadas quando um PMN é exposto a uma substancia quimicfética.
A resposta quimiotatica é tao eficiente que uma célula pode perceber uma

diferenga de concentragdo menor do que 1% sobre sua superficie (Zigmond



1977). Porém, esta propriedade requer a presenga de mdltiplos receptores
particularmente bem integrados, de forma que os PMN possam identificar
diferengas de ocupagdo desses receptores por toda a extensdo de sua superficie
(Snyderman & Goetzl 1981).

Apds estimulagdo quimiotatica e ativacdo de vias altenativas de
sinalizacdo, ocorre a polimerizagdo de actina monomérica solivel, produzindo
filamentos insoluveis ramificados (F-actina), que se concentram na bainha frontal
(lamelipodium), em contraste com baixas concentragbes no pdlo oposto
(uropodium) (Wilkinson 1996). Esta polimerizag&o localizada empurra a membrana
celular para frente, acompanhada de contragdo do pdlo posterior, a qual é
mediada pela miosina Il (Chung et a/ 2001).

Uropodium

Figura 2. Ciclo de motilidade celular sob microscopia de luz. Quando um neutréfilo
é exposto a uma substancia estimulatéria, ele responde alterando sua morfologia de
esférica, ndo estimulada, para uma forma plana, iniciando com a formacgdo do
pseudopodium, extensdo e polarizagdo, quando a célula se torna, entio,
morfologicamente orientada em diregcdo a maior concentragdo do estimulo (seta em
negrito). Os quadros, como indicado, ilustram as fases sucessivas que levam a alteragéo

morfolégica final.



A polaridade morfoldgica é também funcional, pois a por¢ao anterior da
célula polarizada, que primeiro “percebeu” o gradiente de quimioatraente, possui
mais receptores, sendo, portanto, mais responsiva que a porgao posterior. Tal
distribuicao permite as ceélulas detectar, de forma mais acurada, a direcdo do
estimulo, assim como distinguir pequenas diferengas de concentragéo de diversos
fatores quimiotaticos durante o complexo processo de migragao celular ao sitio
inflamatério (Haston & Wilkinson 1987, Servant et al 1999, Dekker & Segal 2000,
Servant et al 2000).

E importante salientar que a polarizacdo e a redistribuicdo de receptores
nao requer a presenga de gradientes quiomiotaticos. Elas ocorrem igualmente
quando as células encontram-se em concentragcdes uniformes de quimioatraentes,
dependendo apenas da presenca do quimioatraente. Este, numa concentragao
maxima, induzird maxima polarizagédo nas células (Haston & Wilkinson 1987). A
Figura 3 ilustra, com pormenores, esses eventos.

Se os PMN sao colocados sobre um substrato adequado, na auséncia de
qualquer substancia estimulante, eles migram ao acaso, em varias diregdes e de
forma persistente (movimento ao acaso ou randdmico) (Devreotes & Zigmond
1988). Ao adicionar-se um agente estimulante, isto €, uma substancia quimiotatica
ao meio, os PMN terdo essa motilidade acelerada. Entretanto, caso nao se possa
precisar o local da fonte do estimulo (auséncia de gradiente de concentragdo),
esses movimentos acelerados também ocorrerdo ao acaso. Este aumento de
velocidade na motilidade é denominado quimiocinese (Keller, et al 1977).

A interagdo entre quimiotaxia e quimiocinese na resposta inflamatéria é de
extrema importancia, pois a primeira leva os leucdcitos ao local da leséo,
enquanto a outra permmite seu acimulo. Ambas sdo necessarias ao exercicio das
multifungdes celulares que concorrem para a morte (no caso de patdogenos) e
eliminagdo do agente invasor, assim como a reparacao tecidual local (Wilkinson
1980).



- quimioatraente
o receptor dessensibilizado
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Figura 3. Ativacdo do neutréfilo. Uma célula percebe e responde a gradientes de
concentragdo por meio de seus receptores. O local da superficie celular onde ha maior
densidade de receptores ocupados promovera o sinal mais forte (seta amarela - passo
1). Aqui, o tamanho da célula esta indicado pela linha pontilhada cinza, ainda em sua
forma néo ativada, arredondada. O estimulo quimiotatico leva a polarizagdo da célula
(passo 2). A diregdo para a subsequente migracdo depende do recrutamento dos
receptores localizados nas outras partes da membrana celular e na indugdo daqueles
que estdo ainda dentro dos depdsitos de reserva intracitoplasmaticos (passo 3),
expressando-se na regido que primeiro percebeu o gradiente (em vermelho). A célula
responde, entdo, especialmente ao estimulo, movendo-se ao acaso (passo 4), em zig-
zag, na diregdo do estimulo. Apés ligagcdo do receptor com o ligante, os receptores
tomam-se dessensibilizados (em azul), isto &, ndo respondem mais ao ligante, sendo
reciclados (passo 5). Adaptado de Hanston 1987, Servant 1999, Servant 2000, Dekker
2000.



A observagcdo de que mediadores quimicos induziam migracao direcional
dos leucdcitos levou Pfeffer, cujos estudos relacionavam-se a migracdo de células
vegetais, a usar o termo quimiotaxia (Pfeffer 1884). Alguns anos mais tarde, neste
mesmo contexto, o oftalmologista Leber propds que fagdcitos podiam “perceber”
e, em seguida, mover-se em diregdo a gradientes de concentragdo de
determinadas substancias (Leber 1888), denominadas quimioatraentes. Assim, o
fendbmeno da quimiotaxia foi apropriadamente definido como a reagao pela qual a
direcdo de locomocgédo das células é determinada por uma fonte local de
substancia quimioatraente (Keller et al 1977). Metchnikoff sugeriu, entdo, que os
leucécitos seriam “atraidos” para o sitio inflamatdério e que os fagdcitos
constituiriam a defesa basica contra infecgbes graves na maioria dos animais,
incluindo os seres humanos (Metchnikoff 1893). Esta teoria fagocitica lhe conferiu,
em 1908, o prémio Nobel (Wilkinson 1996, Wilkinson 1998).

A quimiotaxia leucocitaria propriamente dita, ou seja, a migragéo estimulada
de fagdécitos, iniciou-se em meados do século XX, quando Comandon, utilizando
cinematografia, demonstrou que bactérias e parasitas estimulavam a migragéo
direcional de leucécitos (Comandon 1917). Os grupos liderados por McCutheon e
Dixon foram os primeiros a quantificar respostas quimiotaticas e chamarem a
atengdo para o fato de que certas substancias quimicas tém a habilidade de
mudar a dire¢do do movimento celular (McCutcheon & Dixon 1936, Dixon &
McCutheon 1938). Para De Bruyn, o movimento dos leucdcitos assemelhava-se
ao das amebas, fazendo o uso de pseuddpodos através da transformagao de seu
contetdo celular da forma de “gel” para “sol” (De Bruyn 1945). Este efeito esta,
provavelmente, relacionado a passagem da actina do seu estado soluvel,
monomeérica, ao filamentoso, polimerizado (Wilkinson 1996, Wilkinson 1998),
como anteriormente citado.

Em 1962, Boyden introduziu o uso de uma camara artificial (Figura 4),
confeccionada em material rigido que, ao ser separada em dois compartimentos
por filtros de porosidade inferior ao diametro celular (Figura 5), pode medir a
atividade de migragdo (Boyden 1962). Este método tomou-se o modelo “in vitro”
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mais utilizado para analise da quimiotaxia de leucécitos (Wilkinson 1996,

Wilkinson 1998).

camara superior
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A
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\_//])

Figura 4. Camara de Boyden. A camara de Boyden esquematicamente representada
(A) consiste em um cilindro de acrilico separado em um compartimento superior (B), o
qual recebe a populacgio celular a ser estudada, e um compartimento inferior (C), o qual
é preenchido pela substancia quimioatraente, formados quando um filtro de
policarbonato ou éster de celuiose (D) é colocado entre eles.
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Figura 5. llustracdo esquematica do processo de migracdo através de filtros.
Leucdcitos estimulados por quimiotraentes migram, de forma ativa, através de um filtro
separador (A) de porosidade inferior ao diametro celular, tornando possivel a avaliagéo

da atividade migratdria.
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Agentes indutores de quimiotaxia

As substancias capazes de induzir quimiotaxia, denominadas
quimioatraentes, nao constituem uma classe especifica de compostos e podem ter
natureza exégena ou endégena. Dentre as substancias exégenas que provocam
alteragdbes no comportamento locomotor dos leucécitos encontram-se alguns
produtos de bactérias, como os peptidios N-formilados (fMLP) (Rabgaoui et a/
1994, Qu et al 1995, Johansson et al 2002); certas citotaxinas como a caseina
(Wilkinson 1974b, Wilkinson 1988a , Lewis & Van Epps 1983, Rabgaoui et a/ 1994,
Siddiqui et a/ 1999, Wang et al 2001), os derivados de bactérias como os
lipopolissacarideos (Qu et al 1995), proteinas desnaturadas (Wilkinson 1988a),
entre outras. Dentre as substancias endbégenas, as mais conhecidas sdo as
citocinas, as quais, de modo geral, sdo capazes de estimular todos os tipos de
leucécitos do sangue. Dessas, destacam-se algumas moléculas como a IL-8, o
interferon gama, o TNF-a, além de componentes do sistema complemento como
as fracoes C3a e Cb5a, os produtos relacionados a lipoxigenagdo do acido
araquidénico (leucotrienos), particularmente o LTB4 e o fator de ativacéo
plaquetaria (PAF) (Lewis & Van Epps 1983, Wilkinson 1988a, Cotran et a/ 1994,
Bokoch 1995, Siddiqui ef af 1999, Johansson et al 2002).

Recentemente, uma nova familia de citocinas capazes de induzir
quimiotaxia em varios tipos celulares foi descrita, recebendo a denominagao
genérica de quimiocinas. Caracterizam-se por serem moléculas pequenas, com
70 - 80 residuos de aminoacidos, agrupadas em quatro familias de acordo com o
nimero de aminodacidos entre os dois primeiros residuos de cisteina dos quatro
presentes na molécula (Springer 1995), e que possuem certa especificidade por
diferentes subtipos de leucécitos (Baggiolini 1998). As a-quimiocinas (CXC)
tendem a induzir quimiotaxia em neutréfilos e em células envolvidas com reparo
tecidual. Seu representante mais conhecido é a IL-8, que pode interagir com os
receptores CXCR1 e CXCR2. Ja as B-quimiocinas (CC) agem preferenciaimente
sobre mondcitos, macréfagos, eosintfilos, baséfilos e linfocitos T (Baggiolini
1998).

13



Como ilustrado na Tabela 1, hd um certo grau de especificidade da
substancia quimiotatica em relacdo ao tipo de célula-alvo, assim como uma
relagdo dose-dependente. Por exemplo, algumas substancias que sdo muito
potentes para ativar a quimiotaxia em neutréfilos, podem provocar moderada
resposta em mondcitos e serem inativos com linfécitos. Outras, estimulam varios
tipos celulares, mas em concentragdes diferentes. Além disso, uma substancia
pode, eventualmente, ligar-se a diferentes tipos de receptores, assim como um
receptor pode acoplar-se a ligantes diferentes. Esta situacdo €& referida na
literatura como promiscuidade ligante-receptor (Broxmeyer & Kim 1999).

Tabela 1. Fatores quimiotaticos indutores de polarizagao em
leucdcitos humanos.

Maxima concentragao efetiva (M) por tipo celular

FATOR QUIMIOTATICO | Neutréfilos | Monécitos | Linfécitos
C5a 108 10® inativo
FMLP 10° 5x10° inativo
LTB4 10®t0 10° 10°° inativo
PAF 10°to 10° 107 inativo
Soro (ﬁg’sunrg'tz?ag:;"a"a 5x10° | 5x10° | 5x10°
TNF-o 10°° 10°° inativo
Caseina ativa ativa inativo

C5a (fragdo C5 do complemento, ativada), MLP (N-formil-metionil-leucil-
fenilalanina), LTB4 (leucotrieno B4), PAF (fator ativador de plaquetas), TNF-a
(fator de necrose tumoral alfa). Adaptado de Lewis ef a/ 1983; Wilkinson 1988 e

Siddiqui et al 1999.

A complexidade das interagbes ligante-receptor, a redundancia de
receptores e as interagdes entre diferentes caminhos intracelulares sinalizadores
dificuitam, o entendimento dos diversos eventos celulares especificos
desencadeados durante uma resposta inflamatoria, incluindo aqueles que

envolvem a quimiotaxia (Broxmeyer & Kim 1999).
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A caseina como agente opidide e quimioatraente

Ha muitas substancias capazes de induzir quimiotaxia nos leucdcitos,
particularmente nos PMN, e esta lista continuara, sem dulvidas, aumentando.
Muitos peptideos bioativos derivados de proteinas do leite, que sdo assim
chamados por comportarem-se como substancias exdgenas regulatérias de
‘muitas fungles biologicas importantes, como as atividades antihipertensiva,
imunomodulatéria, antitrombdética e antibactericida (Meisel 1997), vém sendo
adicionados a ela.

De especial interesse ha a caseina, a fragado protéica mais abundante do
leite, a qual, desde a primeira demonstracédo do seu efeito quimioatraente por
McCutcheon (McCutcheon & Dixon 1936), vem sendo amplamente utilizada em
estudos que investigam a quimiotaxia de varias células (Solymossy et al 1986).

Representando 80% e 40% das proteinas no leite de ruminantes e
humanos, respectivamente (Kampa et al 1996), a caseina apresenta-se sob a
forma de um complexo macromolecular de «, B e x-caseinas, unidas em
suspensao por calcio na forma de micelas insoluveis (Lewis & Van Epps 1983).
Seus fragmentos peptidicos, obtidos por digestdo enzimatica, exibem diversas
propriedades biolégicas semelhantes a de peptideos enddgenos, particularmente
como mensageiros quimiéos (Teschemacher et al 1997). Sdo encontrados, bem
como seus receptores, em diversos tecidos e 6rgéos, indicando sua importancia
funcional na biologia dos mamiferos (Farrell et a/ 2002).

Das caracteristicas funcionais mais conhecidas desses peptideos, a que
mais se destéca é a sua acdo opidide (Brantl et al 1979, Brantl 1984,
Teschemacher et al 1997, Godoy & Kitchen 2000), com diversos efeitos descritos
na modulacdo das fungbes autdbnomas como respiragao, pressdo sanguinea,
termoregulacdo e motilidade gastrointestinal (Massote et al 2002), além de serem
elementos-chave no sistema nervoso central (SNC), especialmente com relagéo a
percepcdo da dor (Akca et al 2002). Some-se a esses, os efeitos inibitorios
descritos sobre as respostas imunes celular e mediada por anticorpos, na
atividade das células NK, na expressdo de citocinas e na atividade fagocitica
(revisado em Skabo et al 2002).
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Como descrito para outras moléculas, esses peptideos exercem suas
agcGes como agonistas puros, agonistas parciais ou antagonistas, através da
interagcdo com receptores especificos presentes nas células-alvo através das
proteinas G. O acoplamento ligante-receptor, transfere para o citoplasma um ou
mais sinais quimicos, via ativagao da adenilato ciclase, desencadeando respostas
celulares especificas (Rang et al 2001). Independentemente, facilitam também a
abertura de canais de K* e inibem a abertura de canais de Ca*?, causando
hiperpolarizacéo e inibindo a agéo de neurotransmissores, respectivamente (Rang
et al 2001).

Ha, pelo menos, quatro tipos de receptores opidides descritos: u, 8, x
(Fowler & Fraser 1994) e £ (Nock et al 1993). Um quinto tipo foi recentemente
relatado como pertencente a familia ORL, mas, em contraste com os anteriores,
parece exercer efeitos anti-opidides (Mollereau et a/ 1994). Esses receptores
exibem diferentes fung¢des farmacoldgicas, mas tém seus efeitos celulares
mediados pela ativacdo do complexo proteina G (Gomes et al 2002, Massote et al
2002, Skabo et al 2002). Por exemplo, a ativagdo do subtipo u; resulta em
analgesia, enquanto p, leva a depressdo respiratoria, sedagdo, dependéncia
fisica, dentre outras. Porém, ativacdo de receptores «k resulta em analgesia e
sedagao (Manica 1997).

Como seus ligantes, os receptores opidides foram descritos em varios
tecidos, mas sdo mais abundantes no SNC. Sdo, também, encontrados em varios
tecidos periféricos, incluindo as células do sistema imunitario (Stefano et al 1993,
Chuang et al 1995, Grimm ef al 1998a,) e, particularmente, nos leucdcitos (Pasotti
et al 1992, Makman et al 1995). Parece haver similaridades entre essas células e
o tecido neuronal em relagdo a subunidade estrutural desses receptores e 0s
mecanismos de transcricao de sinais (Mazzone et al 1994).

A presenca de receptores opidides no SNC e no sistema imunitario
sugere que peptideos opidides podem agir em ambos. Neste contexto, importante
é o relato recente de que granulécitds‘ secretam peptideos opidides,
principalmente B-endorfinas ligante agonista endoégeno p (Manica 1997,

Machelska et al 2002). Como sugerido por Cabot, esses peptidecs, ao serem
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liberados no tecido inflamado, poderiam atuar, eventualmente, nos receptores
opidides das terminagdes nervosas sensoriais periféricas, interferindo nos seus
efeitos (Cabot 2001). Estas consideragdes tém relevancia clinica fundamental,
pois os opidides endégenos parecem estar envolvidos no controle de alguns sinais
e sintomas classicos da inflamagdo aguda como a dor e o calor, influenciando a
analgesia (Machelska et al 2002) e a hipotermia (Baker & Meert 2002),
respectivamente.

Influéncia dos opi6ides na quimiotaxia leucocitéria

Ha diferentes tipos de ligantes para receptores opidides que podem ser
diferenciados de acordo com sua estrutura quimica. Além dos peptideos ja
descritos, ha os alcalbides, produtos naturais resultantes do metabolismo de
certos tipos de plantas, e seus derivados sintéticos.

Como exemplo classico de um agonista natural estd a morfina, que atua
preferenciaimente em receptores n (Stefano et a/ 1993), usada clinicamente como
farmaco anestésico ou como bloqueador nas sindromes de dores intensas e cuja
habilidade de modular a atividade de macrofagos (Roy ef al 1991, Peterson et al
1993, Rojavin et al 1993), a produgdo de anticorpos (Bussiere et al 1993,
Eisenstein et al 1995), a funcdo de linfocitos NK (Freier & Fuchs 1994, Carr et al
1996), os niveis de citocinas (Bian et al 1995, Bertolucci et a/ 1996), a proliferagao
(Bryant et a/ 1988, Eisentein et al 1991), migracao (Perez-Castrillon ef a/ 1992,
Makman et al 1995, Chao et al/ 1997, Grimm et al 1998a, Grimm ef a/ 1998b) e a
apoptose celulare (Fuchs & Pruett 1993, Stinghal et a/ 1998, Chadzinska et al
1999) tem sido amplamente descrita. A naloxona, ao contrario, € um exemplo de
composto antagonista, conhecido por reverter muitos dos efeitos da morfina (Rang
et al 2001). Difere desta, também, por ligar-se a pelo menos trés receptores
opidides com diferente seletividade (n > x > §) (Rang ef a/ 2001, Baker & Meert
2002).
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A interferéncia dos opidides em processos inflamatorios tem sido
investigada em diferentes sistemas experimentais. Apesar das variagdes nas
condicbes de estudo utilizadas e dos animais usados nesses modelos, 0s
resultados mostram um achado comum: diminuicdo das fungdes celulares
importantes para a resisténcia do hospedeiro, particularmente na resposta a
estimulos quimiotaticos (Chadzinska et a/ 1999, Miyagi et a/ 2000).

O efeito dos opidides sobre os leucocitos de seres humanos é bem
conhecido (Stefano et al 1993, Makman et al 1995, Miyagi et al 2000). Por
exemplo, Mazzone e colaboradores, ao estudarem essas células provenientes de
pacientes usuarios de heroina e metadona, demonstraram correlagdo inversa
entre um aumento da expressao de receptores opidides e a diminui¢do dos niveis
de expresséo de integrinas, da producao de radicais superédxidos e da resposta
celular a estimulos quimiotaticos quando comparados a individuos sadios,
sugerindo disfungdo das células envolvidas nas respostas inflamatdria e imune
nesses individuos (Mazzone et al 1994, Mazzone et al 1996).

Exposicéo de leucécitos a opidides parece, portanto, promover respostas
disfuncionais dessas células, podendo levar a um comprometimento do estado de
saude do hospedeiro.

Drogas antiinflamatérias

A reacdo inflamatéria, quando exacerbada, pode ser potencialmente
prejudicial, como aquelas observadas nas reagdes de hipersensibilidade a picadas
de insetos, na ingestdo de drogas, na preseng¢a de toxinas, nas doengas cronicas
como artrite reumatoéide, aterosclerose ou fibrose pulmonar (Cotran et al 1994).
Nessas situagcbes, necessario se faz o uso de drogas com atividade
antiinflamatéria, as quais irdo interferir em um ou mais passos da cascata de
eventos que caracterizam a resposta inflamatéria, particularmente, naquelas que
se relacionam com os mecanismos de adesdo e migracao dos leucocitos.
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Os principais agentes antiinflamatdrios s&o representados pelos
glicocorticdides e pelos antiinflamatérios nao esteroidais (AINEs).

Os corticéides, quando utilizados como antiinflamatérios com o objetivo de
amenizar os sinais de uma inflamagao aguda (Lomas et al 1991), parecem ter
multiplas atividades, influenciando na adesao de polimorfonucleares (MacGregor
et al 1974, MacGregor 1976, McGillen & Phair 1979); promovendo a fagocitose e a
morte intracelular dos microorganismos fagocitados (Chretien & Garagusi 1972);
reduzindo a migragao das células inflamatérias do sangue para os tecidos (Ward
1966, MacGregor et al 1974, McGillen & Phair 1979, Yamaguchi ef al 1994), além
de diminuir a citotoxicidade celular mediada por anticorpos (Roth & Kaeberle
1981).

Embora os mecanismos de ag¢do ainda nado tenham sido totalmente
elucidados, sabe-se que o0s glicocorticbides interagem com receptores
intracelulares pertencentes a familia de receptores que controlam a transcricéo
génica. Estudos sugerem que entre 10 - 100 genes respondem aos esterdides em
cada célula. Apds penetrarem nas mesmas, o0s corticoides ligar-se-iam a
receptores especificos no citoplasma que, por sua vez, tomar-se-iam ativados,
sofrendo alteragdes na sua conformacdo, expondo um dominio de ligagdo ao
DNA, resultando na formacdo de um complexo esterdide-receptor. Como
resultado, haveria um efeito repressor ou indutor sobre alguns genes particulares,
alterando uma ou mais respostas celulares (Rang et al 2001). E dentro desse
contexto que os corticoides tém papel clinico relevante, sendo amplamente
utilizados em situagdes onde a modulagdo das respostas imune e inflamatdria sdo
necessarias.

Ha varios estudos demonstrando que os corticdides, em particular a
dexametasona, sao capazes de inibir, in vitro, a quimiotaxia de diferentes
populagdes de leucédcitos, em especial a dos polimorfonucleares (Lomas et al
1991, Yamaguchi et al 1994, Zentay et al 1999). Esta habilidade tem sido usada
na sua“selecao como droga padrao em ensaios experimentais onde deseja-se

modular negativamente a migragao leucocitéria.
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Ja a classe dos antiinflamatérios representada pelos AINEs como a
aspinna, o paracetamol ou o ibuprofeno, parece intervir na atividade da
ciclooxigenase (COX), enzima que media a conversao do acido araquidénico em
prostaglandinas, tromboxanos e outros mediadores lipidicos envolvidos em
diferentes fungdes fisioldgicas normmais, assim como nas respostas inflamatéria e
imune (Wagner & Roth 2000). Estes tém, ainda, ampla ag¢do sobre a
vasodilatagdo, o edema e a dor (Martinez et al 1999, Rang et al 2001).

Alguns AINEs foram descritos atuando, in vitro, na inibicdo da adesé&o e
do processo de migragao nos leucdcitos, assim como na redugéo da expressao de
varias moléculas de adesdo e das interagOes leucdcito-endotélio (Martinez et a/
1999).

Busca de novos compostos com atividade antiinflamatoria

As caracteristicas mais comuns a todos os antiinflamatorios disponiveis
no mercado, e em particular para os glicocorticdides, sdo seus efeitos colaterais
indesejaveis e o alto custo.

A variabilidade de climas e regiées no Brasil favorece o desenvolvimento
de uma incomparavel biodiversidade vegetal. Dentro dela, ha um grande namero
de plantas usadas na medicina popular com finalidade terapéutica especifica. Por
exemplo, farmacos como a camomila (Chamomilla recutita (L.) Rauschert), que
cresce abundantemente em nosso solo, tém sido usados no tratamento de
diversas doencgas caracterizadas por estados inflamatérios. Seus capitulos florais
tém sido amplamente produzidos na regido metropolitana de Curitiba, mas sem os
cuidados de cultivo ou de comercializagdo apropriados, julgados por parametros
de controle de qualidade recomendados para a espécie. Por exemplo, amostras
comercializadas tém se apresentado adulteradas, contendo quantidade de matéria
organica estranha muito acima dos 5% permitidos (Farmacopéia 1996),
comprometendo o teor de éleo volatil presente nas flores.
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Interessante notar que, até o presente momento, ndo ha relatos sobre a
constituicdo quimica de extratos ou do 6leo essencial destas drogas produzidas
nas imediagdes de Curitiba. Sabe-se, por exemplo, que a camomila, em diferentes
formas farmacéuticas, € comumente utilizada como medicamento de primeira
escolha para o tratamento de inflamagbes cutdneas em bebés e crian¢as de tenra
idade, tais como assaduras e crostas da cabeca que se desenvolvem em funcao
da alimentagao com leite (Eldin & Dunford 2001, Volhardt 2000).

Varios estudos tém demonstrado nado sO suas propriedades
antiinflamatérias (Isaac 1979, Jakolev & Isaac 1979, Jakolev et a/ 1983, Glowania
et al 1987, Safayhi et a/ 1994, Gerristein et a/ 1995, Ammon et al 1996), como
também acdes antipépticas (Szelenyi et al 1979), antialérgicas (Miller et al 1996),
antiespasmodicas (Forster et a/ 1980, Mann & Staba 1986), antiflogistica (Bradley
1992); antibacteriana (Aggag & Yousef 1972, Mann & Staba 1986, Molochko &
Lastochkina 1980, Kedzia 1991, Lu et a/ 1998), antifungica (Szalontai et a/ 1976,
Szalontai et al 1977, Ahmed et al 1994), antiviral (Sugunda et al 1983), antitumoral
(Wei et al 1990, Birt et al 1997, Chaumontet et al 1997), antioxidante (Rekka et al
1996) ansioliticas e sedativas (Viola et al 1995, Avalonne et al 1996, Yamada et al
1996), revisado por Newall e colaboradores (1996). Recentemente, extratos de
camomila e de caléndula demonstraram estimular a proliferagéo de linfocitos ap6s
estimulacdo com células alogénicas (Amirghofran et al 2000), efeito este que
poderia ser explorado para a melhoria da resposta imune em pacientes
imunodeprimidos.

Sabe-se que os principais constituintes ativos da Chamomilla recutita (L)
Rauschert sdo os componentes do 6leo essencial como o camazuleno, bisabolol e
seus derivados (Salamon 1992, Viola et a/ 1995), e os flavondides, principalmente
a apigenina e seus glicosideos. O camazuleno tem sido relacionado a
propriedades antiinflamatérias, tendo sito descrita sua interferéncia na sintese de
LTB4 e de outros metabdlitos do acido araquiddnico (Safayhi et al 1994), além de
inibir a peroxidacgao lipidica, possuindo, também, efeitos antioxidantes (Rekka et a/
1996). Propriedades antialérgicas e antiespasmoédicas também ja lhe foram
atribuidas (Mann & Staba 1986).
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O bisabolol e seus derivados compreendem aproximadamente 50% dos
componentes do dleo essencial, e estdo relacionados a propriedades
antiinflamatorias, antibacteriano, antipiréticas e antifungicas (Jakolev & lIsaac
1979, Jakolev et al 1983, Kedzia 1991, Berry 1995, Ammon et al 1996). Ja os
espiroesteres cis- e trans-en-in-dicicloeter apresentam propriedades antialérgicas,
provavelmente por inibirem parcialmente a degranulagdo de mastdcitos (Miller et
al 1996).

Os flavondides apigenina (1) e apigenina-7-O-glucosidio (2) possuem
atividades camminativas, antiespasméddicas (Salamon 1992) e antiinflamatodrias,
esta Ultima demonstrada em edema de pata de rato induzido por carragenina
(Mascolo et al 1988), na diminuicdo da ades&o de leucdcitos ao endotélio e por
inibicdo da sintese de IL-1a, TNF-o e IL-8 (Gerristein et al 1995). Efeito sedativo
da apigenina extraida da camomila foi recentemente descrito e parece ser
resuitante da interacdo deste composto com receptores benzodiazepinicos, onde
inibiu competitivamente o acoplamento do ligante especifico flunitrazepam em
ratos (Viola et al 1995).

apigenina (1)
C1505H10 -PM 270

apigenina-7-O-glucosideo (2)
Cai1H204 — PM 448
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Um aspecto interessante a ser considerado sobre a camomila é que,
embora a literatura seja farta com referéncia as suas diversas atividades
bioldgicas, a maioria dos estudos encontrados relatam essas propriedades
testadas in vivo. Porém, pouco se sabe sobre os mecanismos de acio desta
planta.

Portanto, a possibilidade de se realizar estudos que pudessem revelar a
composigdo quimica basica da camomila produzida localmente e, de alguma
forma, demonstrar a presenga de alguma atividade bioldgica com a possibilidade
de comparada a uma amostra produzida dentro dos padrées recomendados,
tomou esta investigacao particularmente atraente.

Em contraste com a vasta literatura existente para a camomila, para as
plantas Rauvolfia sellowii Muell. Arg., Hybanthus bigibbosus (St.-Hil.) Hassler e
Anchieta pyrifolia (Mart.) G. Don, conhecidas popularmente como pau-pra-tudo,
canela-de-veado e cipé-suma, respectivamente, estudos que pudessem delinear
ou esclarecer aspectos importantes referentes &as suas propriedades
farmacologicas s&o escassos ou mesmo inexistentes. Essas plantas fazem parte
de uma colegdo de quinze espécies que foram selecionadas pelo seu amplo uso
na medicina caseira durante um trabalho etnofarmacobotanico realizado
recentemente com a populagao residente na area da Usina Hidroelétrica de Salto
Caxias, sudoeste paranaense (Silva et al 2003).

Por exemplo, as raizes da canela-de-veado e as folhas do cipd-suma séo
consumidos por pacientes portadores de quadros alérgicos, além de ter-se
registrado o uso deste também como depurativo (Silva et al 2003). J& as cascas
do pau-pra-tudo sdo usadas na regiao pelos individuos diabéticos ou que
necessitam diminuir os niveis séricos de colesterol (Silva et a/ 2003), além de seu
uso como antihipertensivo (Batista et a/ 1995). Estudos recentes realizados em
nossos laboratérios também demonstraram intensa atividade antioxidante de seu
extrato hidroalcodlico (Menezes et al 2002).

Dessa fomma, elas tornaram-se também alvo de nosso interesse,

amparadas nao sé no fato de serem plantas muito usadas na medicina caseira,
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mas e principalmente, porque suas indicagdes de uso estdo, de uma forma ou de
outra, relacionadas a aspectos envolvidos com a resposta inflamatoria.

Este trabalho tem por finalidade descrever os estudos experimentais
utilizados na investigagcdo da atividade antiinflamatéra, particularmente sobre a
quimiotaxia de leucécitos humanos, dos extratos hidroalcdolicos das cascas de
pau-pra-tudo, das raizes e rizomas de canela-de-veado, das folhas de cipé-suma
e dos capitulos florais de duas amostras de camomila, ambas obtidas no comércio
local, mas de origens distintas.

O conjunto desses estudos contribuird para o entendimento das bases
cientificas pelas quais 0 uso de plantas tradicionais em fitoterapia na area da
inflamagao é tao explorado pela populagdo. Some-se ainda sua possivel
contribuicdo para o desenvolvimento de novos medicamentos de origem sintética

e/ou semi-sintética.
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OBJETIVOS

Objetivo Geral

e Investigacdo do efeito dos extratos hidroalcdolicos de plantas

medicinais sobre a atividade migratéria de leucdcitos humanos.

Objetivos especificos

o Padronizagdo da técnica de migragdo leucocitaria em Camara de
Boyden como modelo de ensaio biolégico in vitro, usando a caseina

como substéancia quimioatraente.

e Inibicdo da migragao leucocitaria usando a dexametasona como droga

padréo.

e Avaliagdo do extrato hidroalcdolico dos capitulos florais de camomila
(Chamomilla recutita (L.) Rauschert), das cascas de pau-pra-tudo
(Rauvolfia sellowii Muell. Arg), das raizes de canela-de-veado
(Hybanthus bigibbosus (St.-Hil.) Hassler) e das folhas de cipo-suma
(Anchieta pynfolia (Mart.) G.Don) sobre a atividade migratéria dos

leucocitos in vitro.

e Contribuicdo para a elucidagdo do mecanismo de acido do extrato
hidroalcéolico de camomila (Chamomilla recutita (L.) Rauschert) sobre a
inibicdo quimiotatica de polimorfonucleares humanos estimulados por
caseina — via receptor opidide.
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MATERIAL E METODOS

Os sais e reagentes utilizados neste trabalho sao de procedéncia Merck,
salvo indicagdo contraria. Para as solugdes, utilizou-se agua ultra pura, obtida pelo
sistema Milli Q (Millipore).

As solugOes foram preparadas e em seguida esterilizadas (1) por calor
umido (autoclavagéo a 121°C, 30min, 1atm); (2) por meio de tindalizacado (3 a 6
ciclos de aquecimento a 60°C por 60min, seguido de resfriamento e conservagao
a temperatura ambiente por 24h) ou (3) por fitragdo (0.22um - Acrodisc) e,
posteriormente armazenadas em temperaturas apropriadas para sua conservagao
(T.A., 4 - 8°C ou a —20°C), ao abrigo da luz, conforme indicado.

Os solventes organicos utilizados para a preparagdo dos extratos dos -
farmacos vegetais foram purificados antes do uso (Armarego & Perinn 1996) e os
demais reagentes de grau analitico foram obtidos de fornecedores, com certificado

de garantia do seu grau de pureza.

1. SOLUGCOES

1.1. Meios Liquidos
1.1.1. Solugéo salina tamponada com fosfatos (PBS) (Dacie & Lewis 1995)

A solugcdo tampao foi preparada dissolvendo-se NaH;P04.2H0
(150mmolf), Na;HPO4 (150mmol/f), NaCl (1564 mmol/l), em agua. Apds ajuste do

pH para 7,2 - 7,4 com solugdo de NaOH 1N, procedeu-se a esterilizacdo por
autoclavagéo e armazenamento a 4 - 8°C.
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1.1.2. PBS suplementado (PBSs) (Bock & Mrowietz 2001)

PBS foi suplementado, em condigdes assépticas, na hora do uso, com
albumina soro bovina (BSA) 0,25% (p/v), glucose 0,1% (p/v), CaCl, (0,9mmol/l) e
MgCl, (0,5mmol/l).

1.1.3. Solugdo hemolisante de Gey

Solugdo A: NH4CI (654,20mmol/l), KCI (24,83mmo|/|),' Na;HPO4.H20
(6,53mmolft), KHPO4 (0,88mmol/l), glucose (27,77mmol/l), vermelho de fenol
(0,05g/).

Solugao B: MgCh.6H,0 (2,06mmolll), MgS047H,0 (0,56mmol/l), CaCl,
(3,42mmolfl).

Solugao C: NaHCO3; (26,78mmol/l).

O pH de cada solugao foi ajustado para 7,2 - 7,4 com solugdo de NaOH
1N e os reagentes conservados a 4°C.

Na hora do uso a solugcdo hemolisante foi preparada, em condi¢des
estéreis, na proporcdo de 4:1:1:14 para as solugbes A, B, C e H0,

respectivamente.

1.1.4. Solugdo de caseina a 5 % (p/v) (Siddiqui, et al 1999)

Caseina em p6 foi dissolvida em PBS (50mg/ml) e aquecida a 56°C por
10min. A solugéo foi resfriada rapidamente a 4°C, centrifugada a 1300g por 5min
para remogao de particulas insoluveis, aliquotada e armazenada a —20°C, sendo

descongelada apenas na hora do uso.

1.2. Meios semi-sdlidos

Carboximetilcelulose (CMC - Synth) e hidroxietilcelulose (HEC - Aqualon),
ambos a 2% (p/v), foram dissolvidos em PBSs sem albumina e aquecidos a 37°C

sob constante agitacdo. Apds total dissolugdo, as solugdes foram deixadas a T.A.
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para gelificacdo. Apds tindalizacdo, a esterilidade das solugdes foi comprovada
pela auséncia de turvacéo ou crescimento de microorganismos apés incubacgéo a
37°C, por 48h.

2. OBTENGAO DE LEUCOCITOS HUMANOS

Cinco a quinze mililitros de sangue periférico de voluntarios sadios ou com
alteracbes hematolégicas indicativas de infecgdo (neutrofilia, desvio nuclear a
esquerda, presenga de granulagdes téxicas e corpusculos de Déhle) colhidos com
EDTA-K; (Vacutainer) ou heparina (Liguemine, Roche 500 Ul/ml), foram usados
como fonte de leucécitos humanos. As amostras foram colhidas apés
consentimento livre e esclarecido (anexo ), aprovado pela Comissdo de Etica
Médica do Hospital Geral de Curitiba (HGeC) (anexo ll) e ratificado pelo Comité de
Etica do Hospital das Clinicas (HC) da Universidade Federal do Parana (anexo Ili).

3. ENRIQUECIMENTO E ISOLAMENTO DE LEUCOCITOS HUMANOS
3.1. Sedimentagao espontdnea a T.A.

Sangue anticoagulado foi deixado em repouso por 2h a T.A. A camada
celular superior, rica em leucécitos, foi transferida para tubo cénico contendo 50ml
de solugao lisante (seg¢ao 1.1.3). ApGs homogeneizagao, a amostra foi submetida
a rotacao continua por 8min a T.A., centrifugada (5min/800g) e o sobrenadante
desprezado. Os leucécitos foram submetidos & lavagem com PBS
(5min/800g/T .A.), seguida da sua ressuspensdo em PBSs.
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3.2. Centrifugagao

Sangue anticoagulado foi centrifugado por 25min/800g. A porgao
intermediaria, rica em leucocitos, foi transferida para um tubo cénico contendo
50ml de solugdo lisante e os leucdcitos recuperados como descrito no item

anterior.

3.3. Macromoléculas (Testa & Molineux 1993)

CMC e HEC, na concentragao final de 0,1% (p/v), foram adicionados a
fragcbes de sangue periférico anticoagulado. Apés homogeneizagcao, as amostras
ficaram em repouso, a T.A., por 45min. A fragao superior, rica em leucdcitos, foi,
entdo, transferida para tubo conico contendo 50ml de solugido hemolisante e os

leucécitos recuperados como ja descrito.

4. VIABILIDADE E CITOTOXICIDADE CELULARES

A viabilidade dos leucécitos foi testada apds cada processo de
isolamento, assim como para avaliagdo de eventuais efeitos citotoxicos dos
reagentes utilizados. Para tanto, usou-se o teste com azul de tripano, o qual
baseia-se na habilidade que a membrana plasmatica de células viaveis (vivas)
possui de excluir o corante (Merchant et al 1964). Dessa forma, leucécitos
isolados como descrito no item 3. foram diluidos em solugcéo a 0,4% (p/v) de azul
de tripano em PBS e sua viabilidade observada ao microscépio de luz, com auxilio
da camara de Neubauer. Somente amostras contendo >95% de células viaveis

foram utilizadas nos experimentos.

5. CONTAGEM DE LEUCOCITOS

A contagem total inicial de leucécitos foi realizada em contator
automatizado CellDyn 3200 Abbot e sua diferencial foi realizada em extensodes
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sanglineas coradas por May-Grinwald-Giemsa (Dacie & Lewis 1995). Apés
enriquecimento, a suspensdo de leucécitos foi enumerada em Camara de
Neubauer tendo sido diluida em solugé&o a 3% (v/v) de acido acético glacial. Os

leucécitos foram, entdo, ajustados para 10°células/ml.

6. POLARIZAGAO LEUCOCITARIA

O ensaio de polariza¢do foi realizado com leucécitos obtidos de doadores
sadios usando-se técnica semelhante a descrita por Haston e colaboradores
(Haston & Wilkinson 1988). A morfologia celular de uma suspensdo a 10°
leucécitos/ml em PBSs enriquecido com 10% (v/v) de soro fetal bovino (SBF) foi
observada imediatamente (t = Omin) e apéds incubagao a 37°C, por 30 minutos
(t = 30min), para os tubos controle (sem caseina) e teste (na presencga de
caseina).

Anteriormente a visualizagdo microscopica, as células foram fixadas em
glutaraldeido (Sigma) a 2,5% (v/v) em PBS, por 5min, a 37°C. Em seguida, as
células foram lavadas e ressuspensas em PBSs. O efeito da polarizacao induzida
pela caseina foi observado em microscépio Olympus CBX40 e registrado
fotograficamente com o auxilio do Programa Image-Pro Plus 3.0.

7. MIGRAGAO LEUCOCITARIA IN VITRO

A locomocgéo dos leucocitos em direcdo a caseina (quimiotaxia positiva)
foi observada em Camaras de Boyden (Lee et al 1999, Wilkinson & Haston 1988).
Para isto, 200ul de concentragdes crescentes (0-5%) de caseina (p/v) preparadas
como descrito no item 1.1.4. foram adicionadas ao compartimento inferior das
camaras.

Filtros de policarbonato isentos de polivinilpirrolidona (Nuclepore;
Neuroprobe), com poros de S5um de didmetro, foram usados para separar 0s

compartimentos superior e inferior. Os compartimentos superiores foram
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preenchidos com 200u! de suspenséao de leucécitos a 10%ml. As camaras foram,
entdo, incubadas a 37°C por 90min e o numero de leucdcitos que migraram
ativamente para o compartimento inferior foram transferidos e contados com o
auxilio de um hemocitdmetro. Em alguns experimentos, esse tempo de incubacgao
variou entre 30 e 120 minutos.

O monitoramento do movimento espontaneo dos leucécitos (controle), foi
realizado de forma similar ao teste de quimiotaxia, porém com adigdo de PBSs no
compartimento inferior da cdmara.

8. CERTIFICAGCAO DE MIGRAGCAO LEUCOCITARIA

Este ensaio foi realizado em trés etapas (Tabela 2). Na primeira etapa, os
leucécitos foram expostos a concentragbes iguais de quimioatraente nos
compartimentos superior e inferior da camara de Boyden (1). Na segunda, os
leucdcitos foram submetidos a um gradiente positivo (2), onde solugdes de
caseina foram adicionadas em ambos os compartimentos das camaras, porém
com concentragdes maiores nos compartimentos inferiores em relagdo aos
superiores. Na dUltima etapa, estabeleceu-se um gradiente negativo (3),
adicionando-se maiores concentragdes de caseina nos compartimentos superiores
das camaras. Apds incubagdo por 90min & 37°C, o nimero de leucdcitos que
migrou para os compartimentos inferiores das cadmaras de Boyden foi avaliado em

hemocitémetro.
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Tabela 2. Teste de certificagdo de migragao para neutrofilos
em diferentes concentragdes e gradientes de caseina.

Caseina % (p/v)

Comp. Superior ‘Comp. Inferior
0 0,01 0,05 0,1 0,5
0 (1) ) ) %) 2
0,01 (3) (1 @) 2) )
0,05 3 (3 (1) @) 2
0,1 3) 3) ) (1) )
0,5 (€)) (3 () 3) (1M

(1) auséncia de gradiente (2) gradientes positivos (3) gradientes negativos

9. INIBICAO DA QUIMIOTAXIA LEUCOCITARIA INDUZIDA POR CASEINA

Em alguns experimentos, 0s leucocitos foram pré-tratados por 30 minutos
com varias concentragdes (0,1 a 10%ug/ml) dos extratos de plantas ou com fosfato
dissodico de dexametasona (DEXA) (Decadron-Prodome), de 107 a 102 M. E por
10 minutos com cloridrato de naloxona 0,4mg/ml (Narcan-Pr); 107M e sulfato de
morfina 10mg/ml (Dimorf®-Cristalia), a 107"M, a 37°C, isolados ou em combinacgao.
Em seguida, foram lavados (800g/5min), ressuspensos em PBSs e submetidos ao
ensaio de quimiotaxia (item 7).

10. EXTRATOS DE PLANTAS
10.1. Material botdnico e preparagao dos extratos

As espécies medicinais usadas neste trabalho foram coletadas entre os
meses de fevereiro e dezembro de 1998, na area onde situa-se a atual represa da
usina de Salto Caxias (PR). Apds serem identificadas e classificadas de acordo
com o Cddigo Intemmacional de Nomenclatura Botanica (McNeill, et al 2000),
exemplares de cada uma foram depositados no herbario do Departamento de

Botanica da UFPR, como a seguir: cascas de Rauvolfia sellowii (Muller. Arg.) —
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Apocynaceae (pau-pra-tudo), registro 42.384; raizes de Hybanthus bigibbosus
(St.-Hil.) Hassler-Violaceae (canela-de-veado), registro 42.366 e folhas de
Anchieta pyriifolia (Mart.) G. Don - Violaceae (cipd-suma), sob registro 42.427.

Capitulos florais de Chamomilla recutita (L.) Rauschert - Asteraceae
(camomila), de procedéncia nacional e importada (egipcia) adquiridos no comércio
de Curtiba, foram submetidos a analise farmacogndstica recomendada pela
Farmacopéia Brasileira IV (Farmacopéia 1996), e ambas as amostras depositadas
no Laboratério de Farmacognosia do Departamento de Farmacia da UFPR.

A extragdo do material botanico seco pulverizado (50g) foi feita por
maceragdo com solugdo de EtOH 20% (200ml) por 48h. Os extratos foram
filtrados, levados a secura por evaporagdo em banho-maria & 37°C, ressuspensos
em PBS (20ml), esterilizados por filtragao, aliquotados e mantidos a -20°C.

10.2. Abordagem fitoquimica

A abordagem fitoquimica classica realizada para todas as plantas
estudadas baseou-se em ensaios descritos por Matos 1988, e envolveu:

10.2.1. Pesquisa de flavondides

Cerca de 2g das drogas em po foram levadas a fervura em solucdo de
EtOH a 70% (v/v). Apos serem filtradas, foram testadas para a presenga de
flavondides usando-se a reagao de Shinoda e a complexagao com AICls.

e Reacdo de Shinoda: ao extrato alcodlico foram adicionados

fragmentos de magnésio metalico e, vagarosamente pelas paredes do

tubo de ensaio, foi vertido HCI conc. (2ml). A positividade da reacio

(formagao de cianidina) foi monitorada entre 15min e 24h apds a reac¢ao,

através do aparecimento de coloragao vermeiha no tubo reator.

e Reacdo com AIClz areas distintas de papel de filtro foram

umedecidas (1) somente com gotas de extrato alcodlico, (2) gotas de

extrato alcodlico juntamente com gotas de solugio de AICls a 5% (p/v), (3)
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somente gotas de solucao de AlCl; a 5% (p/v), e observadas sob luz ultra-
violeta (366nm). A positividade da reacgao foi caracterizada pelo
desenvolvimento de fluorescéncia na area umedecida com extrato
alcodlico e solugcao de AICI; a 5% (p/v), desprezando-se a fluorescéncia
intrinseca do extrato alcodlico.

10.2.2. Pesquisa de alcalbides

Cerca de 2g das drogas em p6 foram levadas a fervura com solugéo de
H2S04 (20ml) a 1% (v/v). Os filtrados foram alcalinizados (pH 9-10) com solugao
de amonia diluida (Farmacopéia 1959). A extracdo dos alcaldides foi feita com
CHCIs. A fragao cloroférmica foi transferida para uma capsula de porcelana e o
solvente evaporado em banho-maria (50°C). Ao residuo, adicionou-se solugido de
H2S04a 1% (5ml) e procedeu-se as reagdes de caracterizagdo de alcaldides com
os reagentes de Dragendorff, Mayer, Bertrand e Bouchardart. A positividade das

reacdes foi caracterizada pela formagao de precipitado caracteristico.

10.2.3. Pesquisa de glicosideos antraquindnicos

Cerca de 2g das drogas em pd foram levadas & fervura em solucdo a 25%
de etanol (v/v) por 2min. Os filtrados foram acidificados (pH 4,0) com solugéo de
H2S04 a 5% (v/v), aquecidos e levemente resfriados. Para a extragdo, adicionou-
se CHCI; e agitou-se cautelosamente. A camada organica foi transferida para um
tubo de ensaio ao qual adicionou-se igual volume de amdnia diluida. Apéds forte
agitacdo, a mistura foi deixada em repouso e a presenga de glicosideos
antraquindnicos confirmada pela formagao de croméforo avermelhado na camada

aquosa.
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10.2.4. Pesquisa de taninos

Cerca de 2g das drogas em p6 foram levadas a fervura em agua destilada
(10ml) por aproximadamente 3min. Ao filtrado, adicionou-se quantidade suficiente
de agua destilada para 20ml. As aliquotas (5ml) do extrato hidroalcolico
resultante, adicionou-se (1) gotas de solugao de gelatina a 2% (v/v), (2) gotas de
solucdo a 5% de cloridrato de quinina, (3) gotas de solugdo a 10% (v/v) de
Pb(AcO),, (4), gotas de solugao a 4% de Cu(AcQ), e (5) gotas de solugido a 10%
de FeCls. A positividade dessas reagbes foi evidenciada pela presenga de
turvacao e/ou precipitacao e, na reagdo com FeCls, pela precipitacdo azul para

taninos hidrolisaveis, ou verde, para taninos condensados.

10.2.5. Pesquisa de saponinas

Cerca de 2g das drogas em pd, em agua deionizada (10mil), foram
submetidas a agitagao vigorosa por 15s. Em seguida, os tubos de ensaio foram
deixados em repouso a T.A. e observou-se a positividade da reac3o através da

formacéao de espuma persistente por, pelo menos, 15min.

10.2.6. Pesquisa de glicosidios cardiotbnicos

Cerca de 2g das drogas em p6 foram levadas a fervura em solugéo de
EtOH a 70% (v/v) por aproximadamente 2min. Aos extratos alcodlicos, foram
adicionados agua destilada (10ml) e solu¢do de Pb(AcO), a 10% (v/v) (0,2ml)
para precipitagcdo de proteinas e taninos. Apds forte agitagcao e breve repouso, as
amostras foram filtradas e adicionadas de CHCL (8ml). Para extracdo dos
glicosidios, a camada cloroférmica foi distribuida em duas capsulas e os extratos
cloroférmicos levados a secura em banho-maria. A seguir, procedeu-se:

e Reacao de Keller-Killiani: adicionou-se o reativo de Keller (AcOH

glacial/ solu¢ao a 5% de FeCls) e apds homogeneizacdo, a mistura foi

vertida lentamente para um tubo de ensaio contendo reativo de Killiani
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(H2S04 conc.). A positividade da reagao foi evidenciada pela formacao de
anel castanho avermelhado na zona de contato entre as fases.

e Reacdo de Pesez: adicionou-se gotas de H3PQO4 conc. e a mistura
homogeneizada foi observada sob luz ultravioleta. A formagdo de um
precipitado amarelo-esverdeado fluorescente demonstra a presenca de

glicosideos cardiotdnicos.

10.3. Obtengéo do oleo essencial
O ¢leo essencial de capitulos florais das espécies de camomila foi obtido

por hidrodestilagdo em aparelho de Clevenger para esséncias menos densas do

que a agua.

10.4. Anélise cromatogréfica

As andlises cromatograficas foram realizadas em cromatografo gasoso
modelo HP 6890 acoplado & espectrometria de massa (CG-EM) com coluna
capilar 5% fenil / 95% metilsiloxano (HP-5MS) e Hélio (He) como gas de arraste,
num fluxo de 1ml/minuto. O fomo atingiu a temperatura de 40-250°C, sendo a taxa
de aquecimento de 4°C/min. O dleo essencial (100pl) foi diluido em EtOH P.A.
(900pl) e injetado 1ul de amostra na razao de Spilit 100:1.

4. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados estao apresentados como média + 1 erro padrdo da média
(EPM) quando n > 3 e + 1 desvio padrao (DP) quando n = 2. Para andlise
estatistica dos resultados foram usados os testes ANOVA — Tukey HSD - a = 0,05,
ANOVA - LSD - a = 0,05, analise de regressado binomial e teste { de Student,

quando indicado.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A resposta inflamatéria envolve vérias etapas com o objetivo maior de
recrutar populagdes celulares distintas, capazes de eliminar 0 agente causal, com
concomitante reparo do tecido lesado. Quando este processo torna-se
exacerbado, ultrapassando os seus efeitos salutares, ha a necessidade de se usar
agentes que interfiram em uma ou mais dessas etapas.

Muitas plantas tém sido utilizadas na medicina tradicional ndao s6 pela sua
eficiéncia em atenuar ou mesmo eliminar os efeitos indesejaveis da resposta
inflamatéria, mas também pela facilidade de acesso e, principalmente, pelo seu
baixo custo. Neste trabalho em particular, investigou-se o potencial das plantas
popularmente conhecidas como camomila, pau-pra-tudo, canela-de-veado e cipé-
suma em interferir no recrutamento de fagécitos, etapa fundamental da resposta
inflamatéria, usando-se 0 método de Boyden como modelo experimental.

Para tanto, foram utilizadas populagdes distintas de leucécitos humanos. A
primeira foi proveniente de individuos sadios, que concordaram em participar
deste projeto como voluntarios (grupo [) e a outra, de pacientes ambulatoriais que
procuraram o Servigo de Analises Clinicas do Hospital Geral de Curitiba para a
realizagdo de hemogramas, requisitados em fungdo de uma clinica compativel
com um estado infeccioso e/ou inflamatério (grupo Il).

As alteracbes quantitativas e qualitativas dos leucécitos usadas para definir
os grupos | e |l estdo resumidas na Tabela 3, e consistiram, para o grupo |, do
numero total de leucécitos/| de sangue total e da percentagem de mononucleares
e granulécitos dentro dos valores de referéncia para uma popula¢gao normal (Miale
1982). Para pertencer ao grupo ll, os pré-requisitos foram a presenga de
leucocitose acompanhada de neutrofilia, com ou sem a presenca de desvio
nuclear a esquerda (bastonetes) associadas ou néo a presenca de granulagao
toxica ou vacuolizacdo do citoplasma ou corpusculos de Doéhle nos PMN
(neutréfilos toxicos) (Lee et al 1999).
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Tabela 3. Caracteristicas laboratoriais das amostras sanglineas das
populagdes utilizadas no estudo de migragao leucocitana.

Leucécito | MNC | PMN | DNE | GT | VC CD
GRUPO s %) | (%)
(x10°/1)

40-80 | =30 | <70 - - - -

i >10,0 <10 | >90 +/- +/- +/- +/-

Grupo |: voluntarios sadios; Grupo Il: pacientes com caracteristicas de infecgéo;
MNC: células mononucleares; PMN: polimorfonucleares; DNE: desvio nuclear a
esquerda; GT: granulagbes toxicas; VC: vacuolizagdo citoplasmatica; CD:
corpusculos de Déhle.

Obtencao e isolamento de leucdcitos humanos

Com o objetivo de obter-se leucécitos com morfologia esférica (nao
estimulados) e livres de contaminantes, importantes para os ensaios que avaliam
o comportamento locomotor, as amostras de sangue periférico colhidas em EDTA-
Ks ou heparina (item 2) foram submetidas a trés métodos de enriquecimento:
sedimentagcdo espontanea, centrifugagdo ou misturadas com solugdes de
macromoléculas (item 3). Apds concentragdo na parte superior do tubo, a camada
de leucocitos foi removida e submetida a lise osmética com solugéo de Gey (item
1.1.3) para eliminagéo de eritrécitos contaminantes. Em seguida, a morfologia e a
viabilidade dos leucdcitos foram observadas sob microscopia comum, apos sua
ressuspensao em solucao de azul de tripano (item 4).

Quando comparados, o método de centrifugacao foi 0 que apresentou uma
quantidade de leucdcitos esféricos bastante superior em relacdo aos demais, com
presenca de leucdcitos viaveis (incolores), esféricos, e refringentes (Figura 6/A)
superior a 95% apés tratamento com azul de tripano, em contraste com os
danificados ou mortos, que apresentavam-se parcial ou totalmente corados em
azul (Figura 6/B). Dessa forma, o método de centrifugacdo foi o eleito para se

38



obter uma populagdo de leucécitos predominantemente nao ativados para todos
os estudos subsequentes constantes neste trabalho.

Figura 6. Morfologia e viabilidade celulares. (A) Polimorfonucleares (PMN)
obtidos de sangue periférico (item 2) ressuspensos em tampdo PBS suplementado
(item 1.1.2) foram transferidos para um hemocitdmetro e sua morfologia observada
sob microscopia de luz. (B) A percentagem de células viaveis foi avaliada através
da diluigdo dos PMN em solugdo de azul de tripano a 0,4% (item 4) e transferidos
para um hemocitdmetro. Apés 3-5 minutos, a preparagdo foi examinada sob
microscopia de luz e as células viaveis (sefas brancas) distinguidas das nao vidveis
(setas pretas).

Polarizagdo leucocitaria

Os neutréfilos formam a primeira linha de defesa do hospedeiro, sendo as
primeiras células a chegar nas éareas de lesdo. Ai, desempenham inimeras
fungdes com a finalidade de eliminar o agente agressor. A locomogao por si s6
envolve uma série de fases como previamente revisto na introducdo desta
dissertacdo, incluindo alteragbes das propriedades de adesividade, de forma e de
arientacéo da célula em estudo.
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Quaindo em prasenga de uim agente estimulante, a polaridade morfoldgica,
ou a alteragdo da forma, sdo respostas imediatas das células que se encontram
em suspensao, e independem da sua adesdo a um substrato. H4 uma série de
ensaios que permitem observar essas alteracdes, 0s quais devem ser usados
preliminamrmente ao se questionar as habilidades locomotoras de uma substancia.
Estes, quando positivos, constituem o primeiro indicio experimental para o
reconhecimento do potencial quimiotatico de uma substancia (Wilkinson 1998).

Com a finalidade de investigar a capacidade da caseina em induzir
alteragcdes no comportamento locomotor de leucdcitos humanos, realizou-se o
ensaio de polarizagdo, usando metodologia semelhante a descrita por outros
autores (Zigmond 1977, Zigmond 1978, Wilkinson 1988b, Wilkinson 1996), onde a
morfologia de leucécitos em solugdo de PBSs, obtidos de voluntarios sadios, foi
observada imediatamente (t = Omin) e apds 30 minutos de incubacgao (t = 30min),
na presenca e auséncia de caseina (item 6).

Como demonstrado na Figura 7, a morfologia esférica inicial das células em
suspensao (Figura 7/A) foi imediatamente alterada pela presenca de caseina
(Figura 7/B). Essa morfologia irregular acentuou-se ainda mais ao final dos 30
minutos de incubagao a 37°C, em contraste com a populacdo ndo tratada (Figura
7/C), a qual permaneceu predominantemente esférica. O efeito polarizador da
caseina pode ser observado com clareza pela formagdo de projecdes
citoplasmaticas agudas, lembrando pseuddépodos, levando a morfologia
caracteristica, com alongamento da célula na forma cabec¢a-cauda (Figura 7/D).

Esses resultados demonstraram que a caseina utilizada teve a habilidade
de polarizar a maioria dos leucécitos humanos testados em suspenséo, sugerindo
comportamento similar ao descrito para outras substancias quimiotaticas (Haston
& Wilkinson 1988). Além disso, tomou factivel seu uso para testes de quimiotaxia

in vitro.
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t=30min (sem caseina) t = 30min (caseina 0,1%)

Figura 7. Polarizagdo leucocitdria induzida por caseina. As fotomicrografias
mostram leucdcitos humanos fixados em glutaraldeido apés serem ressuspensos
em PBSs suplementado com 10% de soro bovino fetal (A) e em presenca de
caseina 0,1% (B). Ap6s 30 minutos de incubacdo a 37°C, polarizagdo celular na
forma de projegSes citoplasmaticas pode ser observada na populacdo tratada com
caseina (D), contrastando-se a forma alongada com a original, esférica, da
populagdo incubada na auséncia de caseina (C).

Migracao leucocitaria

O deslocamento dos leucécitos da circulagdo para os tecidos € um passo
essencial em todos os tipos de resposta inflamatéria. Estudos de locomogéo
revelam que tanto neutréfilos como eosindfilos, basofilos e fagocitos
mononucleares exibem migragdo direcional sob influéncia de agentes
quimiotaticos, embora seja necessario um gradiente de concentragcdo para que
ocorra a migracao (Lee et al 1999).
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Tendo a caseina induzido polarizacdo e baseando-se em seus efeitos
amplamente conhecidos sobre a atividade locomotora de leucdcitos,
particularmente os de humanos (Zigmond 1977, Wilkinson 1979, Solymossy et al
1986, Wilkinson 1988a, Wilkinson 1998, Wang et al 2001), prosseguiu-se na
investigacdo do seu potencial quimiotatico com a finalidade de estabelecer
condi¢cbes otimizadas para um ensaio de migracdo que pudesse mimetizar, in
vitro, o recrutamento de leucdcitos observado durante processos inflamatorios.

Com este objetivo, utilizou-se a camara de Boyden como modelo
experimental. Neste ensaio, avalia-se a habilidade das células em migrar
ativamente, através de filtros de natureza e espessura variaveis, mas porosidade
inferior ao didmetro celular, por um periodo de tempo pré-estabelecido, em
resposta a gradientes de concentragdo da substancia quimiotatica de interesse. As
células migradas para dentro do filtro ou para o compartimento inferior do sistema
sdo enumeradas e este valor € comparado aquele onde houve migragao na
auséncia de gradiente (controle), levando a determinagdo da atividade
quimiotatica (Boyden 1962).

Em nossos experimentos, filtros de policarbonato de 12um de espessura e
contendo poros de 5um de didmetro foram utilizados para separar os dois
compartimentos da camara. Necessario se faz ressaltar que, com a espessura
desses filtros, as células ndo migram para dentro dele, como ocorre com filtros de
éster de celulose, mas passam através de seus poros, sendo recuperadas no
compartimento inferior do sistema. Suspensao de leucocitos humanos dos grupos
| (sadios) e !} (infeccioso) foram adicionadas ao compartimento superior, enquanto
concentragdes crescentes de caseina (0,01 a 5%, p/v) preencheram o
compartimento inferior, com a finalidade de se determinar a concentragéo ideal
desta para induzir maxima migracgao.

O efeito da caseina no recrutamento de leucécitos humanos apresentou
uma relacdo dose-dependente direta e significativa para os grupos testados até a
concentracdo de 1 e 25% para os grupos | e ll, respectivamente quando
comparados as populagdes estudadas na auséncia de caseina. Este perfil de

resposta foi semelhante ao descrito por outros autores (Gattegno et a/ 1988, Fiat
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et al 1991) e, embora similar para os grupos testados, a intensidade das respostas
foi marcadamente diferente. Para o grupo I, aumento significativo na migrap%o
ocorreu a partir da concentragao de 0,5% de caseina, enquanto que, para o grupo
I, esse efeito iniciou-se numa concentragdo dez vezes menor, ou seja, a 0,05%
(p<0,001;n=2-7).

1,50E+06

1,25E+06

1,00E+08

7.50E+05

células migradas/mi!

5.00E+05

2,50E+05

0,00E+00 +

0 0,01 0,05 0.1 05 1 25 5

% caseina (plv)

Figura 8. Migragdo de PMN induzida por caseina. Leucdcitos obtidos de doadores
sadiosll e de portadores de neutrofiliall foram estimulados a migrar frente a diferentes
concentragdes de caseina, por 90 minutos, a 37°C, usando camara de Boyden. As

colunas representam o nimero de PMN migrados/ml (n=2 ~7; * p < 0,001 — ANOVA -
Tukey).

E provavel que as diferentes respostas observadas para essas duas
populagdes estejam relacionadas & origem das células ensaiadas. Enquanto os
leucécitos do grupo | eram provenientes de voluntarios sadios, os do grupo I

pertenciam a uma populagdo heterogénea de pacientes, cujo hemograma era
indicativo de um estado infeccioso (Tabela 3).



Sabe-se que durante um processo inflamatério, muitos mediadores
quimicos sao produzidos e que, muitos deles, tém a funcdo de estimular a
quimiotaxia leucocitéria (Cotran et al 1994). Portanto, € possivel que, para as
células do grupo Il, a presenga de um estado inflamatdrio prévio tenha
influenciado o seu comportamento in vitro, tormando-as mais prontamente
responsivas ao estimulo quimiotatico.

Nesse contexto, varios estudos tém demonstrado que leucécitos
respondem de formas diferentes a estimulos quimiotaticos, dependendo de
estarem ou n&o sensibilizados e/ou ativados pela presengca de citocinas
inflamatérias (Shalaby et a/ 1985, Ozaki et al 1987, Nathan 1989) ou outras
substancias (Lomas et al 1991). Por exemplo, Hill e colegas relataram que
neutréfilos de pacientes com infec¢des estreptocécicas de pele (Hill et al 1974Db),
assim como os de pacientes jovens portadores de infecgdes bacterianas
sistémicas (Hill et al 1974a) apresentaram aumento da locomogao in vitro.
Semelhante efeito foi também observado para leucdcitos provenientes de
pacientes com infecgbes por Mycoplasma pneumoniae (Martin et al 1973) e
daqueles de pacientes apresentando pirexia e leucocitose, porém sem DNE,
devido a infecgdes piogénicas severas (Krukowiski 1978).

Por outro lado, é possivel que essa diferengca de respostas entre os
grupos estudados esteja associada, também, a um nivel minimo de concentragéo
de quimioatraente necessario para desencadear o mecanismo quimiotatico para
células estaticas, como as presentes no grupo |. Ou seja, neste grupo observa-se
que a resposta quimiotatica é muito semelhante para as concentragdes entre 0,01
e 0,1%, e inferior quando comparada as obtidas nas concentracdes > 0,5% de
caseina.

Ainda com referéncia ao efeito quimiotatico induzido pela caseina sobre
leucdcitos humanos em nossos estudos, ha outros dois aspectos interessantes
que devem ser destacados. O primeiro relaciona-se ao perfii da curva dose-
resposta obtida,-a qual demonstrou um aspecto em forma de sino. Este tem sido
descrito como caracteristico para as quimiocinas, quando submetidas a ensaios
semelhantes, as quais interagem com receptores associados ao complexo
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proteina G numa relagdo dose-dependente direta, seguida da diminuicdo do efeito
na presenca de concentragdes elevadas do ligante (Schall 1994).

A queda de resposta em concentracdes supra-6timas de quimiocinas tem
sido justificada pelo processo de dessensibilizacdo de receptores, os quais, apds
ativagao repetida, tornam-se refratarios a novos estimulos, num fendmeno
conhecido como dessensibilizacdo homobloga (insensivel ao mesmo ligante que
induziu o estimulo) ou dessensibilizacdo heterdloga (insensivel a outros ligantes
que utilizam o mesmo receptor) (Savarese & Fraser 1992, Foxman et a/ 1997,
Baggiolini 1998).

De acordo com nossos resultados, é possivel que a caseina possa ter
induzido quimiotaxia nos leucécitos humanos de forma semelhante ao proposto
para as quimiocinas, ligando-se a receptores metabotrépicos disponiveis na
superficie dos leucécitos, até sua saturacdo, quando tornaram-se, entdo,
insensiveis a novos gradientes de quimioatracdo. O uso de uma substancia que,
especificamente, bloqueie uma ou mais interacdes do complexo proteina G com a
caseina, como por exemplo a toxina pertussis (Bokoch 1995), poderia ser util no
esclarecimento desta hip6tese.

O segundo aspecto importante € com relacdo a populagao celular
recuperada nos compartimentos inferiores da camara de Boyden apoés
quimiotaxia.  Citocentrifugados desse material mostraram a presenca
predominante (>95%) de granulécitos em relagcdo a populacéo inicial (Figura 9),
constituida por um nimero variavel de eosinéfilos, baséfilos, mondcitos, linfécitos
e, principalmente, PMN.

Embora a caseina tenha a habilidade de induzir quimiotaxia tanto em
PMN como em monécitos (Wilkinson 1988a, Wilkinson 1996, Wilkinson 1998), a
auséncia desses deve-se, provaveimente, a um impedimento fisico para sua
migragao, uma vez que os filtros de policarbonato utilizados possuem porosidade
de 5um, muito inferior ao seu diametro (12-20um) (Lee ef a/ 1999). Além disso, €
possivel que, para monécitos, concentracdes superiores de caseina sejam
necessarias para promover efeito semelhante ao causado em PMN, como descrito
para o peptideo AMLP (Wilkinson 1988a).
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Camara Superior (leucdcitos humanos)
Granulécitos
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Camara Inferior (granulécitos)

C

Figura 9. Caseina induz preferencialmente a migragdo de granulécitos. Camaras
de Boyden (A) contendo leucécitos humanos em suspens&o em seu compartimento
superior (B) e solugdo de caseina a 1% no inferior (C), foram incubadas a 37°C por
90 minutos. Citocentrifugados preparados das células recuperadas no compartimento
inferior demonstraram a presenca predominantemente de granulécitos (>95%),
guando comparadas com a populagdo inicial, constituida por granulécitos, mondcitos
e linfécitos.

Por outro lado, a presenca de receptores para caseina foi descrita
somente na superficie de PMN e monécitos (Lewis & Van Epps 1983), mas nao
em linfocitos, justificando a auséncia deste tipo celular em nossos achados
citolégicos.

Paralelamente aos ensaios para estabelecer a concentracdo ideal de
caseina para as nossas condicdes experimentais, diferentes periodos de
incubacdo foram avaliados com a finalidade de estabelecer o tempo minimo
necessario para obter-se 0 maximo de efeito migratério. Para tanto, leucécitos dos
grupos | e Il (10%/ml) foram adicionados ao compartimento superior das camaras e
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induzidos a migrar contra um gradiente de 0,5% de caseina por 30, 60, 90 e 120
minutos.

Conforme demonstrado na Figura 10, um nimero maximo de células foi
recuperado no compartimento inferior da cdmara para ambas as populagdes
testadas apés 90 minutos de incubagdo (>70 e 90% do indculo para os grupos | e
I, respectivamente), o qual permaneceu inalterado mesmo aos 120 minutos.
Porém, este nimero foi mais expressivo para as populagbes -celulares
provenientes do grupo ll. Esses resultados vém ndo s6 confirmar os resultados
previamente relatados neste trabalho, mas também refor¢ar a hipotese de que um
estado de ativacdo prévio dessa populagdo parece tornar a resposta migratéria
induzida pela caseina mais eficiente, pelo menos in vitro.

1,50E+06 ;
1,256+06
1,00E+08 +
7.50E+05

5,00E+05 +

namero de células migradas/ml

2.50E+05 +

0,00E+00 -+

tempo (minutos)

Figura 10. Tempo de migragcdao de PMN induzida por caseina. Leucdcitos obtidos de
doadores sadios B e de portadores de neutrofiia @ foram estimulados a migrar em
camara de Boyden, frente a 0,6% de caseina em diferentes tempos de incubagéo, a
37°C. As linhas representam o nimero de PMN migrados/ml (n=2, * p < 0,01 — Andlise de
regresséo binominal).
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Certificagao de migragao

Muitas vezes é impossivel distinguir, in vitro, se uma substancia pode
induzir, em uma determinada populagdo celular, quimiocinese (aumento da
velocidade de movimentagao), quimiotaxia (movimentacao direcional) ou, o que &
mais provavel, a combinagdo de ambas. Com os experimentos anteriores, foi
possivel observar que a caseina interferiu, de algum modo, sobre o sistema
locomotor dos leucécitos testados, pois induziu tanto polarizagdo como migragao
celular.

Porém, esses ensaios refletem a agao locomotora de células estimuladas,
neste caso pela caseina, nao permitindo diferenciar entre uma migragao direcional
(quimiotaxia) e um movimento acelerado (quimiocinese). Essa distingao pode ser
feita quando utilizam-se testes de certificagcdo da migragdo, como o proposto
originalimente por Zigmond. Nesse ensaio, filtros de éster de celulose sao
utilizados para separar os dois compartimentos da camara. Uma suspensao de
células adicionada ao compartimento superior é exposta tanto a concentracdes
equimolares (auséncia de gradiente) quanto a concentracdes crescentes de
quimioatraente, gerando gradientes de concentragdo ora positivos, ora negativos
entre os compartimentos (Zigmond 1988). Os efeitos quimiotaticos e/ou
quimiocinéticos sdo, entdo, medidos pelo perfil da quantidade de células que
migram para dentro do filtro separador em dire¢ao aos gradientes e pela distancia
por elas percorrida (Zigmond 1988).

Com o objetivo de evidenciar e confirmar os efeitos quimiocinéticos e
quimiotaticos da caseina sobre a atividade locomotora dos leucocitos humanos,
procedeu-se ao ensaio de certificacdo. Porém, introduziu-se duas modificagées no
método original proposto. A primeira, foi a utilizacdo de filtros de policarbonato
com 12um de espessura em substituicio aos filtros de éster de celulose que
possuem 150um de espessura. A segunda foi a de que 0 numero de células
recuperacias no compartimento inferior das camaras foi usado para avaliar o perfil
cinético das respostas, uma vez que o diametro dos PMN (10-15um) permite sua

passagem ativa pelos filtros de policarbonato.
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Para tanto, leucécitos humanos (10%/ml) foram ressuspensos ou em PBSs
(controle) ou em PBSs contendo diferentes concentragdes de caseina
imediatamente antes de serem transferidos para o compartimento superior da
camara de Boyden e serem submetidos ao ensaio de quimiotaxia. Diferentes
concentracbes de caseina foram previamente adicionadas aos compartimentos
inferiores das camaras, estabelecendo-se, dessa forma, distintos e variaveis
gradientes de concentracdo. A Tabela 4 ilustra com mais detalhes esses
procedimentos.

Tabela 4. Efeito de gradientes de concentragdo de caseina sobre a
migracao de leucdcitos humanos

Caseina (%)

Comp. Comp. Inferior
Superior 0 0,01 0,05 0,1 0,5
0 0,28x10° [2,28 x10° |[3,62x10° |4,74x10° |6,16x10°
0,01 0,43 x10° |2,60 x10° |2,76 x10° |3,83 x10° | 5,19 x10°
0,05 0,20 x10° |0,50 x10° |1,42 x10° |[1,94 x10° | 3,98 x10°
0,1 0,34 x10° |0,12x10° |0,64 x10° |2,10 x10° | 4,62 x10°
0,5 0,12 x10° |0,40 x10° |0,68 x10° |1,50 x10° | 3,52 x10°

Diferentes concentragGes de caseina foram adicionadas aos compartimentos superior
e inferior das camaras de Boyden, conforme indicado. Apés 90min a 37°C, as células
provenientes do compartimento superior que foram recuperadas no compartimento
inferior foram contadas em hemocitdmetro. Os dados representam os valores
encontrados para 1 experimento. Os valores grafados em azul demonstram efeito
quimiotatico positivo; os valores em preto demonstram efeito quimiotatico negativo e a
linha diagonal vermelha, auséncia de gradiente (efeito quimiocinético).

Nossos resultados quanto ao comportamento migracional observado
sugerem que a presenca de concentragcées crescentes de caseina somente nos
compartimentos inferiores (12 linha horizontal da tabela) induziram migracéo de
PMN, testada,
assemelhando-se a performance dos resultados obtidos previamente, indicando

cuja intensidade foi diretamente proporcional a dose

predominancia de atividade quimiotatica. Em contraste, a presenca dessas
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mesmas concentracbes somente nos compartimentos superiores, levou a uma
apreciavel diminuicao desse efeito (12 coluna, a esquerda da tabela), reforgando a
forte quimioatragdo da caseina sobre os leucdcitos humanos.

Por outro lado, a presengca de concentragcbes de caseina nos dois
compartimentos, porém criando gradientes positivos, ou seja, maior concentracao
de caseina nos compartimentos inferiores em relagao aos superiores, levou a um
aumento da migracdo dos PMN proporcional a intensidade do gradiente, porém
néo tao eficiente quanto ao observado no caso anterior. Quando estabeleceu-se
um gradiente negativo, isto €&, maiores concentracbes de caseina nos
compartimentos superiores em relagao aos inferiores, observou-se diminuicao da
migracao, também proporcional a intensidade dos gradientes.

Entretanto, o efeito quimiocinético pode ser melhor observado na linha
diagonal central da Tabela 4 (em vermelho) onde, em cada ponto, as células
encontravam-se na presen¢a de caseina, mas na auséncia de gradiente de
concentracao. A simples presenga de caseina no compartimento superior ja é
suficiente para estimular a movimentagao celular (efeito quimiocinético), a qual
aumenta, proporcionalmente, com o0 aumento da concentragdo desse
quimioatraente e que se reflete no aumento moderado da atividade quimiotatica.

Em sintese, este experimento demonstrou que, na presenca de
gradientes positivos de caseina, a tendéncia de migracao direcional dos leucécitos
humanos € muito maior e diretamente proporcional a intensidade do gradiente,
sugerindo predominancia de efeito quimiotatico (em azul). Por outro lado, na
presenca de gradientes negativos, a tendéncia de migracao foi bastante menor e
inversamente proporcional ao gradiente do quimioatraente, com predominio de um
efeito concentrador de células onde este é maior (em preto na tabela). Esses
resultados contrastaram com um efeito migracional moderado observado quando
havia concentracfes idénticas de quimioatraente nos dois compartimentos
(auséncia de gradiente).

Embora os resultados prévios tivessem demonstrado que a caseina
portou-se como uma substdncia capaz de induzir polarizagdo e migracao nas
populagdes leucocitarias testadas, os resultados obtidos com o ensaio de
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certificagdo acima descrito asseguraram que a atividade migratéria induzida pela
caseina é direcional, validando nossos experimentos de quimiotaxia.

Os mecanismos pelos quais a caseina induz recrutamento celular sdo, ha
muito, objeto de investigagdo. Alguns deles referem-se as caracteristicas fisico-
quimicas da molécula. Primeiro, pela sua conformagdo tridimensional
caracteristica (Wilkinson 1972, Lewis & Van Epps 1983, Farrell et al 2002), a qual
difere de outras proteinas globulares que apresentam essa mesma conformacgao
somente apos desnaturacdo. De fato, o potencial quimiotatico, por exemplo, da
soroalbumina bovina s6 se torna evidente apds sua desnaturacdo (Wilkinson
1988a).

Segundo, pela presenga de algumas regides hidrofébicas e grupamentos
fosfato na molécula, os quais, por levarem a uma interagcdo mais facilitada entre a
caseina e a bicamada fosfolipidica da membrana celular, excitariam a resposta
locomotora nos leucécitos (Wilkinson 1974b, Lewis & Van Epps 1983, Wilkinson
1988a). Dentro desse contexto, a caseina, rica em grupamentos nao polares, ligar-
se-ia a membrana leucocitaria, e essas interagdes hidrofobicas entre receptores
celulares e quimioatraentes contribuiriam para com a quimiotaxia (Solymossy et a/
1986).

Um terceiro mecanismo proposto para a agao quimiotatica da caseina,
estaria na sua habilidade de induzir sintese de IL-8 pelos neutréfilos, a qual seria
gerada durante a quimiotaxia, como resultado de um processo de ativagéo celular
secundario a migragao (Siddiqui et al 1999). Neste contexto, PMN que, in vitro,
efetivamente migram em resposta a um gradiente de caseina expressam elevados
niveis de IL-8 quando comparados aqueles somente expostos ao peptideo
(Siddiqui et al 1999). Corroborando com estes achados, niveis muito mais
elevados de RNAm para IL-8 também foram observados tanto em PMN humanos
(Siddiqui et a/ 1999) como em células de coelhos (Mori et al 1994) ap6s migracao
estimulada por caseina quando comparados a populagao inicial.

Uma das propriedades mais conhecidas desta citocina é sua forte agao
amplificadora da resposta inflamatoéria por recrutar ativamente elementos
celulares, particularmente PMN, para o foco de leséo (Furie & Randolph 1995,
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Baggiolini 1998). Acredita-se que mediadores quimicos presentes no foco
inflamatdrio inicial produzam uma primeira onda de gradiente, que atrai PMN.
Estes, por sua vez, ativados pelo gradiente gerado, respondem com sua funcéo
locomotora. Simultaneamente a quimiotaxia, essas células gerariam também IL-8,
a qual amplificaria a resposta inflamatoria pelo recrutamento adicional de células
para a area afetada.

| Dessa forma, a IL-8 parece atuar como fator diretamente responsavel pela
quimiotaxia dos PMN induzida pela caseina, de duas formas: uma paracrina, ao
recrutar células para o foco inflamatério e potencializando outras fungdes celulares
importantes na resposta inflamatéria, e a outra, autécrina, onde os proprios PMN,
agora ativados, produziriam mais IL-8. Esta os manteria neste estado ativado e, ao
ser secretada para o meio, ativaria e afrairia outras células, fechando o ciclo
amplificador.

Inibidores da quimiotaxia leucocitaria induzida por caseina

Os glicocorticoides, e em particular a dexametasona (DEXA), estao entre
as drogas mais potentes usadas no tratamento de doencas de natureza alérgica e
inflamatéria. Embora seus mecanismos de agao nao sejam completamente
esclarecidos, muitos estudos in vitro tém demonstrado sua ac¢do na inibicdo de
varias funcoes biologicas de células envolvidas com mecanismos inflamatorios,
incluindo a dos PMN (Clark et al 1979, Altman et al 1981, Schleimer 1990, Perreti
& Flower 1993, Yamaguchi ef al 1994). Quanto a locomogao em particular, a
maioria dos estudos relata seus efeitos inibitérios sobre PMN quando induzidos
por substancias como IL-8, IL-3, C5a, MLP ou LPS (Lomas et a/ 1991, Zentay et
al 1999).

Neste estudo, seu potencial inibitério sobre a quimiotaxia de PMN
induzida por caseina foi investigada, tratando-se previamente leucéeitcs humanos
provenientes de individuos dos grupos | e Il com diferentes concentragoes (107 a
10°M) de DEXA (item 9) e submetendo-os ao ensaio de quimiotaxia, como
previamente descrito.
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Como apresentado na Figura 11, um efeito inibitério da DEXA pdde ser
observado na migracdo de PMN de ambos o0s grupos, em todas as doses
testadas, quando comparados as respectivas populagbes ndo tratadas
(normalizadas em 100%). Para o grupo |, essa migragao variou de 71,3 + 12,2% a
64,3 + 11,0%, e para o grupo II, de 69,3 + 5,0% & 74,0 + 6,24%, nas doses de 107
a 10°M, sendo significativa ja na dose de 10°M, onde a migragdo das duas
populagdes leucocitarias foi de aproximadamente 69% (p < 0,05).

migragdo celular (%)

controle 1X107°M 1IX105M 1X10°M
dexametasona (M)

Figura 11. Migracdo leucocitaria inibida por dexametasona. Leucdcitos obtidos de
doadores sadios B e portadores de neutrofiial] foram tratados por 30 minutos com
concentracdes indicadas de dexametasona e submetidos a migracdo em caémara de
Boyden, por 90 minutos , contra um gradiente de 1% (p/v) de caseina. Cada coluna
representa a média + 1 EPM da percentagem de células migradas em relagéo aquelas
ndo-tratadas (normalizada em 100%E ), de experimentos independentes submetidos as
mesmas condigdes (n=3a 17) (* p < 0,05 — Teste ¢ student)
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Nossos resultados demonstraram que a DEXA também foi capaz de inibir,
in vitro, de forma significativa, a quimiotaxia de PMN induzida por caseina, como ja
descrito para outras substdncias quimioatraentes para PMN como a IL-8
(Yamaguchi et al 1994, Zentay et al 1999) e o MLP (Lomas et al 1991). Essa
inibicdo de cerca de 30% encontrada em nossos ensaios foi semelhante a descrita
para baséfilos quando estimulados por IL-3, IL-8 e C5a (Yamaguchi et al 1994).

Vale ressaltar que a inibicAo observada em nossos experimentos nio foi
resultante de um efeito citotdxico da DEXA sobre os leucdcitos, pois em todos os
ensaios, a viabilidade desses sempre 'se mostrou superior a 95%, avaliada com
azul de tripano. Além disso, o efeito foi semelhante tanto para PMN provenientes
de individuos sadios, como para aqueles oriundos de individuos portadores de
quadro laboratorial com caracteristicas de infeccao.

Embora os mecanismos pelos quais a DEXA altera o recrutamento
celular, particularmente de neutrdfilos, tenham sido muito pouco explorados,
alguns estudos tém demonstrado que a mesma parece interferir nos processos
moleculares que regulam a sintese e a secrecao de citocinas inflamatoérias,
particularmente a IL-8 (Cassatela ef al 1992, Cassatella 1995, Zentay et al 1999).

Por exemplo, fibroblastos renais (De Haij, ef al 2002) e pulmonares
(Tobler, et al 1992), células epiteliais bronquiais primarias (Kwon et a/ 1994,
Chang et al 2001, van Wetering et al 2002) e imortalizadas (Park et a/ 1999),
células adiposas (Brunn et a/ 2001) e PMN (lrakam et al 2002), quando
estimulados pela presenga das citocinas inflamatérias TNF e IL-1, demonstraram
aumento significativo tanto na expressdo de RNAm de IL-8, detectado por
Northern-blot, como na sintese de IL-8, confirmada por imunoensaios. O
tratamento prévio dessas células com DEXA inibiu, de forma significativa, tanto a
transcricado como a traducgao de IL-8.
migracdo de PMN induzida por caseina possa estar envolvida, também, nos
processos que controlam a geracao de IL-8 por essas células, seja em nivel
transcricional ou pés-transcricional (Chang et a/ 2001), como sugerido para outros
tipos celulares. Outra possibilidade seria uma agao similar da DEXA sobre outras
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citocinas pro-inflamatérias (Barnes 1993, Scheinman et al/ 1995, Zentay et al
1999), como ja descrito para IL-6 (Tobler et a/ 1992, van Wetering et al 2002) e
GM-CSF (Tobler et al 1992).

O uso de anticorpos monoclonais neutralizantes da IL-8 ou de drogas
blogueadoras de transcricdo ou de sintese protéica, como a actinomicina e a
ciclohexamida, respectivamente, poderiam contribuir no esclarecimento desses
mecanismos.

Extrato de plantas

Abordagem fitoquimica

Tendo o ensaio de migragao sido validado para as condighes experimentais
testadas e observado que a DEXA poderia ser usada como um controle positivo
de inibicdo leucocitaria induzida por caseina, prosseguiu-se com o preparo dos
extratos hidroalcoolicos, conforme descrito no item 10, de duas amostras de
camomila, pau-pra-tudo, canela de veado e cipé-suma a serem utilizados na
avaliacdo da sua atividade sohre a locomog¢do de PMN humanos.

Em seguida, procedeu-se abordagem fitoquimica classica para identificacdo
dos grupos quimicos presentes em cada um dos extratos preparados (Matos
1988). As reacOes que mostraram a presenca do grupo quimico investigado foram
referidas como positivas, relatadas de forma quantitativa subjetiva, em cruzes,
dependendo da quantidade de croméforos gerados el/ou precipitado formado,
variando de fraca ou pouco intensa (+) a moderada (++) ou forte (+++).

A Tabela 5 resume todos os ensaios realizados, assim como os resultados
obtidos.
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Tabela 5. Abordagem fitoquimica do extrato bruto de (1) Chamomilla
recutita (L.) Rauschert ou camomila; (2) Rauvolfia sellowiana
(Cham&Schul) ou pau-pra-tudo; (3) Hybanthus bigibbosus (St.-Hil.)
Hassler ou canela-de-veado, (4) Anchieta pyrifolia (Mart.) G. Don. ou cip6-

suma.
REAGOES DE PLANTAS
GRUPO QUIMICO IDENTIFICAGAO 1 2 3 4
N1
Shinoda ++ _ - _
FLAVONOIDES —
Cloreto de aluminio ++ — _ —
Bertrand - - - -
Mayer _ +++ + _
ALCALOIDES Y
Dragendortf - +++ + _
Bouchardat - - - _
SAPONINAS Formacao de espuma - ++ | 4+ |+
Gelatina 2% + _ - _
Cloridrato de quinina 10% + - - -
TANINOS Acetato de chumbo + - - -
Acetato de cobre + - - -
Cloreto férrico 2% + - - -
GLICOSIDEOS Reagdo de Pezes
CARDIOTONICOS Reagio de Keller-Killliani B - B -
ANTRAQUINONAS Reacao de Borntrdeger - - - -

(-): auséncia de reacao, (+). reacdo fraca; (++). reagdo moderada; (+++): reag3o forte.
N: camomila nacional
I: camomila egipcia

A presenca de quantidade moderada de flavondides, assim como a de
taninos foi registrada somente no extrato hidroalcéolico da camomila. Reagao forte
para alcalbides foi observada para o extrato de pau-pra-tudo, em contraste com
modesta presen¢a detectada no extrato hidroalcdolico de canela-de-veado. Por
outro lado, saponinas mostraram-se presentes em quantidades variaveis nos
extratos de. pau-pra-tudo, canela-de-veado e cipd-suma. Glicosideos cardioténicos
e antraquinonas nao foram detectados em nenhuma das amostras testadas.
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Em contraste com a auséncia de informagdes sobre a composicdo
quimica das outras trés plantas testadas, a presenca de flavondides e taninos
detectados no extrato hidroalcéolico de camomila estdo de conformidade com a
literatura (Salamon 1992, Newall et a/ 1996).

Influéncia dos extratos de plantas na quimiotaxia leucocitaria

O ensaio de quimiotaxia proposto por Boyden (Boyden 1962) e suas
variagbes tém se mostrado uteis como metodologia para investigar o efeito de
substancias extraidas de plantas sobre a quimiotaxia de leucécitos (Muller et al
1999, Hofbauer et al 2000, Chen et a/ 2001, Hofbauer et al 2001, Shen et al 2001).

Usando um sistema similar, investigou-se o comportamento de leucdcitos
humanos obtidos de individuos sadios na quimiotaxia induzida por caseina quando
previamente tratados, por 30 minutos a 37°C, com concentracées de 0,1 a 1000
pg/mi dos extratos hidroalcoolicos das camomilas nacional e importada, do pau-
pra-tudo, cipé-suma e da canela-de-veado, cujos resultados estao apresentados
nas figuras 12, 13, 14, 15, respectivamente, onde cada coluna representa, na dose
indicada, a percentagem de células recuperadas no compartimento inferior das
camaras em relagdo a populagéo controle, nao tratada, normalizada em 100%.
Deve-se ressaltar, porém, que nenhum dos extratos apresentou atividade
citotéxica para as populagdes celulares nas doses testadas, avaliada com azul de
tripano (item 4). ‘

A exposicao de leucdcitos humanos a diferentes concentragbes do extrato
hidroalcéolico da camomila nacional resultou- numa inibicado dose-dependente
direta da migracdo de PMN até a dose de 10ug/mi. Na concentragdo de 0,1ug/ml,
90,4 + 3,2% (n = 4) das células migraram para o compartimento inferior da camara
e esse valor diminuiu para 73,4 £ 45% (n = 4, p < 0,01) e 654 + 6,2% (n = 15
p < 0,05) nas concentragles de 1 e 10ug/mi, respectivamente (Figura 12/A), sendo

estatisticamente significativos quando comparados a populagdo nao tratada.
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Figura 13. Efeito do extrato hidroalcéolico de camomila sobre a quimiotaxia de
leucécitos humanos induzida pela caseina. Leucdcitos humanos obtidos de doadores
sadios foram incubados por 30 minutos a 37°C, com o extrato hidroalcdolico de camomila
nacional (A) B e camomila egipcia (B) @ e induzidos a migrar contra um gradiente de
caseina 1% (p/v) por 90 minutos a 37°C, em camara de Boyden. Cada coluna representa a
média + 1 EPM da percentagem de células migradas em relagdo aquefas nao-tratadas
(normalizada em 100%HE ), de experimentos independentes submetidos as mesmas
condigbes (n= 3a 15 *p<0,05 e** p 0,01 Teste f student).
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Figura 13. Efeito do extrato hidroalcéolico de pau-pra-tudo sobre a quimiotaxia de
leucécitos humanos induzida pela caseina. Leucdcitos humanos obtidos de doadores sadios
foram incubados por 30 minutos a 37°C, com o extrato hidroalcéolico de pau-pra-tudo B e
induzidos a migrar contra um gradiente de caseina 1% (p/v) por 90 minutos a 37°C, em camara
de Boyden. Cada coluna representa a média + 1 EPM da percentagem de células migradas em
relacdo aquelas ndo-tratadas (normalizada em 100%H ), de experimentos independentes
submetidos as mesmas condigbes (n = 3 a 4; * p < 0,05 Teste t student)
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Figura 14. Efeito do extrato hidroalcéolico de cipdé-suma sobre a quimiotaxia de
leucécitos humanos induzida pela caseina. Leucécitos humanos obtidos de doadores
sadios foram incubados por 30 minutos a 37°C, com o extrato hidroalcéolico de cipé-suma® e
induzidos a migrar contra um gradiente de caseina 1% (p/v) por 90 minutos a 37°C, em
camara de Boyden. Cada coluna representa a média + 1 EPM da percentagem de células
migradas em relagdo aquelas ndo-tratadas (normalizada a 100% 8 ), de experimentos
independentes submetidos as mesmas concentragdes (n =2 a 4; * p < 0,05 — Teste t student).
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Figura 15. Efeito do extrato hidroalcéolico de canela-de-veado sobre a quimiotaxia de
leucécitos humanos induzida pela caseina. Leucdcitos humanos obtidos de doadores sadios
foram incubados por 30 minutos a 37°C, com o extrato hidroalcéolico de canela-de-veadd® e
induzidos a migrar contra um gradiente de caseina 1% (p/v) por 90 minutos a 37°C, em camara
de Boyden. Cada coluna representa a média + 1 EPM da percentagem de células migradas em
relagdo aquelas ndo-tratadas (nommatizada a 100%E ), de experimentos independentes
submetidos s mesmas concentragdes (n= 2 a4; * p < 0,05 ** p < 0,01 — Teste ¢ sudent).

Por outro lado, quando tratamento semelhante foi realizado com a
camomila de origem egipcia, observou-se um efeito inibitério significativo dose-
dependente inverso, ou seja, na menor concentracdo de extrato utilizada
(0,1ug/ml) obteve-se maximo efeito inibitério, com somente 65,96 + 4,33% (n = 8,
p < 0,05) das células recuperadas no compartimento inferior da camara. Este
efeito declinou gradativamente até que, na concentragdo de 1000pg/ml, a dose
mais elevada testada, observou-se que 88,7 + 1,1% (n = 3; p = 0,01) dos PMN
haviam migrado (Figura 12/B).

Nossos estudos permitiram observar que os extratos de camomila
testados mostraram-se significativamente eficientes na inibicdo da quimiotaxia de
PMN induzida por caseina. Porém, a maxima intensidade desse efeito foi
distintamente maior para 0 espécime importado em propor¢do a dose utilizada,
provavelmente devido a diferengas no teor de constituintes entre elas. Ou seja, o
efeito inibitério de ~35% observado para a concentragdo de 10ug/ml da camomila
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crescida em solo nacional foi semelhante ao observado na concentracio de
0,1ug/ml da camomila egipcia.

Outro aspecto interessante deste estudo relaciona-se a curva dose-
resposta de inibicao obtida para os dois extratos. Enquanto doses crescentes do
extrato hidroalcdolico do espécime nacional levaram a um perfil em forma de sino
invertido, o da importada foi inversamente proporcional a dose testada. E provavel
que o uso de concentragdes menores do produto importado possa mostrar um
perfil similar ao observado com o nacional.

Assim, o aspecto em forma de sino invertido obtido com a amostra
nacional, sugere, primeiro, que componentes presentes no exirato interagem com
receptores comuns a caseina, pois bloqueiam, proporcionalmente a dose usada, a
quimiotaxia de PMN por ela induzida. Deve-se ressaltar que os leucocitos foram
pré-tratados com os extratos hidroalcdolicos das plantas por 30 minutos, ao qual
seguiu-se lavagem exaustiva para retirada do excesso do mesmo, antes de serem
submetidos ao ensaio de locomocao. Dessa forma, nao houve, durante o periodo
de inducado de quimiotaxia, competicdo entre a caseina e os componentes do
extrato por receptores presentes nos leucécitos, uma vez que estes ja
encontravam-se ocupados pela camomila, quando expostos a caseina.

Segundo, os compostos presentes no extrato de camomila parecem atuar
também em outros receptores, pois seu efeito antagonista nao foi total. Além
disso, nas concentragdes mais elevadas testadas (>10ug/ml), observou-se uma
diminuicdo proporcional deste efeito, sugerindo um efeito dessensibilizador de
receptor. Ensaios de competicdo entre a caseina e o extrato de camomila por
receptores presentes nos PMN poderiam, com certeza, colaborar para esclarecer
0 comportamento inibitorio observado.

Ao estudar-se o efeito do extrato hidroalcdolico do pau-pra-tudo em
ensaios semelhantes aos realizados para a camomila, atividade inibitoria também
foi observada quando comparada as células ndo tratadas (Figura 13). Porém, esta
atividade manteve-se muito préxima dos 20% em todas as concentragOes

utilizadas, sendo significativa somente na concentragdo de 1000ug/mi, quando
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81,6 + 3,9% das células tratadas foram récuperadas no compartimento inferior da
camara (n = 3; p < 0,05).

Quanto ao extrato hidroalcéolico de cip6-suma, efeito inibitorio bastante
semelhante em todas as doses testadas também foi observado (Figura 14), sendo
somente as concentracées de 1 e 1000ug/mi estatisticamente significativas, com
917 + 22% (n = 4, p <. 0,05) e 96,1 + 0,7% (n =3, p < 0,05) das células
recuperadas apds migracao. Porém, esse efeito inibitério (x 10%) ndo é&,
farmacologicamente, considerado representativo.

Embora com efeitos similares, os extratos de pau-pra-tudo e cip6-suma
mostraram intensidades bastante particulares, sendo aquele pelo menos trés
vezes mais potente na inibigao da locomogao leucocitaria do que este.

Ja o tratamento prévio de leucdcitos com o extrato hidroalcéolico de
canela-de-veado mostrou uma performance semelhante & observada para a
camomila nacional, porém com intensidade inferior (Figura 15). Embora baixas
concentragdes tenham sido suficientes para inibir de forma significativa a migracao
de PMN induzida por caseina, maximo efeito ocorreu na dose de 10ug/ml, quando
854+ 24% (n=4; p<0,01) dos PMN foram recuperados apds migracao.

Os resultados aqui apresentados mostraram que os extratos
hidroalcdolicos de camomila, pau-pra-tudo, e canela-de-veado possuem a
habilidade de interferir na quimiotaxia de PMN, investigada num sistema in vitro,
especifico para avaliar esta fungdo. Portanto, é possivel que a atividade
antiinflamatéria atribuida a essas plantas na medicina caseira, possa estar
relacionada a sua capacidade de alterar os mecanismos que envolvem o
recrutamento de células envolvidas na resposta inflamatoria.

Efeitos inibitdrios de plantas medicinais sobre a quimiotaxia de PMN como
0s aqui apresentados tém sido descritos para extratos de outras plantas. Por
exemplo, o extrato das folhas de Phylanthus emblica L. reduziu cerca de 95% a
quimiotaxia de PMN humanos induzida por LTB4 e MLP (inhantola-Vormisto et al
1997), enquanto 25% de inibigcao foi verificado para o extrato de Allium sativum
(Hofbauer et al 2001). Extrato de cha verde em varias concentragcdes também
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mostrou-se eficiente em inibir a quimiotaxia de PMN através de uma monocamada
de células endoteliais (Hofbauer ef al 1999).

Por outro lado, a quimiotaxia constitui uma das etapas de um universo de
processos que regulam e medeiam sincronicamente as respostas imune e
inflamatéria. Como esses processos sado interdependentes, o efeito
antiinflamatério dos extratos de plantas poderia estar relacionado também a um
efeito simultaneo interativo de inibicdo de enzimas pré-inflamatérias, diminuigcao ou
eliminacdo de radicais livres ou efeitos semelhantes aos causados por corticoides,
dentre outros como proposto por Schinella e colaboradores (Schinella et al 2002),
os quais interfeririam no recrutamento de PMN ao sitio inflamatério, aliviando ou
até mesmo erradicando os sintomas caracteristicos da reacao inflamatoria.

Portanto, apesar de que os extratos testados no presente trabalho terem
apresentado resultados sugestivos de sua participagao na quimiotaxia, ndo se
pode excluir a possibilidade do envolvimento dessas plantas em outros
mecanismos intracelulares participantes da resposta inflamatoria. Estudos mais
aprofundados desses efeitos poderao ser realizados por meio de ensaios
experimentais especificos, que investiguem os mecanismos celulares em nivel

molecular.

Efeito inibitério da dexametasona e dos extratos de plantas medicinais sobre
a quimiotaxia de leucoécitos

Como demonstrado na seg¢ao anterior, os resultados obtidos de atividade
migratéria com os diferentes extratos estudados revelaram distintos graus de
efeito. Com o objetivo de classificar as diferentes plantas em termos de eficacia,
comparou-se primeiramente a eficiéncia dos extratos na sua concentracao efetiva
maxima encontrada com a DEXA (10°M), usada como referencial de modulagéo
negativa nos ensaios de migracao (Lomas et a/ 1991). Num segundo momento,
comparou-se as plantas testadas entre si e em relagdo ao controle (células nao-
tratadas).
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Como demonstrado na Figura 16, os extratos de camomila nacional e
importada apresentaram inibicdo maxima préxima de 34% na quimiotaxia mediada
por caseina in vitro. Para a camomila egipcia, seu efeito foi semelhante ao
demonstrado pela DEXA (~30%) nas concentra¢cdes de 0,1 a 100 pug/ml (p<0,1),
com melhor inibicdo na dose de 0,1ug/ml. Para a camomila nacional, o melhor
efeito foi obtido na concentracdo de 10ug/ml. Também apresentaram inibigdo
estatisticamente significativas em relacdo a DEXA (p>0,1), os extratos de pau-pra-
tudo nas concentragbes de 0,1, 10 e 1000pg/ml, e de canela-de-veado, nés
concentracbes de 0,1 e 10ug/ml, sendo maximos nas concentragcdoes de
1000pg/ml (~20%) e de 10ug/ml (~14%), respectivamente.

Em contraste, 0 extrato de cipé-suma nao demonstrou, em nenhuma das
doses testadas, eficiéncia nesta atividade que pudesse ser comparada a DEXA,
com valores baixos de inibigao da quimiotaxia (~8%).

Estes estudos nao nos permitiram classificar os extratos de plantas
testados em grupos distintos com relacado a eficiéncia de seu efeito inibitério sobre
a quimiotaxia de PMN humanos estimulados por caseina, quando comparados
entre si. Porém, foi possivel delinear um perfil de agdo para essas drogas vegetais
como 0 apresentado na Tabela 6: enquanto os extratos de camomila nacional e
egipcia, por terem demonstrado maior atividade, comporiam um primeiro grupo
(Grupo 1), o extrato de pau-pra-tudo, por ter demonstrado resultados significativos,
mas menos expressivos que os das camomilas, ocuparia uma posicao
intermediaria entre os Grupos 1 e 2. Da mesma forma, o extrato de canela-de-
veado, com efeitos de moderado a fraco, faria parte do segundo grupo (Grupo 2) e
de um terceiro grupo,' junto com o extrato de cipé-suma, que apresentou atividade
porém nao-significativa nos ensaios realizados (Grupo 3).
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Figura 16. Comparacdo da eficiéncia da dexametasona e dos extratos aquosos de
plantas medicinais sobre a inibigdo da quimiotaxia de leucdcitos humanos. Leucdcitos
obtidos de doadores sadios pré-tratados com dexametasona (10° M), extrato hidroalcodlico
de camomila egipcia (0,1ug/mi) @, camomila nacional (10ug/ml) H, pau-pra-tudo (1pg/ml) B,
canela-de-veado (10pg/mi) [ e cipd-suma (1pg/mi) Bl foram submetidos @ migragéo induzida
por caseina a 1% (p/v) em camara de Boyden, por 90 minutos, a 37°C. As colunas representam
a porcentagem de PMN migrados na concentragdo mais eficiente, recuperados no
compartimento inferior em relagdo a populagdo néo-tratada, normalizada em 100% (n = 3;
* p<0,1 - Teste f). A tabela mostra as concentragdes dos extratos hidroalcodlicos das plantas
estudadas que foram semelhantes (=) ao efeito inibitério demonstrado pela Dexametasona, nas
condi¢cBes experimentais testadas.
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Tabela 6. Comparagcdo do efeito sobre a quimiotaxia
leucocitaria induzida por caseina entre os extratos
hidroalcodlicos de plantas medicinais, quando
comparados com células nao-tratadas.

PLANTAS n GRUPOS
(extrato hidroalcodlico)

1 2 3
Camomila nacional 30 X
Camomila egipcia 23 X
Pau-pra-tudo 17 X X
Canela-de-veado 15 X X
Cip6-suma 16 X

(andlise de comparagdes multiplas, ANOVA — LSD, para 95% de
confianga).

Uma justificativa possivel para o melhor efeito do extrato de camomila em
relacao as outras plantas estudadas, pode estar no fato de que nenhuma delas
apresenta grupos de constituintes quimicos semelhantes a camomila (Tabela 5),
capaz de alterar a migracao de leucdcitos ao foco inflamatério em testes in vivo, a
exemplo dos flavondides (Mascolo et al 1988), taninos (Mota ef al/ 1985) ou
constituintes aromaticos (Isaac 1979, Jakolev & Isaac 1979, Jakolev et a/ 1983).
OS extratos de pau-pra-tudo e a canela-de-veado apresentam alcaldides e
saponinas que também podem estar envolvidos no efeito bioldgico encontrado. No
extrato de pau-pra-tudo, por exemplo, a presenca significativa de alcalbides
inddlicos (Batista et al/ 1995), pode ser 0 grupamento quimico potencialmente
envolvido no efeito inibitdrio apresentado por essa planta.

66



Apesar de todas as plantas testadas possuirem indicacdo popular
relacionada a alguma atividade antiinflamatéria, a auséncia de um grupo quimico
semelhante entre elas nao nos forneceu indicios de que uma unica classe de
constituintes pudesse ser a responsavel pela inibicao quimiotatica destas plantas.

Entretanto, a analise de substancias puras isoladas dos extratos dessas
plantas constituiria, entdo, uma fonte importante de investigacao na tentativa de se
obter respostas ainda mais claras. Porém, é possivel que a mistura dessas varias
substancias possa ser também, mais efetiva que constituintes especificos isolados
(Santana-Rios et al 2001, Sarkar & Bhanduri 2001, Hernandez-Ceruelos et al
2002).

Devido o maior efeito das amostras de camomila (nacional e egipcia), as
quais apresentaram 0 mesmo valor de inibicdo porém, em concentraches
diferentes, decidiu-se pesquisar possiveis diferengas quantitativas e/ou
qualitativas nos constituintes desses extratos que pudessem justificar a eficacia
dessa droga vegetal no ensaio de quimiotaxia proposto.

Sendo a camomila uma droga aromatica, procedeu-se a extracdo dos
6leos volateis, por hidrodestilagdo com posterior analise em CG-EM, tanto do
espécime nacional quanto do importado. Os teores de dleo essencial encontrados
foram de 0,5% (p/v) para a importada e 0,3% (p/v) para a amostra nacional. A
literatura refere que o teor de dleo essencial nos capitulos florais de camomila
varia de 0,5 a 1,5% (Salamon 1992, Siani et al 1999, Siani et a/ 2000) enquanto
que o teor minimo na Farmacopéia Brasileira 4° Edigdo é de 0,4% (Farmacopéia
1996). Dessa forma, a amostra de camomila nacional ja ndo esta dentro do padréao
exigido para a droga.

O resultado da analise das amostras em cromatografia gasosa acoplada a
a espectrometria de massa (CG-EM) apresentou, para a camomila egipcia, um
perfil cromatografico semelhante ao descrito na literatura (Jakolev & Isaac 1979,
Scalia et al 1999), enquanto que a camomila nacional apresentou um perfil
diferente (Figura 17).
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Figura 17. Cromatogramas CG-EM do 6leo essencial de capitulos florais de camomila
obtidos por hidrodestilagdo em Aparelho de Clevenger. Oleo essencial de camomila egipcia
(A), Oleo essencial de camomila nacional (B)
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Os constituintes de cada 6leo foram identificados através de comparacéo
dos tempos de retengdo com dados da literatura e andlise da fragmentacdo dos
compostos e intensidade dos picos nos espectros de massa. Como exemplo, a
artemisia cetona (Il) C1oH10, [M* 152] apresentou no seu espectro de massa
(Figura 18) fragmentos importantes em m/z 83 (100%) e m/z 69 devido a ruptura
entre C-3 e C-4. Uma outra fragmentagdo do composto pode acontecer entre C-5
e C-6 formando o ion m/z 55 (30%) do radical isobutenila e m/z 97. Ambos
fragmentos em m/Zz 97 menos o fragmento em m/z 69, como também se
subtrairmos o valor de m/z 83 menos m/z 55, fornecem um valor correspondente a
uma carbonila (M 28), o que sugere a estrutura de 3,3,6-trimetil-1,5-heptadien-4-
ona (ll).

100 83

mfz 97
I /A
/\\[ -

m/z69 mfz 55
50 . i——» m/z 83

29
0 il s 1 658 77 |l o1 1 122 152

---------------------------------------------------------------------

T
20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150

Figura 18 — Espectro de massa de artemisia cetona (i)

Dessa forma foi possivel identificar os principais constituintes do 6leo
essencial de ambas amostras, conforme sumariado na Tabela 7 .
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Tabela 7. Constituintes dos 6leos essenciais de amostras de camomila nacional e importada
hidrodestilagéo e analisados por CG-EM, comparados com a literatura.

obtidos por

Comparagdo das % de abundéncia relativa’

Tempo de A

retengdo Composto Nacional Egipcia Lit’ Lit’ Lit.* Referéncias
9,64 Nio identificado <0.1 0,41 - - - -
10,35 p-Cimeno (I) - 0,13 - - - 1
11,67 Artemisia cetona (IT) - 0,63 - - - 1
22,74 | Acido n-decandico (III) 4,47 5,23 - - - 1
23,06 Ester etilico do &cido n-decandico - 0,84 - - - 1
24,95 | a--Fameseno (IV) 1,54 5,55 12,8 ; 28,17 1,2e4
25,30 N#o identificado 3,21 - - - - -
28,60 Espatulenol (V) 1,62 3,03 2,6 - - le2
30,10 Nio identificado 1,81 0,53 - - - -
30,66 | B-Eudesmol (?) 2,22 1,38 9.2} . i le2
30,81 Oxido B do a-Bisabolol (VI) 30,78 9,78 7,8 50-178 435 1,2,3¢4
30,93 Nio identificado 3,33 1,96 - - - -
31,59 o-Bisabolol (VII) 16,42 12,29 3,6 09-22 2.31 1,2,3e4
31,72 Nio identificado 1,53 - - - - -
32,79 Chamazuleno (VII) 1,47 1,42 <0,5 - 2.39 1,2¢4
33,42 Oxido A do a-Bisabolol (IX) 13,60 46,55 36,6 32,7-37,8 4117 1,2,3e4
36,74 cis-en-in-dicicloéter (X) 5,82 5,07 2,7 - - le2
37,08 trans- en-in-dicicloéter - 0,67 - - - le2
38,42 Acido n-hexadecandico (XI) 5,63 1,85 cera - - 1
38,85 Nao identificado - - - -
39,38 Ester etilico do 4cido n-hexadecanodico <0,1 0,41 cera - - 1
42,79 Néo identificado 1,40 0,41 - - -
50,07 Hexatriacontano (XI) 2,20 1,34 cera 0,50 led

! Baseado na porcentagem de area de cada pico, em apenas uma determinagio

2 Dados obtidos de Scalia et. al, 1999.
3 Dados obtidos de Jacovlev, 1979.
* Dados obtidos de Hemadez-Ceruelos et al, 2002.

’ Nio identificado na literatura consultada (Scalia et. al., 1999).



Ressalta-se que ndo foram encontradas na literatura referéncias com
relagdo a presenca de p-cimeno (I), artemisia cetona (If), acido decandico (iil),
identificados principalmente na amostra importada. Com relagdo aos compostos
acido n-hexadecanoico (XI) e seu éster etilico e o hexatriacotano (XIl), a literatura
apenas cita-os como “céra”, enquanto que pelo peso molecular e pela analise dos
fragmentos no espectro de massa foi possivel identificar a presenca desses
hidrocarbonetos na amostra analisada.
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Os resultados obtidos revelaram que a maioria dos constituintes em
ambos espécimes estdao presentes em quantidades aproximadamente
semelhantes, em concordancia com dados citados na literatura (Hernandez-
Ceruelos, et al 2002, Jakolev & Isaac 1979, Jakolev, et al 1983, Scalia, et a/ 1999)
como o camazuleno 1,47% e 142% para a nacional e importada,
respectivamente. Outros constituintes importantes como o a-bisabolol, foram
encontrados nas duas amostras em quantidades muito superiores ao citado na
literatura. No entanto, a maior diferenga entre as amostras nacional e importada foi
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a inversédo na porcentagem de abundancia relativa dos derivados do a-bisabolol.
Enquanto a literatura cita, para o 6xido A do a-bisabolol, um teor de 36%, a
amostra importada apresentou um teor de 46,6%. Para a amostra nacional,
encontrou-se 13,60%. Ao contrario, para 0 0xido B do a-bisabolol, os valores da
literatura sdo de 4,35 a 7.8, tendo a amostra importada um valor de 9,78%,
enquanto que, na amostra nacional, o teor encontrado foi de 30,8%.

Essa variacdo nos teores dos constituintes do éleo essencial nao deve
justificar a diferenca na atividade das amostras, pois sabe-se que 0 a-bisabolol é
citado como um dos responsaveis pela acao antiinflamatéria da droga (Jakolev &
Isaac 1979, Ammon et al 1996,) enquanto que seus derivados oxidados sao
praticamente inativos-(Jakolev-et al 1983).

Nao foi possivel neste trabalho uma comparacao por CLAE (cromatografia
liquida de alta eficiéncia) dos teores de flavondides nos extratos das amostras
utilizadas para-avaliar se a apigenina ou derivados pudessem apresentar alguma
interferéncia nos resultados encontrados.

Contribuicdo ao estudo do mecanismo de agdo do extrato hidroalcéolico de
camomila sobre a quimiotaxia de leucécitos humanos

Os resultados de nossos estudos descritos acima indicaram que, embora
com intensidade variavel, todos os extratos hidroalcoolicos das plantas
investigadas apresentaram atividade inibitéria sobre a quimiotaxia de PMN
humanos induzida pela caseina. Dentre eles, os extratos de camomila mostraram
efeito surpreendentemente elevado, até mesmo maiores que aquele demonstrado
pela droga padrao DEXA, nas condigbes experimentais usadas.

Porém, este efeito foi sobre a quimiotaxia especificamente estimulada
pela caseina, um peptideo que interage com receptores opibides, presentes na
superficie de PMN (Lewis & Van Epps 1983, Makman et al 1995), como revisto na
introducdo desta dissertacdo. Esta associagdo nos levou, entdo, a formular a
hipétese de que o efeito biolégico dos extratos de camomila sobre a quimiotaxia
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poderia estar, de alguma forma, relacionado a uma interagdo com receptores
opidides.

O pré-tratamento de células-alvo com agonistas ou antagonistas tém sido
usado como uma das metodologias para se evidenciar a influéncia de um dado
receptor em mediar um efeito (Baggiolini & Moser 1997). Neste contexto, decidiu-
se investigar o efeito de dois compostos opidides sobre o comportamento
migratério de leucécitos humanos no sistema experimental. Optou-se, entao, pela
morfina e pela naloxona, as quais medeiam seus efeitos atuando sobre receptores
u,dex (Carr et al 1988, Carr et al 1989, Makman et al 1995).

Os efeitos do tratamento prévio de leucdcitos humanos obtidos de
individuos do grupo I, por 10 minutos a 37°C, com morfina e naloxona (107 M),
isolados ou em combinagéo, antes de serem submetidos & migracdo contra um
gradiente de 1% de caseina, estdo apresentados na Figura 19.
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Figura 19. Efeito do extrato hidroalcéolico de camomila e de drogas opiéides sobre a
quimiotaxia de leucdcitos humanos. Leucécitos de doadores sadios foram pré-tratados
com extrato de camomila egipcia (0,1pg/mi)E , morfina (107 M)E e naloxona (107 M3,
isolados e em associag@o e, entdo, submetidos & migragdo induzidos por caseina a 1%
(p/v) em camara de Boyden, por 90 minutos, a 37°C. As colunas representam a
porcentagem de PMN migrados em relagio a populagéo ndo-fratada @ , nommalizada em
100% (n=2a7;*p<005, ** p<0,01- Teste t sudent).
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Para a morfina, 83,2 + 2,9% (n = 7, p < 0,01) dos PMN foram recuperados
no compartimento inferior do sistema quando comparados as populagées ndo
tratadas. Para a naloxona, esses valores foram de 83,7 *+ 3,3% (n =6; p s 0,01),
muito proximos aos observados para a morfina. Quando naloxona e morfina foram
testadas simultaneamente, um efeito inibitério aditivo, porém parcial, na migragcao
leucocitaria foi observado, com somente 73,2 + 7,9% (n = 2) de PMN migrando
ativamente.

Embora o tratamento simultineo com os opibdides nao tenha sido
estatisticamente significativo (provavelmente pelo numero pequeno de
experimentos), nossos resultados estao de acordo com os efeitos inibitdrios
relatados tanto para a morfina como para a naloxona, quando independentemente
testadas em condigdes similares ou usando agentes quimioatraentes diferentes da
caseina, como MLP ou soro ativado (Marcoli et al 1988, Pasotti et al 1992). Além
disso, eles sa0 sugestivos de que a caseina interage com 0s mesmos receptores
opidides com os quais a morfina e a naloxona, isoladamente, tém afinidade.

Assim, o efeito aditivo observado quando as duas drogas foram usadas
no ensaio, sugere que a caseina interage com receptores que sdo comuns a
morfina e & naloxona, demonstrado pela reducdo parcial do efeito inibitério. De
fato, a morfina € uma droga agonista classica que parece ligar-se especificamente
a receptores opidides do subtipo pz enquantd a naloxona atua em pelo menos trés
tipos de receptores, de forma seletivamente diferente, ou seja, p > 8 > x (Baker &
Meert 2002).

Importante, neste contexto, & destacar que todos esses tipos de
receptores ja foram descritos na superficie de PMN (Carr et a/ 1988, Carr et a/
1989, Makman et al 1995). Porém, essa nossa hipotese deve ser melhor
investigada repetindo-se esses ensaios, mas de forma competitiva entre as partes
testadas, onde fixar-se-ia a concentracdo de uma das drogas e usar-se-ia doses
variaveis da outra (e/ou vice-versa).

Um aspecto interessante desta série de experimentos relaciona-se ao
contrastante efeito aditivo da atividade quimiotatica dos PMN encontrado quando
estes foram primeiro tratados com a naloxona e, em seguida, pela morfina. A
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literatura é farta em mostrar que a naloxona é uma droga antagonista “classica”,
que inibe a ligagdo da morfina e conseqientemente a maior parte das atividades
dessa droga, em particular aquelas relacionadas as atividades funcionais dos
leucocitos (Rang et al 2001).

Com relagcdo a quimiotaxia de leucécitos, este antagonismo tém sido
amplamente descrito, mas deve ser ressaltado que a maioria, sendo todos, os
estudos utilizam substancias outras que a caseina, como o MLP, TNF-a ou
citocinas, particularmente as IL-1 e IL-8, como agentes quimioatraentes (Perez -
Castrillon et al 1992, Makman et al 1995, Chao et al 1997, Grimm et al 1998a,
Grimm et al 1998b). Como relatos de efeitos dessas drogas em combinag¢do sobre
essa atividade induzida pela caseina nao foram encontrados, nossos resultados
adicionam mais um tipo de atividade a ja4 ampla lista de a¢des farmacoldgicas
descritas para essas drogas. "

Com os resultados obtidos decorrentes do uso de opidides em nosso
sistema, decidiu-se investigar a possibilidade de que o efeito inibitério na migragéo
de PMN causado pelo extrato hidroaicéolico de camomila pudesse ser mediado
via receptor opidide.

Numa primeira série de experimentos, leucocitos humanos foram tratados
por 10 minutos a 37°C, com morfina e naloxona independentemente, seguindo-se
uma incubagédo, por 30 minutos a 37°C, com extrato hidroalcoolico de camomila
egipcia (0,1img/ml), antes de serem submetidos ao ensaio de migracdo induzido
pela caseina. Na segunda série de experimentos, alterou-se a ordem dos
tratamentos, ou seja, os leucécitos foram primeiro tratados com o extrato e,
depois, com a morfina ou com a naloxona.

Enquanto o tratamento com extrato de camomila mostrou uma diminuigao
significativa da migragdo de PMN (67,9 + 5,4%; n = §,; p < 0,05), ja anteriormente
demonstrada, tratamento prévio com a morfina ou com a naloxona levaram a uma
diminuicio dessa atividade, quando 81,7 £ 9,2% (n = 4) e 79,2 £ 4,1% (n = 3),

respectivamente, de PMN foram recuperados.
| Por outro lado, ao tratar os leucécitos primeiramente com extrato de
camomila e, em seguida, com morfina ou naloxona, o efeito inibitério observado foi
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mais intenso do que o obtido com a combinac&o anterior, com uma percentagem
de 69,4 + 9.3% (n = 3; p < 0,05) e 69,9 + 12,7% (n= 3) de PMN recuperados,
respectivamente.

Nos experimentos em que os leucdcitos foram primeiramente tratados
com os opidides e, em seguida, com o extrato de camomila, observou-se que 0s
~18% e ~20% de inibicdo obtidos quando morfina e naloxona foram usados,
respectivamente, foram similares a inibicdo apresentada quando os leucécitos
foram incubados somente com o0s opidides (~16%). Quando tratou-se o0s
leucécitos primeiro com extrato de camomila e, posteriormente, com os opibides, a
inibicdo observada de ~30% aproximou-se aquela resultante quando somente o
extrato foi testado (~32%).

Com estas duas séries de experimentos, foi possivel observar que o
tratamento com morfina ou naloxona parece ter impedido que a camomila
exercesse seu efeito inibitério sobre a quimiotaxia dos PMN e vice-versa,
sugerindo que o efeito dessa planta na migragdo dos neutrofilos possa envolver
receptores opidides e, além disso, de diferentes tipos. Para um melhor
esclarecimento dessa hipdtese seria necessario, por exemplo, executar esses
experimentos tratando-se previamente os leucécitos com substéncias que
blogueiam especificamente os diferentes tipos de receptores opidides antes de
submeté-los ao tratamento com o extrato de camomila seguida dos ensaios de
quimiotaxia.

Nossos resultados sado de particular relevancia do ponto de vista
terapéutico. Como a camomila, na forma de extrato hidroalcéolico, mostrou
atividade inibitoria na locomogdo de PMN por interagir com receptores opidides, é
possivel que seu uso popular, principalmente na forma de chas, para o tratamento
elou alivio de distarbios relacionados a ma digestdao, codlicas intestinais
(principalmente em criangas de tenra idade) e sedativo esteja relacionado a sua
capacidade de interagir com receptores opidides, os quais tém distribuicdo ubiqua
no organismo dos mamiferos, particularmente nos sistemas nervoso e
| gastrointestinal (Rang et al 2001).
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O conjunto de dados apresentados neste estudo revelaram alguns
aspectos interessantes e desconhecidos com relagéo a atividade farmacolégica da
camomila. Embora esta planta seja uma das mais bem estudadas por causa de
seus amplos e benéficos efeitos medicinais, ndo ha relatos referentes a sua forma
de ag&o sobre a atividade migratéria de células que participam direta e ativamente
da resposta inflamatéria. _

Como muitos compostos com atividades bioldgicas definidas ja foram
isolados desta planta, de particular interesse seria investigar quais
corresponderiam aos efeitos aqui relatados para o extrato hidroalcéolico.

Os dados aqui apresentados e as consideragfes que deles puderam ser
derivadas acrescentam evidéncias adicionais as ac¢des antiinflamatorias
amplamente descritas para a camomila, dos quais efeitos terapéuticos podem ser
explorados.
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CONCLUSAO E CONSIDERAGCOES FINAIS

Este trabalho teve como objetivo investigar o potencial antiinflamatério
das plantas Anchieta pyrifolia (Mart) G. Don, Hybanthus bigibbosus (St-Hil.)
Hassler e Rauwolfia sellowii Muell. Arg, conhecidas popularmente como cip6-
suma, canela-de-veado e pau-pra-tudo, respectivamente, as quais vém sendo
usadas popularmente pelos seus efeitos medicinais. Incluiu-se neste trabalho, a
Chamomilla recutita (L.) Rauschert, a popular camomila, por ser uma planta
dotada de diversos efeitos antiinflamatérios comprovados cientificamente.

Dentre os varios processos metabdlicos envolvidos na resposta
inflamatoria, investigou-se, particularmente, o efeito dessas plantas sobre a
quimiotaxia de leucécitos humanos, usando o meétodo in vitro idealizado por
Boyden.

Para alcancar este objetivo, a parte experimental deste trabalho envolveu
trés fases. A primeira consistiu na padronizagdo da técnica de migragéo
leucocitaria em camara de Boyden. O preparo das matérias-primas vegetais
constituiu, entdo, a segunda fase, a qual envolveu a coleta, dessecag:é‘o’ e a
preparagao dos extratos hidroalcéolicos das plantas escolhidas. Na terceira étapa,
esses extratos foram testados no modelo biolégico in vitro proposto.

Dos resultados obtidos com os ensaios de quimiotaxia, apresentados e
discutidos nas segbes anteriores, foi possivel estabelecer que (1) a concentragio
ideal de caseina para induzir o maximo de migracdo de PMN humanos, sejam eles
provenientes 'de individuos sadios ou portadores de processos inflamatérios, foi a
de 1%; (2) o tempo de incubagdo minimo necessario para que ocorresse maxima
migracao foi de 90 minutos, independente da fonte de leucécitos humanos usados
e, finaimente, que (3) a caseina usada demonstrou capacidade de induzir nao sé
quimiocinese, mas também potente atividade quimiotatica em leucocitos humanos.

Por outro lado, os ensaios de quimiotaxia de leucécitos humanos induzidos
a migrar contra um gradiente de caseina realizados demonstraram atividade
inibitéria, de intensidade variavel, para cada um dos extratos testados. Notavel,
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significativo e até agora ndo relatado foi o efeito inibitorio causado pelos extratos
de pau-pra-tudo, canela-de-veado e, particularmente, o de camomila, que se
assemelharam ao mediado pela DEXA. |

Neste contexto, um aspecto particularmente interessante refere-se as
amostras de camomila nacional e importada testadas, onde uma diferenga de
concentragdo 100 vezes maior entre elas foi necessaria para promover atividade
farmacolégica semelhante. Andlise por CG-EM dos seus 6leos essenciais, obtidos
por hidrodestilacdo, revelaram diferengas quantitativas referentes aos 6xidos A e B
do a-bisabolol.

Embora surpreendente, nao foi possivel associar a atividade biologica
demonstrada pelos extratos a presenga de um componente ou grupo quimico
especifico.

Um outro aspecto que vale a pena ser destacado, decorrente dos estudos
da influéncia dos extratos sobre a quimiotaxia dos leucécitos, foi o observado para
0 extrato de camomila. Numa tentativa de esclarecer seu mecanismo de ag3o,
nossos estudos demonstraram uma provavel mediacdo desses efeitos via
receptores opidides, o que poderia justificar seu amplo uso popular como
estomagquica e sedativa. '

Estudos mais aprofundados sa&o necessarios, particularmente . para
esclarecer 0s mecanismos responsaveis pela atividade biolégica aqui investigada
em niveis celular e molecular. Muitos dos resultados apresentados neste estudo
ainda ndo foram relatados e constituem uma base rica de dados cientificos
referentes as atividades farmacologicas dessas plantas, que pode servir como
fonte preliminar de informagdes para investigagdes futuras.
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3.5. -TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

a) A proposta deste projeto é estabelecer um painel de ensaios bioldgicos in vitro, que
possam, de forma dindmica, demonstrar a atividade antiinflamatéria de constituintes de
plantas medicinais tradicionalmente utilizadas pela populagdo em processos inflamatorios e,

simultaneamente, contribuir para a elucidagdo dos mecanismos celulares e moleculares
envolvidos,

b) Caso vocé participe da pesquisa, uma quantidade de sangue sera destinada a separagdo
dos leucdceitos para padronizagado das técnicas de migragdo leucocitaria. Aos pacientes
intemados, tal separagdo se sucedera apds a realizagdo dos exames requisitados pelo
clinico. Sendo assim, apenas amostras previamente prescrtas. pelo clinico serdo
manipuladas diminuindo riscos e desconforto da pung¢ao venosa.

c) Para doadores voluntarios sadios:Como em qualquer outro diagnéstico clinico-laboratonal
vocé poderda experimentar alguns desconfortos, principalmente relacionados a coleta de
sangue, por pung¢ao venosa.

d) Estdo garantidas todas as informacgdes pertinentes ao projeto, antes, durante e depois do
estudo.

e) A sua participagdo neste estudo e voluntana. Vocé tem a liberdade de se recusar a
participar do estudo, ou se aceitar participar, retirar seu consentimento a qualquer momento.

f) Se qualquer informagao relacionada ao estudo for divulgada em relatério ou publicagao, isto
sera feito sob forma codificada, para que a confidencialidade do doador seja mantida.

g) Todas as despesas necessarias para a realizacao da pesquisa ( exames, efc...) n@o sao
da responsabilidade do doador.

h) Pela sua participagao no estudo, vocé nao recebera qualquer valor em dinheiro.

i) Quando os resultados forem publicados, ndo aparecera seu nome, e sim um coédigo.

Eu, li o texto acima e compreendi a natureza e objetivo do
estudo do qual fui convidado a participar. Eu entendi que sou livre para interromper minha

participac@o no estudo a qualquer momento sem justificar minha decisdo e concordo
voluntariamente em participar deste estudo.

Assinatura do doador Data Nome do pesquisador
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MINISTERIO DA DEFESA
EXERCITO BRASILEIRO
CMS - 5*RM /DE

HOSPITAL GERAL DE CURITIBA

Of n° 001/CEM- HGeC

Curitiba - PR, 18 de Julho de 2002.

Da: Comissio de Etica Médica do Hospital
Geral de Curitiba (HGeC).

Do: Prof. Dr. Roberto Pontarollo Chefe
do Departamento de Farmacia — Setor de
Ciéncia da Satde — UFPR.

Assunto: Projeto de Pesquisa.

1. Trata o presente expediente do projeto de pesquisa intitulado “Estudo in
vitro da influéncia de compostos isolados de plantas medicinais nas respostas
inflamatérias mediadas por leucdcitos”, desenvolvido pela mestranda Mayra Marinho
Presibella, regulammente matriculada no curso de Pos — Graduagio em Ciéncias
Farmacéuticas do Setor de Saide da UFPR, sob a orientagdo do Prof. Dr. Cid Aimbiré de
Moraes Santos e co-orientagcio da Prof’. Dr.? Almeirane Maria Weffort Santos.

2. Apds andlise do projeto em questdo, registrado no Banco de Pesquisas
da UFPR sob o namero 2001009704, esta Comissdo de Etica Médica deliberou quanto a
lisura e o cumprimento das normas de Etica Médica para pesquisa na area de saude,
concluindo que o projeto supracitado cumpre todas as normas legais.

3. Isto posto, a mestranda em questd3o podera desenvolver e concluir a
coleta de amostra de pacientes baixados neste hospital bem como dos usuarios do HGeC,
(mediante a assinatura do termo de consentimento livre esclarecido) cujo os exames
laboratoriais foram previamente designados pela Clinica Médica, sem qualquer
procedimento invasivo adicional ao paciente, uma vez que, tais amostras seriam

desprezadas.
4 M JUVENAL D. OZELIN
Maj Med CRM-PR 18638
idt 085704783-1(EB)
Juvenal Donizete Otelin- Maj Med
Secretario da Cpmissdo de Etica Médica do HGeC
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8 HOSPITAL DE CLINICAS
UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA

Curitiba, 27 de novembro de 2.002.

limo (a) Sr. (a)
Dra. Mayra Marinho Presibella
Nesta

Prezada Senhora:

Comunicamos que o Projeto de Pesquisa intitulado “ESTUDO
INVITRO DA INFLUENCIA DE COMPOSTOS ISOLADOS DE PLANTAS
MEDICINAIS NAS RESPOSTAS INFLAMATORIAS MEDIADAS POR
LEUCOCITOS”, foi analisado e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em
Seres Humanos do Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parana, em
reunido realizada no dia 26 de novembro de 2002, o referido projeto atende aos
aspectos das Resolugbes CNS 196/96, 251/37 e 292/99, sobre Diretrizes e Normas
Regulamentadoras de Pesquisa Envolvendo Seres Humanos.
Protocolo CEP-HC N° 066EXT020/2002-11

Atenciosamente

Prof. Dr. Renato Tambara Filho
Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa em
Seres Humanos do Hospital de Clinicas — UFPR



