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Avaliagao farmacolégica do extrato bruto hidroalcéolico da Gomphrena
globosa em dois diferentes modelos experimentais — edema de pata e
inflamagao pulmonar aguda

RESUMO

A planta Gomphrena globosa (Amaranthaceae) conhecida popularmente como
perpétua, amaranto-globoso, gonfrena, perpétua-roxa. Utilizada na medicina popular
no combate a febre, asma e bronquite. Avaliou-se aqui o efeito farmacoldgico do
extrato bruto hidroalcoolico das partes aéreas da planta Gomphrena globosa,
através de dois modelos experimentais in vivo. Em um deles foi realizado o teste de
edema de pata induzida por carragenina, administrado nas doses de 100, 250 e 500
mg/kg pela via oral (v.0.) e intraperitonial (i.p.). O diclofenaco sodico (10 mg/kg, i.p.)
foi usado como controle positivo do teste. As doses e vias testadas reduziram
significativamente o edema de pata. A partir desses resultados, é provavel que um
dos mecanismos de agao dos constituintes do extrato bruto no modelo de edema de
pata é devida a inibicdo da ciclooxigenase. Entretanto as diferengcas obtidas em
relagdo as vias de administracdo do extrato devem-se possivelmente devido a
absorcao e biodisponibilidade do extrato. Ja no modelo de inflamagado pulmonar
aguda induzido por lipopolissacarideos (LPS), nas doses de 100, 250 e 500 mg/kg
do extrato pela via i.p. , tendo a dexametasona (5 mg/kg i.p.) como controle positivo,
demonstrou que o grupo extrato 500 mg/kg i.p. teve os melhores resultados em
relagdo as outras doses, mas nao compararavel a acdo da dexametasona,
sugerindo uma ag¢ado imunomodulatéria do extrato. Os resultados obtidos no
presente estudo corroboram para o emprego de plantas do género Gomphrena na
medicina popular visto que o extrato bruto hidroalcdlico de Gomphrena globosa
possui efeito antiinflamatério, sugerindo suas potencialidades para fins terapéuticos.
Entretanto, novos estudos necessitam ser realizado para garantir seu uso seguro.

Palavras-chave: Gomphrena globosa, Carragenina, LPS, Inflamacgao.



Evaluation pharmacological of Ghomphrena globosa (Amaranthaceae)
hydroalcoholic crude extract for two different experiments — paw edema and
acute lung inflammation

ABSTRACT: The Gomphrena globosa plant (Amaranthaceae) popularly known as
perpétua, amaranto-globoso, gonfrena, perpétua-roxa. Used in popular medicine
against fever, asthma and bronchitis. It was evaluated here the pharmacological
effect of the hydroalcoholic crude extract of aerial parts of the plant Gomphrena
globosa, using two experimental in vivo models. In one of them was the test of paw
edema induced by carrageenan, using the crude extract, administered in doses of
100, 250 and 500 mg / kg via oral (v.0.) and intraperitoneal (i.p.). The diclofenac
sodium (10 mg / kg, ip) was used as positive control for the test. The doses and
pathways tested reduced significantly the paw edema. From these results, it is
supposet that one of the mechanisms of action of the constituents of the crude
extract is due to COX inhibition. However the differences results obtained for
pathways of administration of the extract should be possibly due to absorption and
bioavailability of the extract. Already in the model of acute lung inflammation induced
by lipopolysaccharides (LPS) at doses of 100, 250 and 500 mg / kg of the extract
(i.p.) has the dexamethasone (5 mg / kg ip) as positive control, showed that the
group extract 500 mg / kg i.p. had the best results when compared to other doses,
but not comparable the action of dexamethasone, suggesting an immunomodulatory
activity of the extract. The results of this study support the use of plants of the genus
Gomphrena in popular medicine since the crude extract of Gomphrena globosa
hidroalcolico has anti-inflammatory effect, suggesting its potential for therapeutic
purposes. However, new studies need to be done to ensure its safe use.

KEYWORD: Gomphrena globosa, Carrageenan, LPS, Inflammation.
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Lista de abreviaturas

COX  Ciclooxigenase
AINES Antiinflamatérios ndo esteroidais

FiO2 Fracao inspirada de oxigénio

IL Interleucina (PaO2/
i.n. via Intranasal
i.p. via Intraperitoneal

LBA Lavado Broncoalveolar

LPA  Leséo pulmonar aguda

LPS Lipopolissacarideo

LT Leucotrieno

PAF Fator ativador de plaquetas

PaO2 Presséao parcial de oxigénio arterial
PEEP Pressao positiva expiratéria final

PGs Prostaglandinas

SARA Sindrome da angustia respiratoria aguda
TNF-a Fator de necrose tumoral-a

V.O. Via oral



Sumario

1 INTRODUC}AO ....................................................................................................... 14
1.1 INFLAMAQAO ..................................................................................................... 14
1.1.1 Medicamentos ANtINTIAMATOTIOS ........coiivueiiiieie ittt e e e e e et e e e e e s e saraaeeeeeeeesanaaeeeesseesnsreeeeeeeas 15

1.2 DOENGAS PULMONARES: SINDROME DE ANGUSTIA RESPIRATORIA

AGUDA (SARA) E LESAO AGUDA PULMONAR (LPA) ......coeiiiieeeeeeeee e, 16
1.2.1 Definiga0 de SARA/LPA ..ottt ettt et et e e te e e evaeette e eeteeevesetaeenaeas 16
1.2.2 O processo inflamatorio na SARA/LPA ........cooivii ettt st st reeae e e esseesbeesseensens 17

1.3 FAMILIA AMARANTHACEAE ..o 18
1.3.1 GENETO GOMPIAFEIA ... eeeeee ettt e e s tee et e s teeesbeessteeesbeesnteeesseesrsaeensaesnsaeanseesnseeenseesnseennseas 18
1.3.2 GOMPRIena LODOSA .......couiiuiiiiiiieieee ettt ettt ettt st sae ettt et 19

1.4 LIPOPOLISSACARIDEO (LPS) ...ttt 21

20BUJETIVOS. ... s s e s s s s s r s s s s s e e e e e s nmmnnssssnssnnnnns 25

2.1 OBUETIVO GERAL ..ottt e e e e e e e e e e e 25

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS ...ttt 25

3 MATERIAL E METODOS .......oocieeiiireenesessesessessesasssssesssssssssssssssssssssssessssssssessnsans 26

3.1 PROCESSO DE EXTRACAOQ ......coeiviieeceeceeee ettt 26
3101 Material BOTANICO...c..eetietieiieite ettt ettt ettt ettt b et e st es e ebeenbeenbeenbeentesaeesaeeae 26
3.1.2 ObENCAO O EXLIALO......eiiuviieiieciii ettt ettt ettt e e e et e et e et e et e eeaeeeteeeseeeseeeaaeeeseeeeseeeenseeeaeeeas 26

3.2 AVALIACAO FARMACOLOGICA.......ceieeeeeeee e 26
T N 11140 3 SRS 26
3.2.2 Avaliaga0 dO €dema A& PAtA........cueeuiiiuieiiieiiee ettt ettt ettt a et be et et eneene 27
3.2.3 Efeito antiinflamatoério do extrato em modelo de inflamag@o pulmonar aguda induzido por LPS........... 29

3.2.3.1 Indugéo da inflamagao pulmonar aguda induzido por LPS e avaliagdo farmacoldgica do
EXEFATO ...ttt ettt ettt a etk et ettt sttt nae e 29

3.3 PROTOCOLO DE ANESTESIA E EUTANASIA. ..o 31

3.4 COLETA DO LBA. ... 31

3.5 DETERMINACAO DE IL-12 ...oiieeieeceeeee ettt 32

3.6 ANALISE ESTATISTICA ...ttt 32

4 RESULTADOS.......coottttttteemmmnmmnnnnnnnennennesssnnnssssssssssssnsssssnsssssssssssssssssssnnnnsnnnnnnnnnnnnnns 34

4.1 ATIVIDADE ANTIEDEMATOGENICA .......cooieiececeeeeeeeeeeeeeee e 34



4.1.1 Edema de pata induzido pela Carragenina ...........cecverviereeeeerieriiesieeieeteeeesseeseesseeseeaesnesseesseeseenseensens 34

4.2 ATIVIDADE ANTIINFLAMATORIA ...ttt ettt ettt 37

4.2.1 Inflamagao pulmonar aguda POT LPS .........ooooooeeeceeeecoceoeooeeeeeeeseeeeseeessooooeeeeeeeee e eeessoseseeeeee 37
B DISCUSSAOD ..ottt sae s sae s sa e se s e ae s s e ae s e e ae s e s aesaesssesassasesasssnesns 41
(i3 o 0]\ [od HLU £-7- Y o T 47
REFERENCIAS ... e e e e ssesse s e s e s e s e s e s e saesse s e s e se s e ssessnsassnsans 49

ANEXO A COMITE DE ETICA EM PESQUISA DA UNIVAP.........ccocovrererernrrrrrennnns 58



INTRODUGAO



14

1 INTRODUCAO

1.1 INFLAMACAO

Os estagios iniciais do processo inflamatério envolvem mudangas locais no
fluxo sanguineo (vasodilatacdo com aumento da permeabilidade das vénulas,
extravasamento de fluidos e formagédo do edema) combinado a migragdo de varias
células inflamatérias (neutréfilos, eosindfilos, células dendriticas, mastocitos e
linfécitos) no foco da inflamagdo. As alteragbes no fluxo sanglineo séao
desencadeadas por diferentes mediadores que se originam do plasma ou de células
locais, e que podem ser ampliados ou modificados por produtos liberados das
células inflamatoérias que migraram para o local da inflamacdo (RYAN; MAJNO,
1977; HENSON, 2005; POBER; SESSA, 2007). Os principais mediadores envolvidos
nas alteragbes vasculares sao histamina, fator ativador de plaquetas (PAF),
prostaglandinas (PGs), prostaciclina (PG1), o sistema das cininas (ex. bradicinina),
fatores do complemento (C3a, C4a e Cb5a), fatores do sistema de coagulagdo e
sistema fibrinolitico e trombaxano (SPRINGER, 1995; HENSON, 2005).

O recrutamento de leucécitos no foco inflamatdrio € um fendbmeno complexo
que depende da natureza do estimulo, dos mediadores quimiotaticos liberados e da
expressdo de moléculas de adesédo (SCHIFFMANN, 1982; TEGUI; MALLAT, 2006;
SERHAN; SAVILL, 2005) Dentre os fatores quimiotaticos podemos citar os
quimioatraentes para neutréfilos e eosindfilos que podem ser derivados de
fosfolipideos de membrana como o leucotrieno B4 (LTB4) e o PAF (SANTANGELO
et al., 2007).0Os fatores quimioatraentes também podem ser protéicos como o fator
de necrose tumoral-alfa (TNF-a), interleucina-1 (IL-1), interleucina-8 (IL-8),
fragmento C5a do complemento, as quimiocinas como CCL5 (RANTES), CCL-7
(MCP-3), CCL-13 (MCP-4) e CCL11 (eotaxina-1) que sao importantes
quimioatraentes para eosinofilos, sendo importantes alvos terapéuticos na asma e
em doengas alérgicas (BAGGIOLINI et al., 1997; OLIVEIRA; LUKACS, 2003).

As PGs consistem em um dos principais mediadores da inflamacéo, edema,
dor e febre (VANE; BOTTING, 2003) e sao originadas pela oxidagao do acido
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araquidbénico, com acgédo das enzimas ciclooxigenases COX-1 (constitutiva) e/ou
COX-2 (induzida) (VANE; BOTTING, 2003; ROWLEY et al., 2005; BOTTING, 2006).

1.1.1 Medicamentos Antiinflamatorios

Os medicamentos antiinflamatérios, analgésicos e antipiréticos sao usados
para o alivio do edema, da dor e da febre nas desordens teciduais, em doencas
alérgicas e nas doencas inflamatorias crénicas (CELOTTI; LAUFER, 2001,
FLOWER, 2003; KILPIO; HANNUKSELA, 2003). Os antiinflamatorios ndo esteroides
(AINES) formam um grupo heterogéneo com compostos quimicamente nao
relacionados, mas com efeitos terapéuticos similares: antiinflamatério, analgésico e
antipirético. Os efeitos terapéuticos e colaterais dos AINES resultam da inibicdo da
enzima ciclooxigenase por estes compostos. Assim, tais agentes reduzem a sintese
de prostaglandinas, diminuindo a intensidade do processo inflamatério. Dependendo
da seletividade dos AINES, eles podem inibir as enzimas COX-1 e 2 ou somente a
COX-2 (VANE; BOTTING, 2003). A COX-1 como fisiologicamente constitutiva,
agindo como citoprotetora gastrica e mantenedora da homeostase renal e
plagquetaria e a COX-2 ou indutiva, presente em situacdo de trauma tissular e
inflamacao,observa-se que inibidores especificos da COX-2 impedem o processo
inflamatério sem os efeitos colaterais indesejaveis, principalmente disturbios
gastrintestinais, advindos do bloqueio inespecifico da COX. (KUMMER; COELHO,
2002). Foi descrita uma terceira isoenzima, COX-3, que ocorre no cortex cerebral e
no tecido cardiaco humano, tida como uma variacdo da COX-1. .Esta isoenzima foi
inibida por analgésicos e antipiréticos como acetominofeno, dipirona e alguns outros
AINES (CHANDRASEKHARAN et al., 2002).

Os (glicocorticoides e os AINES sdo os principais medicamentos
antiinflamatérios conhecidos. Os glicocorticéides sdao amplamente usados na
supressao da inflamagao nas doencas crénicas. A agao antiinflamatéria deve-se a
ligacdo do glicocorticoide a receptores protéicos especificos no citoplasma, que
entdo é translocado para o nucleo, ligando-se ao gene alvo inibindo a transcrigao de

varios genes para citocinas, enzimas, receptores e moléculas de adeséo.
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Consequentemente inibem fatores de transcricdo como fator nuclear-kB e a proteina
ativadora-1. Aumentam ainda a transcricdo de proteinas antiinflamatérias como
lipocortina-1, IL-10 e antagonista do receptor de IL-1 (PEREIRA et al., 2007). Inibem
também a fosfolipase A2 e consequentemente a formacao de PGs e LT, reduzindo
assim o recrutamento de neutrofilos, eosinofilos e macrofagos para o foco
inflamatério (VANE; BOTTING, 1987; FLOWER, 2003; CAMPOS, 2007).

1.2 DOENGAS PULMONARES: SINDROME DE ANGUSTIA RESPIRATORIA
AGUDA (SARA) E LESAO AGUDA PULMONAR (LPA)

1.2.1 Definicao de SARA/LPA

A Sindrome da Angustia Respiratoria Aguda (SARA) € uma sindrome clinica
comum, grave, caracterizada por lesdo pulmonar aguda (LPA), que afeta tanto
pacientes clinicos quanto cirurgicos, adultos ou criangas (WARE; MATTHAY, 2000).
Sua definicado e descricdo foram redefinidas desde entdo para melhor incorporagao
do espectro clinico da doenga, bem como para melhor correlacdo da definicdo com a
fisiopatologia da sindrome (ASHBAUGH et al., 1967).

Em 1994, uma nova definicdo foi estabelecida pelo “American-European
Consensus Conference Comittees,” e essa foi amplamente adotada por clinicos e
pesquisadores da area na identificagdo da LPA. Segundo o consenso, a LPA foi
conceituada como uma sindrome caracterizada por inflamag¢ao pulmonar aguda e
persistente, com edema pulmonar devido ao aumento da permeabilidade vascular,
associada a trés aspectos clinicos (BERNARD et al., 1994; ARTIGAS et al., 1998):

a) Infiltrado radioldgico alveolar bilateral;

b) Relacao entre a pressao parcial de oxigénio arterial e a fragcéo inspirada de
oxigénio (PaO2/FiO2) entre 201 e 300 mmHg, independente do valor da
pressao positiva expiratéria final (PEEP);

c) Auséncia de evidéncia clinica de elevacao da presséao atrial esquerda.
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A SARA, por sua vez, apresenta definicdo semelhante a LPA, exceto pela
presenca de hipoxemia grave, identificando-se uma relagéo entre PaO2/FiO2 igual
ou menor a 200 mmHg, independente do valor PEEP (GALHARDO; MARTINEZ,
2003; BURLESON; MAKI, 2005). Portanto, considera-se que a SARA representa o

estagio mais grave do espectro da LPA.

1.2.2 O processo inflamatério na SARA/LPA

A barreira alvéolo-capilar € formada pelo endotélio vascular e o epitélio
alveolar. A fase aguda da SARA/LPA ¢ caracterizada pela presenca de um exsudato
protéico no espacgo alveolar, como consequéncia do aumento na permeabilidade da
barreira alvéolo-capilar (GEISER, 2003; PIANTADOSI; SCHWARTZ, 2004).

Admite-se que na SARA/LPA ocorre uma lesdo do epitélio alveolar e do
endotélio capilar por diferentes mediadores pré-inflamatérios, particularmente pelas
citocinas, tais como o TNF- a, IL-1 e IL-8, liberadas em resposta a uma grande
variedade de lesdes (lesdo pulmonar direta ou indireta). Como consequéncia, os
neutréfilos sdo atraidos e tornam-se ativados, liberando mediadores inflamatérios,
como oxidantes e proteases, que lesam diretamente o epitélio alveolar e o endotélio
vascular, propagando o processo inflamatério. Além disso, pesquisas recentes
demonstram que ndo apenas a producao de citocinas pro-inflamatdrias € importante,
mas também o balango entre mediadores pré e antiinflamatorios (MEDURI et al.,
1995; SOUZA et al. , 2003; MATTHAY; ZIMMERMAN, 2005).

As lesbes pulmonares que ocorrem na SARA/LPA provavelmente se originam
da ativacdo sistémica dos neutrdfilos circulantes, que se aderem ao endotélio
vascular dos capilares pulmonares. Os neutrdfilos liberam enzimas proteoliticas e
espécies reativas do oxigénio, causando dano ao endotélio e rupturas nos capilares
com exsudagado para dentro do parénquima pulmonar, que entdo preenche os
espacos alveolares (MATUTE-BELLO et al., 1997; ATABAI ; MATTHAY, 2002).

Estudos clinicos e experimentais tém demonstrado a ocorréncia de dano
mediado por neutréfilos na SARA/LPA. Avaliagdes histoldgicas obtidas em estagios
iniciais da SARA/LPA mostram um grande acumulo de neutréfilos. Também é

possivel encontrar um grande numero de neutrofilos no lavado broncoalveolar (LBA)
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obtidos de pacientes com SARA/LPA (MATUTE-BELLO et al., 1997;ATABAI,
MATTHAY, 2002).

Em resumo a resposta inflamatéria pulmonar € caracterizada por
modificagdes na reatividade das vias aéreas e ativagao de células residentes, como
mastocitos, macrofagos e células epiteliais, que secretam mediadores quimicos,
responsaveis, entre outras acdes, pela constricido das vias areas e pelo influxo
acentuado de leucdcitos para o foco de lesdo. Para tanto, os leucdcitos circulantes
interagem com o endotélio da parede de vénulas pds-capilares proximas a area
inflamada e migram, por entre as jungdes interendoteliais, em diregcdo ao sitio de
lesdo. Neste local, os leucdcitos liberam substancias armazenadas em granulos
intracelulares e secretam mediadores recém-sintetizados que, em conjunto,
facilitarao a destruicdo do agente lesivo e a subsequente resolucdo do processo
inflamatério. No entanto, modificacbes nestas atividades celulares acarretam
prejuizos ao tecido inflamado, quer seja pela ineficacia da resposta e manutengao
da lesédo, ou por exacerbacdo do processo, com consequente prejuizo aos
mecanismos de reparo e regeneragao tecidual (REYNOLDS, 1987; WARD;
HUNNINGHAKE, 1998; TRACEY, 2002).

1.3 FAMILIA AMARANTHACEAE

1.3.1 Género Gomphrena

Historicamente, as plantas, seus produtos de extragdo e seus metabdlitos
secundarios vém sendo utilizados pela humanidade como terapéutico desde o inicio
de nossa civilizagdo (MCCURDY; SCULLY, 2005). Mesmo com o grande
desenvolvimento de farmacos obtidos a partir de sintese organica, eles continuam
desempenhando um papel de destaque na saude publica. Mais de 25% dos
medicamentos em uso sdo derivados naturais ou produtos semi-sintéticos de origem
natural. O uso popular de plantas na medicina tradicional € uma grande fonte para

descoberta de novos agentes terapéuticos. Mas o conhecimento popular deve estar
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associado a bioensaios para comprovar a eficacia e a toxicidade destas plantas para
o uso terapéutico (YUNES et al.,, 2001; CLARDY; WALSH, 2004; BALUNAS;
KINGHORN, 2005).

Desse modo, o mercado mundial envolvendo plantas medicinais e
substancias extraidas dos mesmos (que s&o utilizadas diretamente como farmacos
ou que servem de base para o desenvolvimento de novos medicamentos)
movimentam varios bilhdes de délares, sendo uma atividade muito lucrativa para as
industrias, principalmente as farmacéuticas (BRISKIN, 2000; CALIXTO, 2000; VAN
WIJK, 2000).

A familia Amaranthaceae compreende aproximadamente 65 géneros e 1000
espécies, dentre as quais se destacam os géneros Pfaffia com aproximadamente
100 espécies e Gomphrena com aproximadamente 120 espécies tropicais e
subtropicais, especialmente nativas da Ameérica e da Australia (SALVADOR et al.,
2004). Em relagdo ao género Gomphrena sao conhecidas espécies que possuem
propriedades medicinais, ornamentais e invasoras. No Brasil ocorrem 46 espécies
do género Gomphrena e 19 delas ocorrem no Cerrado. Desde 1982, ja se citava a
utilizacao das raizes de Gomphrena arborescens, no Distrito Federal, no combate a
febre, asma e bronquite. Seis espécies de Gomphrena sdo usadas na medicina
popular - Gomphrena arborescens, Gomphrena globosa, Gomphrena. leucocephala,
Gomphrena pohlii, Gomphrena vaga e Gomphrena mollis - a maioria contra
infeccbes nas vias respiratorias e como febrifugas ou ténicas, com utilizagao,
principalmente das raizes (GAVILANES, 1999; FANK DE CARVALHO; GRACIANO-
RIBEIRO, 2005; FERREIRA et al., 2004; MUSSURY et al., 2006; MUSSURY et al.,
2008).

1.3.2 Gomphrena globosa

A Gomphrena globosa é uma planta herbacea ornamental e medicinal com
até 1 m de altura; possui um talo ereto e pubescente, com ramos abundantes e
curtos, opostos; as folhas sdo simples, opostas, eliptico-lanceoladas e pilosas; as

flores se apresentam reunidas em inflorescéncias capitulares nas cores roxa, rosada
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ou amarelo e branco, sendo a roxa a cor mais encontrada. Provavelmente originaria
da América tropical, também é encontrada no sul da Asia e tem ampla distribuicdo
na América do Sul. Possui um ciclo de vida anual com facil crescimento em clima
quente e apresenta resisténcia ao calor e a estiagem. E conhecida popularmente
como perpétua, amaranto-globoso, gonfrena e perpétua-roxa (EDWARD et al, 1999;
DI STASI; LIMA, 2002).

Figura 1 - Gomphrena globosa: a) escanerata do ramo com flores; b) escanerata com detalhe
da flor (Banco de imagens — Lafit Botu)

Estudos fitoquimicos de varias espécies de Gomphrena demonstraram que o

género abriga um vasto perfil de metabdlitos secundarios conhecidos. Em um
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trabalho, foi identificado um triterpeno no extrato bruto hexanico de Gomphrena
agrestis. Do extrato bruto etandlico desta planta foram isoladas e identificadas os
compostos: ecdisterdide, flavondide glicosilado, E-aurona glicosilada (E-3-O-d-
glucopyranosyl-4,5,6,4-tetrahydroxy-7,2-dimethoxyaurone) e derivados do acido
cinamico (FERREIRA et al., 2004). Num outro estudo com o extrato bruto hexanico
de Gomphrena claussenii foram isolados e identificados: triterpenos (olean-12-en-
3,11-dione e 3-oxo-11a,12a-epoxy-d-friedoolean-14-ene) e substancias aromaticas
nitrogenadas (aurantiamide e aurantiamide acetate). Do seu extrato bruto etandlico,
foram identificados os compostos: irisone B e kaempferol-3-O-b-d-glucopyranoside
(FERREIRA; DIAS, 2004).

O estudo histoquimico das folhas de Gomphrena arborescens demonstrou
que elas sao ricas em celulose, oxalato de calcio, proteinas, lignina e compostos
fendlicos, entre eles os flavonoides (CARVALHO; RIBEIRO, 2005)

Em outro trabalho foi realizado um estudo fitoquimico de trés variedades de
Gomphrena globosa, com extratos da planta in natura utilizando diversas técnicas
cromatograficas que permitiram o isolamento de diferentes classes de substancias.
As substancias identificadas foram: esterdides (estigmasterol, campesterol e R-
sitosterol), triterpendides (lupeol, R-amirina, amirina, taraxerona, taraxerol e
epitaraxerol), saponinas (estigmasta-5-en-3R3-O-D-glucopiranosideo, estigmasta-7-
en-33-O-D-glucopiranosideo), acido 3,4-dimetoxibenzéico, acido 4-metoxi-3-
hidroxibenzdico acido palmitico, alantoina, adenosina, 4 ,5-diidroxi-6,7-
metilenodioxiflavonol-3-O-3-D-Glicose, 4°,5-diidroxi-6,7 metilenodioxiflavonol, 2-
hidroximetil-uridina (ANDRE, 2004).

1.4 LIPOPOLISSACARIDEO (LPS)

O Lipopolissacarideo (LPS) é uma endotoxina bacteriana, sendo um potente
indutor de ativagcédo celular e capaz de induzir a secregdo de grande numero de
mediadores inflamatorios, incluindo citocinas, quimiocinas e mediadores lipidicos, no
qual tem fungdes chaves na migracao leucocitaria (KARIMA et al., 1999).

No tecido, ou na cavidade abdominal no caso das administracdes

intraperitoniais (i.p.), o LPS induz a exposi¢cdo de selectinas (P e E) de células
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endoteliais dos vasos. Essas selectinas se ligam a glicoproteinas de neutrdfilos e
monadcitos que, favorecidos pela inflamagéo local (principalmente pelo aumento da
permeabilidade vascular), migram para o tecido. Em geral, nas primeiras 6 h ocorre
a migracao macica de neutrdfilos (que representam a primeira linha de defesa da
imunidade inata), e posteriormente de mondcitos. Dessa forma o LPS também pode
ser utilizado como um modelo de inflamacdo, com recrutamento de neutrdfilos,
mondcitos e indugdo de producdo de citocinas (MARTIN, 1999; TASAKA et al.,
2003; BASIT et al., 2006)

Resumindo, a administracdo de LPS em um tecido ou cavidade é responsavel
pelo recrutamento de neutréfilos por selectina, ativagdo de macréfagos residentes e
producao de citocinas pro-inflamatérias: TNF-q, IL-1 e IL6 (YEH et al., 2007; REN et
al, 2008).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo deste trabalho consistiu em estudar a atividade antiinflamatéria do
extrato bruto hidroalcoolico das partes aéreas da planta Ghomphrena globosa em

dois modelos de inflamag¢do aguda em camundongos:

e Edema de pata induzido por carragenina.

¢ Inflamagao pulmonar aguda induzida por LPS.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Avaliar através do modelo de edema de pata, a agdo do extrato bruto
hidroalcoolico das partes aéreas da Ghomphrena globosa frente a carragenina

administrado por duas diferentes vias:
e Viaoral

e Via intraperitonial

b) Avaliar através do modelo de inflamagao pulmonar por LPS, a resposta do

extrato bruto hidroalcéolico das partes aéreas da Ghomphrena globosa.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 PROCESSO DE EXTRACAO

3.1.1 Material Botanico

O material vegetal (partes aéreas) de Gomphrena globosa (Amaranthaceae)
foi coletado em Ribeirdo Preto-SP (Campus da UNAERP) e a identificacdo botanica
foi efetuada pelo Prof. Dr. Josafa Carlos de Siqueira (PUC-RJ), sendo uma exsicata
depositada no Herbario Friburguense (Nova Friburgo-RJ), sob o numero de registro
SCAB 4050.

3.1.2 Obtencao do Extrato

Para o preparo do extrato bruto hidroalcdolico do material vegetal (partes
aéreas) foi seco em estufa com ar circulante (temperatura inferior a 50°C) e
pulverizado em moinho de faca. O po foi entdo submetido a extracdo exaustiva
(maceragao) utilizando a mistura etanol/agua (7:3, v/v) como solvente extrator, na
propor¢dao material vegetal/solvente extrator de 1:20 p/v. Apds remogéo do solvente

por rotaevaporacao e liofilizacdo obteve-se o extrato bruto hidroalcélico.

3.2 AVALIACAO FARMACOLOGICA

3.2.1 Animais
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Foram utilizados camundongos machos da linhagem Balb/c, adultos jovens,
com 06 semanas de idade, pesando 18,30 g + 1,25 provenientes do biotério da
Fazenda Bem-te-vi, Campinas, Sdo Paulo. Os animais foram mantidos em
condigdes controladas de temperatura (22-25°C), luminosidade (ciclo claro e escuro
de 12 horas), e umidade relativa (70%). A alimentagédo constou de agua “ad libitum”
e racdo em quantidades diarias de 4 a 5 g/camundongo (Purina Labina®, Séo Paulo,
Brasil).

Todos os procedimentos seguiram as normas estabelecidas pelo Colégio
Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA/91) e foram aprovados pelo Comité
de Etica em Pesquisa (CEP) da UNIVAP, protocolo n° A035/2006/CEP.

3.2.2 Avaliagédo do edema de pata

Para o ensaio da atividade antiedematogénica, foram utilizados 60
camundongos (n=5). A carragenina na dose de 500 pg/pata foi diluida em salina
estéril (0,9%), em um volume final de 50 pl, e injetado por via subcuténea (s.c.), no
coxim plantar da pata direita posterior dos camundongos, enquanto a pata esquerda
recebeu apenas salina estéril (50 pl, s.c.) como controle. Os grupos tratados

receberam:

*Extrato bruto hidroalcéolico de Ghomphrena globosa, em trés diferentes
doses (100 mg/kg, 250 mg/kg e 500 mg/kg), pela via oral (v.0.) com o uso de canula
(gavagem) ou pela via intraperitoneal (i.p.) conforme a etapa, diluidas em volume
constante de 100ul de salina estéril, administrado 30 minutos antes da aplicagao
intraplantar da carragenina

*Diclofenaco sbédico na dose de 10 mg/Kg por i.p., diluido em volume
constante de 100 ul de salina estéril, administrado 30 minutos antes da aplicagao

intraplantar da carragenina.
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O grupo controle carragenina recebeu igual volume de salina estéril (0,9%)
por v.0. ou i.p. conforme a etapa administrada 30 minutos antes da aplicacao
intraplantar da carragenina.

O edema de pata foi quantificado por pletismoégrafo (modelo 7150, Ugo Basile
Co. Varese, ltaly), de acordo com o método descrito por VAN ARMAN et al. em
1965, através da medida do volume da pata até a articulagao tibio-tarsica, sendo a
primeira medida realizada imediatamente antes da injecdo do agente irritante e as
demais determinadas nos seguintes tempos: 30 min, 1, 2 e 3 horas apos a inje¢ao
da carragenina. O edema foi expresso em porcentagem de acordo com o aumento
do volume da pata injetada com relagdo ao volume inicial. O volume final foi
determinado através da razao entre os volumes da pata experimental (injetada com
carragenina) e da pata controle (injetada com salina).

A acdo antiedematogénica do extrato bruto e do diclofenaco sodico foi

expressa em porcentagem de inibicdo do edema, de acordo com a férmula:

% de Inibicao = (1-Et/Ec) x 100, em que Et e Ec representam a porcentagem

do edema das patas nos grupos tratados e controle, respectivamente.

Para a realizagcdo do modelo experimental de edema de pata foram utilizadas
trés etapas:

a) Curva dose efeito antiedematogéncio do extrato v.o.:

*Grupo controle: Carregenina (salina estéril 0,9%, v.0.) apds 30 minutos
receberam injegao intraplantar de carragenina.

*Grupo extrato 100: Extrato (100 mg/kg, v.0.), apés 30 minutos receberam
injecao intraplantar de carragenina.

*Grupo extrato 250: Extrato (250 mg/kg, v.0.), apdés 30 minutos receberam
injecao intraplantar de carragenina.

*Grupo extrato 500: Extrato (500 mg/kg, v.0.), apés 30 minutos receberam
injecao intraplantar de carragenina.

b) Curva dose efeito antiedematogéncio do extrato i.p.:

*Grupo controle: Carregenina (salina estéril 0,9%, i.p.) apés 30 minutos

receberam injec&o intraplantar de carragenina.
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*Grupo extrato 100: Extrato (100 mg/kg, i.p.), apds 30 minutos receberam
injecao intraplantar de carragenina.

*Grupo extrato 250: Extrato (250 mg/kg, i.p.), apds 30 minutos receberam
injecao intraplantar de carragenina.

*Grupo extrato 500: Extrato (500 mg/kg, i.p.), apds 30 minutos receberam

injecao intraplantar de carragenina.

c) Analise do efeito antiedematogénico do extrato na dose mais efetiva

das vias v.o. e i.p. versus o diclofenaco soédico:

*Grupo controle: Carregenina (salina estéril 0,9%, i.p.) apés 30 minutos
receberam injec&o intraplantar de carragenina.

*Grupo extrato v.o.: Extrato (Dose v.0. com melhor efeito
antiedematogénico), apos 30 minutos receberam injegao intraplantar de carragenina.

*Grupo extrato i.p.: Extrato (Dose i.p. com melhor efeito
antiedematogénico), apés 30 minutos receberam inje¢ao intraplantar de carragenina.

*Grupo diclofenaco sédico: Diclofenaco sodico (10 mg/kg, i.p.), apds 30

minutos receberam injegao intraplantar de carragenina.

3.2.3 Efeito antiinflamatorio do extrato em modelo de inflamag&o pulmonar aguda
induzido por LPS

3.2.3.1 Inducgao da inflamacgao pulmonar aguda induzido por LPS e avaliagao
farmacologica do extrato

Sob anestesia inalatéria (Halotano), o LPS de Escherichia coli sorotipo 055:
BS (Sigma) foi instilado por via intranasal (i.n.) com o auxilio de uma micropipeta
automatica de 100 ul, na dose de 0,5 mg/kg do peso corporal, diluido em 60 pl de

salina estéril.
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Os grupos tratados receberam:

*Extrato bruto hidroalcéolico de Ghomphrena globosa, em trés diferentes
doses (100 mg/kg, 250 mg/kg e 500 mg/kg) administradas por via i.p., diluidas em
volume constante de 100 ul de salina estéril, administradas 30 minutos antes da

instilagdo nasal do LPS.

*Dexametasona na dose de 5 mg/kg por via i.p. diluida em volume constante
de 100 pl de salina estéril, administrada 30 minutos antes da instilagdo nasal do
LPS.

Os grupos controle e LPS receberam igual volume de salina estéril (0,9%) por
i.p., administrado 30 minutos antes da instilacdo nasal de salina estéril (0,9%) e LPS
respectivamente.

A acédo antiinflamatodria do extrato bruto e da dexametasona foi expressa em
porcentagem de reducédo do influxo celular ou niveis de IL-12, de acordo com a

formula:

% de redugao = (1-Vt/Vc) x 100, em que Vit e Vc representam a média dos

valores obtidos nos grupos tratados e controle, respectivamente.

Para o ensaio, foram utilizados 42 camundongos (n=7), divididos em seis

grupos:

*Grupo controle: Salina estéril 0,9% i.p, apds 30 minutos receberam
salina estéril 0,9% (60 pl, i.n.)

*Grupo LPS: Salina estéril 0,9% i.p, apés 30 minutos receberam LPS
(0,5mg/kg, i.n.).

*Grupo dexametasona: Dexametasona (5 mg/kg, i.p.), apés 30 minutos
receberam LPS (0,5 mg/kg, i.n.).

*Grupo extrato 100: Extrato (100 mg/kg, i.p.), apés 30 minutos receberam
LPS (0,5 mg/kg, i.n.)..

*Grupo extrato 250: Extrato (250 mg/kg, i.p.), apés 30 minutos receberam
LPS (0,5 mg/kg, i.n.).
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*Grupo extrato 500: Extrato (500 mg/kg, i.p.), apés 30 minutos receberam
LPS (0,5 mg/kg, i.n.).

3.3 PROTOCOLO DE ANESTESIA E EUTANASIA.

Vinte e quatro horas apds a administragéo i.n. de LPS ou salina estéril (0,9%),
os animais foram anestesiados i.p. com ketamina 150 mg/kg e xilazina 65 pg/kg.
Apds a coleta do LBA os animais foram sacrificados com solugédo de Cloreto de

Potassio (10%) administrado por via intracardiaca.

3.4 COLETA DO LBA.

Os animais foram anestesiados e posteriormente traqueostomizados e
canulados com um cateter de polietileno conectado a um dispositivo de trés vias. Os
pulmdes foram lavados trés vezes com 0,5 ml de PBS (1,5 ml). Do volume de 1 ml
recuperado do LBA foram retirados 20 yL de cada amostra, os quais foram diluidos
em 380 uL de solugédo de Turk (azul de metileno 0,5% em 30% de acido acético
glacial), para a contagem do numero total de células presentes no LBA, sendo a
contagem feita em camara de Neubauer, utilizando-se critérios morfocitolégicos. O
volume restante do LBA foi centrifugado a uma temperatura de 4°C e a uma
velocidade de 1000 rpm durante 10’ (minutos). O sobrenadante do LBA foi coletado
e armazenado a uma temperatura de - 80°C para futuras analises. O botdo de
células foi ressuspendido em 0,98 ml de PBS (NaCl 0,15M, 5mM de tampao fosfato
de sodio pH 7,4) e deste, quatro amostras de 200 ul foram colocadas em uma
citocentrifuga na qual foram processadas a uma velocidade de 500 rpm durante 10’
(minutos), o material resultante foi colocado em laminas e corado com Instant-Prov
(Newprov) essas laminas foram utilizadas para a contagem diferencial das células
utilizando-se critérios morfocitologicos. Foram contadas 100 células em cada uma

das laminas.
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3.5 DETERMINACAO DE IL-12

A citocina IL-12 de perfil Th1 foi dosada pelo método ELISA sandwich.
Utilizou-se um anticorpo monoclonal (ac de rato anti-citocina de camundongo) de
deteccdo biotinilado, uma enzima, a Streptavidin-HRP (“Horsedishperoxidase”) e o
peroxido de hidrogénio com tetrametilbenzidina (TMB) como revelador. Foi
adicionada solucéo de parada (HCI 1N).

O ensaio foi feito de acordo com as instrugdes do fabricante do método ELISA
Mouse Cytoset™ (BioSource™ Belgium). As amostras foram lidas em 450 nm, no
leitor de ELISA pQuant™ (Biotek Instruments Inc., USA).

3.6 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram apresentados como média + desvio padrdo. As
diferencas entre as médias foram analisadas utilizando-se analise de variancia
(ANOVA) com pos-testes de Tukey.

Foi utilizado o Software GraphPad PRISM, GraphPad software Inc. (San

Diego, CA, USA). Resultados foram considerados significativos quando p< 0,05.
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4 RESULTADOS
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4 RESULTADOS

4.1 ATIVIDADE ANTIEDEMATOGENICA

4.1.1 Edema de pata induzido pela carragenina

A administracdo de carragenina nas patas dos camundongos promoveu um
aumento progressivo do volume das patas que foi mensurado a partir de 30 min

apos a aplicacao do agente irritante, apresentando pico maximo na 32 hora.

A figura 2 ilustra o efeito antiedematogénico do extrato em trés diferentes

doses v.o. frente ao estimulo da carragenina.

350
3004 Bl Carragenina
T * Bl Extrato 100 mg/Kg oral
< 2907 T ¢ [ Extrato 250 mg/Kg oral
< *
g 200+ L Hl Extrato 500 mg/Kg oral
8 1501 ¥
L
100+
*
50
0_

30 min 60 min 120 min 180 min
Tempo (min)

Figura 2: Avaliacdo da atividade antiedematogénica do extrato bruto hidroalcdolico da
Gomphrena globosa em trés diferentes doses: 100 250 e 500 mg/kg via oral, administrados meia hora
antes da injegdo de 0,50 pg/pata de carragenina. Os dados representam a média + DP, n = 05, * p <

0.05 quando comparado com o grupo carragenina.

Ao compararmos as trés doses do extrato v.o., realizadas 30 minutos antes
da indugdo do edema por carragenina, observou-se que a dose de 100 mg/kg do
extrato administrada por v.0. no periodo de 2 e 3 horas apresentou um efeito

antiedematogénico estatisticamente significativo quando comparado com o grupo
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controle carragenina (*p<0,05) de 13,88 % e 16,10 % respectivamente. Nos periodos
de 30 min e 1 hora, esta dose ndo apresentou um efeito antiedematogénico
estatisticamente significativo em relagédo ao grupo controle carragenina. Enquanto a
dose de 250 mg/kg v.o. nos periodos de 1, 2 e 3 horas apresentou um efeito
antiedematogénico em relagdo ao grupo controle carragenina de 18,42%, 24,30% e
20,61% respectivamente, ndo sendo significativo no periodo de 30 minutos. Ja a
dose de 500 mg/kg v.o. nos periodos de 30 min, 1, 2 e 3 horas em relagdo ao grupo
controle carragenina apresentou um efeito antiedematogénico de 35,56%, 21,04%,
36,14% e 28,28% respectivamente.De acordo com esses resultados, foi
determinada a dose de 500 mg/kg de extrato v.o. como a dose que apresentou

melhor efeito antiedematogénico frente ao estimulo induzido pela carragenina.

A figura 3 ilustra o efeito antiedematogénico do extrato em trés diferentes

doses i.p. frente ao estimulo da carragenina.
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Figura 3: Avaliacdo da atividade antiedematogénica do extrato bruto hidroalcdolico da
Gomphrena globosa em trés diferentes doses: 100 250 e 500 mg/kg via i.p. administrados meia hora
antes da injegdo de 0,50 ug/pata de carragenina. Os dados representam a média xDP, n = 05, * p <
0.05 quando comparado com o grupo carragenina.

Ao compararmos as trés doses do extrato i.p., realizadas 30 minutos antes da
inducdo do edema por carragenina, observou-se que todas as doses do extrato
administradas por i.p. em 30 min, 1, 2 e 3 horas apresentaram um efeito
antiedematogénico estatisticamente significativo quando comparado com o grupo
controle carragenina (*p<0,05). A dose de 100 mg/kg i.p. nos periodos de 30 min, 1,
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2 e 3 horas apresentou um efeito antiedematogénico em relagdo ao grupo controle
carragenina de 39,84%, 21,78%, 17,44% e 25,87% respectivamente. Enquanto a
dose de 250 mg/kg i.p. nos periodos de 30 min, 1, 2 e 3 horas apresentou um efeito
antiedematogénico em relagdo ao grupo controle carragenina de 40,34%, 24,13%,
23,29% e 32,87% respectivamente. Ja a dose de 500 mg/kg i.p. nos periodos de 30
min, 1, 2 e 3 horas em relagéo ao grupo controle carragenina apresentou um efeito
antiedematogénico de 40,64%, 25,85%, 33,26% e 58,34% respectivamente.

De acordo com esses resultados, foi determinada a dose de 500 mg/kg de
extrato i.p. como a dose que apresentou melhor efeito antiedematogénico frente ao

estimulo induzido pela carragenina.

A figura 4 ilustra o efeito antiedematogénico do extrato para as duas
diferentes vias, a v.0. e a i.p. versus o diclofenaco sddico, frente ao estimulo da

carragenina na dose que apresentou melhor resultado nas etapas anteriores.
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Figura 4: Avaliagdo da atividade antiedematogénica do extrato bruto hidroalcéolico da Gomphrena
globosa na dose de 500 mg/kg pelas duas diferentes vias de administracéo, oral e i.p. versus o
Diclofenaco sédico (10 mg/kg, via i.p.) administrados meia hora antes da inje¢do de 0,50 ug/pata de
carragenina. Os dados representam a média = DP, n = 05, * p < 0.05 quando comparado com o
grupo carragenina.

Ao compararmos a dose de 500 mg/kg do extrato por v.o. e i.p. em relagdo ao
diclofenaco sédico (10 mg/kg i.p.) realizada 30 minutos antes da indugdo do edema
por carragenina, observou-se que o extrato v.o. (500 mg/kg) no periodo de 30 min, 1
,2 e 3 horas apresentou um efeito antiedematogénico estatisticamente significativo

quando comparado com o grupo controle carragenina (*p<0,05) de 34,00%, 18,52%,
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33,87% e 26,05% respectivamente. Enquanto o extrato i.p. (500 mg/kg) nos
periodos de 30 min, 1, 2 e 3 horas apresentou um efeito antiedematogénico
estatisticamente significativo quando comparado com o grupo controle carragenina
(*p<0,05) de 39,01%, 21,27%, 31,58% e 51,24% respectivamente. Ja o diclofenaco
sédico (10 mg/kg, i.p.) nos periodos de 30 min, 1, 2 e 3 horas apresentou um efeito
antiedematogénico estatisticamente significativo quando comparado com o grupo
controle carragenina (*p<0,05) de 40,30%, 22,66%, 38,28% e 58,92%
respectivamente.

De acordo com esses resultados, determinou-se que a via ip. de
administracdo do extrato, foi a que apresentou o melhor efeito antiedematogénico
frente ao estimulo induzido pela carragenina, com agdo semelhante ao diclofenaco

sodico (10 mg/kg i.p.)

4.2 ATIVIDADE ANTIINFLAMATORIA

4.2.1 Inflamagao pulmonar aguda por LPS

As figuras 5 e 6 ilustram o efeito do extrato em trés diferentes doses i.p. sobre

a migracgao celular no LBA ap6s a indugao com LPS.
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Figura 5: Efeito do extrato bruto hidroalcéolico da Gomphrena globosa em trés diferentes
doses: 100 250 e 500 mg/kg via i.p., administrados meia hora antes da instilagao de 0,5 mg/kg i.n. de
LPS sobre o numero de células totais no LBA. Os dados representam a média + DP, n = 05, * p <
0.05 quando comparado com o grupo LPS.
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Figura 6: Efeito do extrato bruto hidroalcéolico da Gomphrena globosa em trés diferentes
doses: 100 250 e 500 mg/kg via i.p., administrados meia hora antes da instilagao de 0,5 mg/kg i.n. de
LPS sobre o numero de neutrofilos no LBA. Os dados representam a média + DP, n = 05, * p < 0.05
quando comparado com o grupo LPS.

Observou-se que todos os grupos desafiados pelo LPS e tratados com o
extrato nas trés doses (100, 250 e 500 mg/kg i.p.) ou dexametasona (5 mg/kg i.p.),
tiveram reducgdo estatisticamente significativa do numero de células totais e
neutréfilos no LBA em relagdo ao grupo LPS (*p<0,05). As doses do extrato i.p. de
100, 250 e 500 mg/kg apresentaram uma redugdao em relagdo ao grupo LPS de
28,57%, 28,57% e 36,81% respectivamente do numero de células totais no LBA e
reduziram em 28,68%, 32,95% e 47,56% respectivamente o numero de neutrdéfilos
no LBA em relagdo ao grupo LPS. Ja a dexametasona (5mg/kg i.p.) reduziu em
66,66% o numero de células totais no LBA, enquanto em relagdo ao numero de
neutréfilos observou-se uma redugéo de 69,56% em relagao ao grupo LPS.

Com os resultados podemos determinar que a dose de 500 mg/kg i.p. do
extrato foi a que melhor apresentou redugdo no processo de migragédo celular no
LBA. No entanto, esta dose ndo apresentou uma redugdo préxima aos niveis da
dexametasona (5 mg/kg i.p.).
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A figura 7 ilustra o efeito do extrato em trés diferentes doses i.p. em relagéo

aos niveis de IL-12 no LBA apés a indugdo com LPS.
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Figura 7: Efeito do extrato bruto hidroalcoolico da Gomphrena globosa em trés diferentes
doses: 100, 250 e 500 mg/kg, via i.p., administrados meia hora antes da instilagao de 0,5 mg/kg i.n.
de LPS em relagéo aos niveis de IL-2 no LBA. Os dados representam a média + DP, n = 05, * p <
0.05 quando comparado com o grupo LPS.

Observou-se que todos os grupos desafiados pelo LPS e tratados com o
extrato nas trés doses (100, 250 e 500 mg/kg i.p.) ou dexametasona (5 mg/kg i.p.)
promoveram uma reducao estatisticamente significativa dos niveis de IL-12 no LBA
quando comparadas com o grupo LPS (*p<0,05). A dose de 100, 250 e 500mg/kg do
extrato i.p. reduziram os niveis de IL-12 no LBA em 26,48%, 43,42% e 48,91%
respectivamente quando comparadas com o grupo LPS. Enquanto a dexametasona
(5mg/kg i.p.) apresentou uma reducgao de 93,94% quando comparada com o grupo
LPS.

Vemos pelos resultados que novamente a dose de 500 mg/kg i.p. do extrato
foi a que melhor apresentou redugao dos niveis de IL-12 no LBA, mas também né&o

apresentou uma redugdo proxima aos niveis da dexametasona (5 mg/kg i.p.).
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5 DISCUSSAO

O uso de plantas medicinais, de forma de varios fitoterapicos ou isolada,
como farmacos antiinflamatérios e analgésicos na medicina popular € uma pratica
comum, proporcionando alivio de sintomas comparavel aquele obtido com
medicamentos alopaticos, embora na maioria das vezes os principios ativos das
plantas sejam desconhecidos (ABAD et al., 1996; MCCURLEY; SCULLY, 2005).

Desta forma um crescente numero de estudos relacionados a atividade
antiinflamatdria, antimicrobiana, antitumoral e citotoxica de algumas espécies
vegetais encontradas no Brasil tem sido realizado (HOLETZ et al., 2002)

A maioria dos farmacos clinicamente importantes para o tratamento de varias
doencas inflamatérias pertence a classes quimicas: nao-esteroidais ou esteroidais.
Embora estes farmacos tenham atividade poderosa, eles possuem varios e severos
efeitos adversos.

Embora a utilizagdo destas plantas tenha uma tradicdo, e seus usos
medicinais e seguranga sejam bem conhecidos pelos povos nativos, torna-se
necessario a realizagdo de um maior numero de estudos cientificos para testar sua
eficacia, propriedades e limitacbes (ABAD et al., 1996). Assim, a avaliagdo dos
efeitos farmacoldgicos de extratos brutos vegetais deve ser utilizada como uma
estratégia de pesquisa légica para a busca de novas moléculas (JAVAN et al., 1997;
ORTHOLAND; GANESAN, 2004). Como exemplo podemos citar o estudo de
algumas plantas, as quais possuem uma ampla variedade de constituintes ativos na
sua composi¢cdo, bem como diversas atividades biolégicas. Tais como o
isoflavonodide pterocarpano ericristagalina, isolado da espécie Erythrina mildbraedii
(Fabaceae), que apresentou atividade antioxidante, atuando de forma inibitéria no
metabolismo do acido araquiddnico via lipoxigenase-5, promovendo a redugédo do
edema de pata induzido pela carragenina em camundongos (NJAMEN et al., 2003).

Protocolos experimentais nos quais o processo inflamatério € induzido
agudamente, tém sido utilizados para estudos desta reagdo, abordando a
participacdo de mediadores quimicos de diferentes tipos celulares, além de
possibilitar a avaliagao de farmacos com suposta atividade antiinflamatéria. Entre os
modelos pode-se citar: indugdo de edema de pata, pleurisia, bolsa de ar no dorso e
artrite (UETRECHT, 2006; SURALKAR et al., 2008).
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O edema de pata induzido pela carragenina foi originalmente descrito em
ratos por WINTER et al. (1962), no entanto, tem se observado um perfil semelhante
de atividade antiinflamatéria na resposta em camundongos (SUGISHITA et al.,
1981). Este teste caracteriza-se pela injegao intraplantar de um polissacarideo de
origem marinha, a carragenina, que gera um quadro de inflamagdo aguda e é
caracterizado pela liberacao sequencial de mediadores inflamatérios. Durante os 60
minutos (fase inicial) possivelmente ocorre a liberagdo de histamina e serotonina. A
segunda fase, que se estende até aproximadamente 150 minutos caracteriza-se
pela liberagdo de bradicinina. Na terceira fase, até os 360 minutos (fase de edema
persistente), ocorre a producédo local de PGs (DI ROSA; WILLOUGHBY, 1971,
POSADAS et al. , 2004).

O processo de inibicAio do edema causado por carragenina envolve
mecanismo relacionado com a sintese de PGg, sendo comparavel a agao exercida
pelo AINE. A via da COX é inibida por antiinflamatérios ndo esterdides impedindo a
formacéo de PGs. O farmaco padrao de referéncia para nosso modelo experimental
foi o diclofenaco sodico, um AINE consagrado na terapéutica cuja acéo
reducdo da liberagdo dos derivados do acido aracdbnico com afinidade para
isoformas COX-1 e COX-2 (BURITOVA et al., 1995; BOTTING, 2006).

No nosso estudo de edema de pata pela carragenina a redugcéo do processo
edematogénico nos grupos de animais que receberam o extrato foi observada em
todos os tratamentos Estas reducdes foram do tipo dose- dependente. Com isso,
podemos pensar que seja provavel que um dos mecanismos de agdo dos
constituintes do extrato bruto hidroalcéolico das partes aéreas de Gomphrena
globosa neste modelo, poderia estar relacionada a inibicdo da COX, porém mais
testes sdo necessarios para comprovar esta hipotese. NETO et al (2005) num
estudo com extrato bruto da raiz da Pfaffia glomerata que pertence a mesma familia
da Gomphrena globosa (Amaranthaceae) mostrou resultado semelhante para este
modelo de inflamacao.

As vias administradas apresentaram uma resposta diferenciada frente ao
ensaio adotado. Ao compararmos a dose que apresentou melhor efeito
antiedematogénico no pico do edema (180 min.), para as duas vias de administragéao
do extrato (500 mg/kg v.o. e i.p.) frente ao diclofenaco sddico (10 mg/kg i.p.),

observou se que a via i.p. foi a que promoveu maior redugdo do edema, semelhante
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ao farmaco. As diferencas obtidas em relagdo as vias de administracdo do extrato
bruto hidroalcéolico de Gomphrena globosa devem-se possivelmente a
metabolizagdo dos compostos ativos que estes sofrem no organismo, envolvendo
aspectos relacionados a absorgao e biodisponibilidade dos mesmos.

Quando se administra um farmaco por v.o., sua absor¢cdo pelo tubo
gastrintestinal e, consequentemente, sua concentragdo sanguinea, sdo dependentes
de varios fatores, como solubilidade, pKa do farmaco, circulagdo entero-hepatica
(Primeira Passagem), tamanho da particula, natureza quimica, forma farmacéutica,
efeitos do fluido gastrointestinal, metabolismo preé-sistémico e liberagdo imediata ou
lenta. J& quando se compara com a i.p., onde a cavidade peritoneal oferece grande
superficie de absorcdo a partir da qual as substincias entram rapidamente na
circulagao, observa-se uma menor influéncia desses fatores e uma absor¢cao mais
rapida do farmaco por esta via (MOURA; REYES, 2002). E possivel que alguns
desses fenbmenos possam ter ocorridos, resultando na perda parcial ou total de
alguns dos componentes do extrato bruto, principalmente na via oral, reduzindo a
sua poténcia, refletindo assim nos resultados obtidos.

O modelo animal induzido pela administracdo de LPS pela via intranasal (i.n.)
para estudos de inflamagdo, apresenta caracteristicas autolimitantes, influxo de
neutrofilia alveolar, massivo recrutamento de granul6citos em LBA e eliminagcéo de
faléncia em outros érgaos (SZARKA et al., 1997; MATUTE-BELLO et al., 2008).

No nosso estudo, redugdes significativas do tipo dose-dependente da
migragcdo de células totais e neutrdfilos para o LBA foram observadas nos
camundongos tratados com o extrato bruto hidroalcoolico de Gomphrena globosa no
modelo de inflamagdo pulmonar aguda induzida por LPS. Os mecanismos
envolvidos no recrutamento celular sdo complexos e dependem da acido de
substancias quimicas geradas ou secretadas no decorrer do processo, que
modificam a hemodinamica dos vasos da microcirculagdo proximas a area lesada e
induzem alteragbes morfolégicas, bioquimicas e funcionais nos leucécitos
circulantes e em células que compdem a parede vascular e o intersticio (ESCHE et
al., 2005). Neste contexto, a expressdo sequencial de moléculas de ades&o nos
diferentes tipos celulares envolvidos no processo divide as interacdes célula-célula,
responsaveis pela migragao celular.

As citocinas e quimiocinas influenciam na maturacao e diferenciagdo das

células, tanto do sistema imune inato quanto do adaptativo (TRIPATHI et al., 2008)
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Linfécitos Th1 e Th2 se desenvolvem a partir de células T helper indiferenciadas e
varios fatores contribuem para esta diferenciagdo como, por exemplo, o tipo de
célula apresentadora de antigeno, a natureza dos sinais co-estimulatérios, via e
dose de administracdo do antigeno e presenca de citocinas (GUMY et al., 2004). A
citocina inflamatdria IL-12 tem caracteristicas multifuncionais com propriedades que
fazem a ponte entre o sistema imune inato e adaptativo, agindo como a chave
reguladora das respostas imunomediadas por células, através da indugdo da
diferenciagdo de células Th1. A polarizagdo para Th1 é otimizado por interferon-
gama o qual aumenta a expressdo de receptores para IL-12, além de inibir o
desenvolvimento de células Th2 (TRICHIERI, 1995; DEL VECCHIO et al., 2007).

Vimos que o mesmo resultado ocorreu no ensaio dos niveis de IL-12 onde
todos os grupos tratados com o extrato tiveram uma redugéo significativa dos niveis
de IL-12 no LBA, sendo estas redugdes do tipo dose-dependente, com possivel agao
de flavondides, que devam estar na fitoquimica do extrato. . O mediador foi
escolhido devido ao fato que Melo et al. (2005) mostrou que o extrato bruto da
Eleusine indica (Poaceae) na dose de 400 mg/kg inibiu em 98,00 % o recrutamento
de neutrdéfilos no pulmao de camundongos expostos ao LPS, num outro trabalho a
Hipericina, o componente ativo do Hypericum perforatum, inibiu significativamente
de forma dose-dependente a producdo de IL-12 na ativacdo de macrofagos pelo
LPS em camundongos, sendo a agao através da inibicdo da ativacdo do gene
promotor da IL-12 ( KANG et. al, 2001)

Os resultados obtidos no nosso modelo corroboram para a hipétese de que a
acdo do extrato possa estar ligada a um efeito imunomodulatério, inibindo
fendmenos imunoldgicos que ocorram no processo de inflamagdo pulmonar aguda
por LPS, podendo-se relacionar a agao de flavondides, que provavelmente fazem
parte dos compostos do extrato, sendo necessarios mais estudos para confirma-la.
Varias plantas através de seus metabdlitos possuem efeito antiinflamatério em
patologias como, por exemplo, sepse, artrite e asma, sendo que na maioria dos
estudos os constituintes ativos atuam modulando a inibicdo da sintese de moléculas
de adesao ou sua agao ou as citocinas associadas as vias de sinaliza¢ao intracelular
e quimiocinas de forma inibitoria (CALIXTO et al.,2004).

Todas as caracteristicas observadas na inflamacdo pulmonar e a sua
desregulacéo fisioldgica sdo o resultado final dos eventos moleculares e celulares

envolvidos na sensibilizagdo. A inflamagédo pulmonar envolve o recrutamento e a



45

ativacdo de células inflamatérias e mudancgas nas células estruturais do pulmao.
Caracteristicamente, ha expressao aumentada de diversos mediadores envolvidos
na complexa trama de reagdes inflamatérias, incluindo citocinas, quimiocinas,
fatores de crescimento, enzimas, receptores e moléculas de adesao (LUKAS et al.,
1999)

Os glicocorticoides podem suprimir a inflamagéo pelo aumento da sintese de
varias proteinas antiinflamatorias, entre elas a lipocortina-1, que tem um efeito
inibitério na fosfolipase-A; inibindo a producdo de mediadores lipidicos, tais como
leucotrienos, prostaglandinas e fator ativador de plaquetas. Inibem a transcrigcdo de
varias citocinas que sao relevantes na resposta inflamatéria e quimiocinas que
atraem as células inflamatdrias ao local de inflamagao (DAMIANI et al, 2001).Todos
0S ensaios nao apresentaram acdo semelhante ao grupo que teve administragao da
dexametasona (5 mg/kg i.p), provavelmente por ser tratar de um farmaco com
potente efeito antiinflamatério e antialérgico que promove um bloqueio precoce dos

eventos da cascata da inflamacao.
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CONCLUSAO
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6 CONCLUSAO

Este trabalho mostra que o extrato bruto hidroalcoolico das partes aéreas de
Gomphrena globosa pelas vias de administracao utilizadas, possui constituintes
ativos com atividades antiinflamatérias, tanto no modelo experimental de edema de
pata pela carragenina, como da inflamag¢do pulmonar aguda por LPS, sugerindo
suas potencialidades para fins terapéuticos. Os resultados vao de encontro com as
informacdes sobre os usos populares do género Gomphrena. Devido a importancia
de se descobrir novos farmacos a baixo custo para o tratamento das afeccdes
inflamatdrias, a planta em estudo vem se somar como um possivel fitoterapico,
porém estudos aprofundados devem ser realizados, principalmente relativos a
toxicidade.

Indica-se desta forma, que futuramente seja realizado a determinagéo do
perfil cromatografico do extrato, com o isolamento de seus constituintes ativos e a
realizacéo de novos experimentos para melhor entendimento da agao biolégica do

extrato e seu uso terapéutico de forma segura.
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CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n.° A035/2006/CEP, intitulado
“Efeito do tratamento com extratos de Pdffia glomerata em hiperreatividade
pulmonar induzida por LPS em camundongo”, sob a responsabilidade do Prof.
Dr. Wellington Ribeiro, estd de acordo com a Lei 11977/2005 (SP), os
Principios Eticos na Experimentagio Animal (COBEA/1991), e as Normas Para
a Pratica Didatico-Cientifica da Vivissecgdo de Animais (Lei 6638/1979) sendo,
portanto, aprovado por esta Comissdo de Etica em Pesquisa.

Informamos que o pesquisador responsavel por este Protocolo de
Pesquisa devera apresentar a este Comité de Etica um relatério das atividades

desenvolvidas no periodo de 12 meses a contar da data de sua aprovagao.
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