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RESUMO

Clusia nemorosa, conhecida popularmente como “pororoca”, € empregada na
medicina popular como antiinflamatério e analgésico, porém nao ha registros
cientificos que confirmem esta observacdo. Assim, motivados por esta informacao,
no presente estudo avaliamos o efeito antiinflamatério do extrato hexanico obtido da
casca e da folha de Clusia nemorosa utilizando diferentes modelos experimentais.
No modelo de inflamagao aguda induzida por carragenina, os extratos da casca e da
folna foram capazes de inibir o acumulo de neutréfilos na cavidade pleural de
camundongos no tempo de 4 h. Além disso, ambos os extratos reduziram de
maneira significativa os niveis de TNF-alfa no fluido pleural de animais estimulados
com carragenina. Entretanto, in vitro apenas o extrato hexanico da folha foi capaz de
demonstrar um efeito direto sobre estas células por inibir a quimiotaxia de neutrdéfilos
humanos purificados estimulados por CXCL1. Esta inibicdo na motilidade celular
parece nao ser relacionada a eventos de morte, pois a analise realizada por
citometria de fluxo revelou que a incubacdo dos neutréfilos humanos com os
extratos nao foi capaz de interferir com a viabilidade destas células. No modelo de
inflamacéao alérgica, somente o extrato hexanico da casca suprimiu o recrutamento
de eosinodfilos para o espago pleural apds desafio antigénico em animais ativamente
sensibilizados no tempo de 24 h. Analise da expressao génica de proteinas
relacionadas ao processo alérgico (IL-5 e CCL11) revelou que o extrato da casca
também inibiu de maneira significativa a producao de RNA mensageiros para IL-5 e
CCL11. No modelo de inflamagéo crénica com formagéao de granuloma induzido por
implantes de algodao, observamos que o extrato hexénico da casca foi o que
apresentou maior capacidade de inibicdo da formagdo do tecido granulomatoso.
Assim, este conjunto de resultados sustenta o uso popular do extrato obtido de
Clusia nemorosa, além de indicar que diferentes partes (casca e folha) desta planta
podem torna-se uma potencial fonte de substdncias com propriedades
antiinflamatarias.

Palavras-chave: Clusia nemorosa, inflamagao, alergia.



ABSTRACT

Clusia nemorosa, popularly known as "pororoca" is used in folk medicine as
anti-inflammatory and analgesic. However, until the moment, do not has scientific
records to confirm this observation. Thus, motivated by this information, in the
present study we evaluated the anti-inflammatory effect of the hexane extract
obtained from the bark and leaf of Clusia nemorosa using different experimental
models. In the model of acute inflammation induced by carrageenan, the extract of
the bark and leaf were able to inhibit the neutrophil accumulation in the pleural cavity
after 4 h of stimulation. In addition, both extracts significantly reduced the levels of
TNF-alpha in pleural fluid of animals stimulated with carrageenan. However, in the in
vitro studies, only the hexane extract of the leaf was able to demonstrate a direct
effect on these cells by inhibiting the chemotaxis of purified human neutrophils
stimulated with CXCL1. This inhibition in the cell motility do not seems to be related
to events of death, because the analysis by flow cytometry revealed that incubation
of human neutrophils with the extracts was not able to interfere with the viability of
these cells. In the model of allergic inflammation, only the hexane extract of the bark
suppressed the recruitment of eosinophils into the pleural cavity 24 h after antigen
challenge in actively sensitized animals. Analysis of gene expression of proteins
associated with allergies (IL-5 and CCL11) showed that the bark extract also
significantly inhibited the production of messenger RNA for IL-5 and CCL11. In the
model of chronic inflammation with granuloma formation induced by cotton implants,
we observed that the hexane extract of the bark showed the greatest ability to inhibit
the formation of granulomatous tissue. Thus, this set of results supports the popular
use of the extract obtained from Clusia nemorosa, and indicates that different parts
(bark and leaf) of this plant can become a potential source of substances with anti-
inflammatory properties.

Key words: Clusia nemorosa, inflammation, allergy.
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1 INTRODUCAO

O processo inflamatério pode ser definido como uma resposta dos
tecidos vascularizados contra estimulos lesivos, estando acompanhado de sinais
clinicos caracteristicos como calor, rubor, edema, dor e perda da funcgao.
Historicamente, a inflamagéo tem sido denominada aguda ou crénica, dependendo
da persisténcia da lesdo, dos sintomas clinicos e da natureza da resposta
inflamatéria (BAUTISTA, 2003). E sabido que as doencas alérgicas s&o
consideradas desordens inflamatérias capazes de causar, em individuos pré-
dispostos, respostas imunes locais ou sistémicas levando em alguns casos ao 6bito
(LEUNG, 1998). No caso de respostas de hipersensibilidade Tipo 1 estas alteracdes
sdo causadas a partir de um contato primario com antigenos presentes no meio
ambiente gerando respostas imunes especificas induzindo, na maioria dos casos, a
producdo de anticorpos do tipo IgE. ApoOs re-exposi¢cao, o antigeno interage com
estas imunoglobulinas, fixado na superficie de células alvo, resultando na liberagéo
de um vasto perfil de mediadores responsaveis pelo aparecimento do quadro
alérgico (PAWANKAR, 2007). Diferentes autores apontam para um aumento na
prevaléncia das alergias, sobretudo nos ultimos 30 anos, com destaque para a
asma, rinite e dermatite atépica (LARCHE et al., 2003; COOKSON, 2004). Estas
doengas alérgicas constituem um problema comum de saude nas sociedades
ocidentais, proporcionando uma reducdo na qualidade de vida e desempenho
profissional principalmente nos paises em desenvolvimento (SHAKOORY et al.,
2004). Dentre as terapias de escolha para a inflamagdo destacam-se os
glicocorticéides e os farmacos antiinflamatérios nao-esteroidais. No entanto,
levando-se em conta seus efeitos colaterais € de grande relevancia a busca por

novas estratégias terapéuticas (SILVA, 2006).

Os produtos naturais mostram-se como uma promissora fonte de
obtencdo e desenvolvimento de modernas estratégias terapéuticas. Por este e
outros motivos, pesquisas que buscam conhecer a atividade farmacolégica de
interesse nos extratos e/ou fragdes de produtos naturais sdo de extrema importancia
(CALIXTO et al, 2003). Muitos farmacos apresentam estruturas quimicas
relacionadas a um produto natural extraido de alguma espécie botanica de uso

consagrado na medicina popular (BASSO et al., 2005). Na busca por agentes
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naturais bioativos, um dos passos fundamentais é a utilizagdo de ensaios biolégicos
que possam funcionar como guias na selecdo de substancias ativas. Diferentes
estudos farmacolégicos com produtos obtidos de plantas da flora brasileira revelam
o0 potencial terapéutico destas espécies em modelos que amenizam o dano

inflamatorio provocado por diferentes estimulos (AGRA et al., 2008).

Varios membros da familia Clusiaceae exibem uma grande variedade
de atividades bioldgicas, incluindo o género Clusia, na qual compreendem
aproximadamente 460 espécies (JUDD et al., 1999). Desta familia foi isolada mais
de uma centena de componentes com distintas atividades bioldgicas, incluindo
substancias com propriedades antiinflamatéria, antimicrobiana, antifungica, antiviral
e antidepressiva (BITTAR et al., 2000). No entanto, a espécie Clusia nemorosa
apesar de ser usada na medicina popular em diversos processos inflamatorios e na
dor, ndo existe nenhum relato na literatura cientifica que comprove sua atividade

antiinflamatoria.



18

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a atividade antiinflamatoéria do extrato hexanico obtido das cascas e

das folhas de Clusia nemorosa utilizando diferentes modelos experimentais.

2.2 Objetivos especificos

1. Avaliar o efeito antiinflamatdrio do extrato hexanico obtido das cascas e das
folhas de C. nemorosa utilizando modelo de pleurisia induzido por carragenina.

2. Avaliar a influéncia do extrato hexanico obtido das cascas e das folhas de C.
nemorosa sobre a ativagcédo de neutréfilos in vitro.

3. Avaliar o efeito antialérgico do extrato hexanico obtido das cascas e das
folhas de C. nemorosa no modelo de pleurisia alérgica.

4. Avaliar a influéncia do extrato hexanico obtido das cascas e das folhas de C.

nemorosa no modelo de inflamacgao crénica induzido por implante de algodéo.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 A resposta inflamatéria

A primeira descri¢gao das caracteristicas clinicas da inflamacao data de
aproximadamente 3000 a.C., mas somente no século | d.C., o escritor romano
Celsius foi o primeiro a listar os quatro sinais cardinais da inflamacéo, rubor, tumor,
calor, dor. A perda de funcao, quinto sinal clinico, foi adicionado posteriormente por
Virchow. Em 1793, John Hunter, propds o conceito de que a inflamagao ndo é uma
doenga, mas uma resposta sem especificidade, com objetivos salutares ao
hospedeiro (SCHMID-SCHONBEIN, 2006; COTRAN et al., 2006).

A inflamagdo €& uma resposta a estimulos quimicos, fisicos ou
biolégicos e tem por fungdo erradicar os agentes microbianos ou irritantes e
potencializar o reparo tecidual (BAUTISTA, 2003). Varios sdo os componentes
envolvidos nesta resposta inflamatéria, tais como fluido e as proteinas do plasma, as
células circulantes (neutrofilos, mondcitos, eosindfilos, linfocitos, basdfilos e
plaguetas), os vasos sanguineos e os componentes celulares e extracelulares do
tecido conjuntivo (mastdécitos, fibroblastos, macrofagos, linfécitos, proteinas fibrosas

estruturais, glicoproteinas de adesao e proteoglicanos) (KUMAR et al., 2008).

Em geral, costuma-se classificar a inflamagc&o em aguda e crbnica de
acordo com as caracteristicas morfolégicas observadas. Dessa maneira, uma
resposta inflamatéria aguda é de curta duragéo e, além de uma reacéo local, ocorre
também uma reacao sistémica, chamada de resposta de fase aguda, caracterizada
por febre, producado de diversos hormoénios, leucocitose e produgao de proteinas de
fase aguda pelo figado. A resposta local se inicia quando o dano tecidual e
endotelial desencadeia vasodilatacdo e aumento da permeabilidade vascular
resultando na exsudacgao de fluido e proteinas plasmaticas (edema) e na migragao
de leucocitos, predominantemente de neutrofilos (FLOWER e PERRETTI, 2005). A
inflamacéo crénica € caracterizada por longa duragdo e esta associada com a
presenca e ativagao de linfécitos e macrofagos, proliferagdo de vasos sanguineos,
necrose tissular e estimulo a proliferacdo de fibroblastos que culmina na fibrose
tecidual. A inflamacédo termina quando o estimulo € eliminado e os mediadores

secretados sdo destruidos ou dispersos. Além disso, merece ser mencionado
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também que existem mecanismos antiinflamatorios ativos que modulam a resposta e
evitam que ela seja exacerbada (GRUNDY, 2003).

As reacgdes vasculares e celulares da inflamacado sdo mediadas por
fatores quimicos derivados de proteinas ou de células plasmaticas e sao produzidos
ou ativados pelo estimulo inflamatorio. Esses mediadores agem solitariamente, em
conjunto ou em sequéncia, amplificando a resposta inflamatéria e influenciando sua
evolugéo (TREPELS, ZEIHER e FICHTLSCHERER, 2006).

A vasodilatacdo e a exsudagao plasmatica sdo acompanhadas pela
marginagao de leucdcitos, sua adesao e migracao. A passagem dos leucdcitos do
compartimento vascular para o tecido extravascular é guiada por interagboes
adesivas especificas entre os leucdcitos e as células endoteliais. A sequéncia de
eventos envolvidos nestes processos compde a teoria do recrutamento leucocitario,
que envolve marginacdo e captura dos leucdcitos livres circulantes do lumen
vascular; rolagem, ativacao, firme adesédo e extensdo na superficie do endotélio;
com subsequente movimento através da barreira das células endoteliais, também
chamado de diapedese; passo seguido da migracdo quimiotatica dos leucocitos
(KELLY, HWANG e KUBES, 2007) (llustragao 1).
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llustracdo 1. Representagdo esquematica da migracdo de leucdcitos dos vasos

sanguineos para o tecido lesado. (retirado de Coutinho, Muzitano e Costa, 2009)
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O pré-requisito para esses passos de mobilizagdo leucocitaria é a
ativagdo da monocamada de células endoteliais por sinais derivados do tecido.
Estes induzem a expressao de moléculas de adesdo e a secre¢ao de mediadores
inflamatorios pelas células endoteliais (SPRINGER, 1994). O extravasamento de
leucécitos para os tecidos é dependente da existéncia de diferentes familias de
moléculas de adesao e seus respectivos receptores, tanto em leucécitos como em
células endoteliais. Assim, a mobilizacdo das células inflamatérias para os locais da
lesdo envolve interagdes combinadas de varios tipos de mediadores soluveis que
desempenham um papel essencial na coordenagao do processo inflamatério. Desta
maneira, apos o extravasamento, os leucdcitos se locomovem ao longo de um
gradiente quimico em dire¢ao ao local da lesdo, evento denominado de quimiotaxia
(SHERWOOD e TOLIVERKINSKY, 2004).

Tanto substancias enddgenas como exdgenas podem agir como
estimulos quimiotaticos, alguns exemplos de substancias exégenas que funcionam
como agentes quimiotaticos sdo os produtos bacterianos, como os peptideos N-
formilados. Dentre as substancias enddgenas estdo os componentes do sistema
complemento, produtos da via da lipooxigenase e as quimiocinas (NOURSHARGH e
MARELLI-BERG, 2005).

As citocinas s&o mediadores protéicos com grande potencial
modulador sobre diferentes células de defesa do organismo. Como exemplos destas
proteinas podem ser destacados as interleucinas, interferom e fatores de
crescimento e diferenciagcdo. Estes mediadores tém um importante papel regulador
sobre o inicio, a manutencdo e o término das reacdes inflamatérias. Entre as
citocinas mais conhecidas, o fator de necrose tumoral alfa (TNF-alfa), a interleucina
1 (IL-1) e a interleucina 6 (IL-6) s&o vistas como as mais importantes, devido aos
seus papéis na patofisiologia de muitas respostas inflamatérias agudas e cronicas,
bem como, nos processos de reparo (ALWANI et al.,, 2006). O TNF-alfa € uma
citocina pro-inflamatoria produzida principalmente por fagocitos mononucleares, mas
pode ser produzido por outras células inflamatoérias (neutréfilos, linfocitos, células
NK, e mastdcitos) ou nao-inflamatdrias (endotélio) em resposta a diferentes
estimulos. Esta proteina interage com dois diferentes receptores externos, o
receptor 1 de TNF-alfa (TNF-R1), ou p55, e o receptor 2 de TNF-alfa (TNF-R2), ou
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p75. Embora os dominios extracelulares do TNF-R1 e do TNF-R2 sejam homdlogos
e manifestam semelhante afinidade para o TNF-alfa, as regides citoplasmaticas dos
dois receptores sao distintas e medeiam diferentes eventos intracelulares. Mesmo
que muitos tipos celulares e tecidos primarios expressem ambas as isoformas, a
maioria das atividades bioldgicas do TNF-alfa sdo mediadas através do TNF-R1.
Dentre os efeitos inflamatdrios induzidos pelo TNF-alfa, destaca-se: ativacao do fator
de transcricdo NF-kB, inducdo da expressao endotelial de ICAM-1 e VCAM-1,
ativacao de neutrofilos e fagocitos mononucleares, serve como fator de crescimento
para fibroblastos e angiogénese (MAZZON e CUZZOCREA, 2007).

As quimiocinas constituem uma grande familia de proteinas de baixo
peso molecular (8-12 kDa). Elas sé&o reconhecidas por seus efeitos de ativagao e
diferenciagao celular, por estimular o movimento dos leucécitos e regular sua
migragdo do sangue para os tecidos. Atualmente, tem sido reconhecido seu papel
em muitos processos bioldgicos tais como angiogénese, producdo de colageno,
hematopoiese, organogénese, proliferagéo celular, polarizagao linfocitaria, apoptose
e metastase (LUKACS, 2001). As quimiocinas dividem-se em quatro subgrupos com
base no numero e no espacamento entre os seus dois primeiros residuos de cisteina
conservados na posicdo amino-terminal. Sao classificadas como CC, CXC, CX3C e
C; onde “X” € um aminoacido (ROSSI e ZLOTNIK, 2000). Os receptores de
quimiocinas sao classificados da mesma maneira que as quimiocinas: receptores CC
(CCRs) que reconhecem quimiocinas CC e receptores CXC (CXCRs) que
reconhecem quimiocinas CXC. Eles sdo expressos de uma forma variavel entre os
diferentes tipos de leucdcitos e preferencialmente sinalizam através da classe de
proteinas-G heterotriméricas. As quimiocinas sdo capazes de interagir com seus
receptores diferentemente expressos em tecidos sob condigdes fisiologicas ou
patolégicas, agindo em combinagdo com diferentes receptores de adesao para
controlar a migracdo dos leucdcitos vasculares em diregcdo ao tecido-alvo
(JOHNSTON e BUTCHER, 2002; MELO et al., 2007).
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A ativacao celular leva a rapida remodelacéo dos lipidios de membrana
para gerar mediadores lipidicos biologicamente ativos. Estes funcionam como sinais
intracelulares ou extracelulares que afetam diversos processos biolégicos, incluindo
homeostasia e inflamacao (BURIAN e GEISSLINGER, 2005). Esses mediadores sao
formados rapidamente e exercem seus efeitos no local, degradando-se
espontaneamente ou sendo destruidos por enzimas. O acido aracdénico (AA), um
acido graxo poliinsaturado derivado da dieta ou da conversdao do acido graxo
essencial acido linoléico, é formado a partir dos fosfolipideos de membrana pela
acao da fosfolipase A; (PLA;) (LI e CHEN, 2005). Duas classes principais de
enzimas sao responsaveis pela sintese dos metabdlitos do AA: as ciclooxigenases
(COXs), representadas pelas isoformas COX-1, chamada de constitutiva, devido a
sua producao constante e ampla distribuicdo nos tecidos, e pela COX-2 considerada
como induzida, uma vez que apresenta uma expressao restrita, sendo regulada por
estimulos inflamatérios e/ou proliferativos e exerce efeito preponderante nas
respostas inflamatdrias, iniciando a biossintese de prostaglandinas e tromboxanos
(prostandides). A segunda classe de enzima, lipooxigenases (LOX), atuam na
biossintese de leucotrienos, lipoxinas e outros compostos (LT) (ALWANI et al., 2006;
MICHELIN et al., 2006).

Os prostandides mais importantes na inflamagao sio: PGE,, PGDo,
PGF,, PGI; (prostaciclina) e TXA,. A prostaciclina possui agao vasodilatadora, além
de potencializar os efeitos quimiotaticos e aumentar a permeabilidade de outros
mediadores. As prostaglandinas PGE,, PGD; e PGF, também s&o vasodilatadoras,
o que fazem com que contribuam para exacerbar o edema tecidual. Além disso, as
prostaglandinas também estdo envolvidas na patogenia da dor e da febre durante a
inflamacéo, por exemplo, PGE; torna a pele hipersensivel a estimulos dolorosos. Por
sua vez, LTB4, principal leucotrieno envolvido no processo inflamatério, exerce
potente atividade quimiotatica para leucdcitos, eosinéfilos e mondcitos, promovendo
a migracao destes tipos celulares para o local afetado. Uma vez no sitio, os
leucotrienos ativam as células da série branca, promovendo a desgranulagdo e a
producao de superdxidos, que contribuem para os danos teciduais caracteristicos da
inflamacédo. Em adigéo, os leucotrienos C4, Ds € E4 (LC4, LD4 € LE4) apresentam
importante participacdo nos eventos vasculares por aumentar a permeabilidade dos
vasos sanguineos (ABBAS et al., 2008; SAUTEBIN, 2000).
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3.2 Aspectos gerais da Inflamacé&o alérgica

O termo alergia foi usado inicialmente por Von Pirquet (1907) para
descrever a habilidade de individuos em desenvolver respostas bioldgicas alteradas
apos repetidos contatos com fatores ambientais, respostas estas que se
apresentavam de grande incidéncia e com potencial para causar importante grau de
comprometimento. As alergias sdo desordens que acometem cerca de 20% a 30%
da populagdo humana em paises desenvolvidos, estando entre as doencas crdnicas
mais comuns (MATYSIAK-BUDNIK e HEYMAN, 2002).

Em 2006, o estudo internacional da asma e das doencas alérgicas na
infancia, mostrou dados epidemiolégicos destas doengas em diferentes partes do
mundo. O Brasil esta entre os paises que estdo no topo na prevaléncia de asma
ativa, e dos sintomas de rinites e eczemas em criangas na idade escolar e nos
adolescentes (SOLE et al., 2006).

A alergia é caracterizada por um aumento na capacidade de linfocitos
B sintetizarem imunoglobulinas do isotipo E (IgE) contra antigenos que entram no
organismo através da inalagao, ingestdo ou penetracéo pela pele, conduzindo a uma
hiperatividade imunolégica e a uma inflamacdo alérgica (LARCHE et al., 2003;
COOKSON, 2004). Esses antigenos sao considerados in6écuos, mas capazes de
induzir quadros patolégicos em individuos sensibilizados. Assim, a alergia é capaz
de promover, em individuos pré-dispostos, respostas inflamatérias locais ou
sistémicas, envolvendo mecanismos complexos de interacdo entre diferentes tipos
celulares e consequente liberacdo de um vasto perfil de mediadores quimicos
(BOCHNER e BUSSE, 2004; SHAKOORY et al., 2004).

Os linfocitos Taf CD4+ participam das reagdes alérgicas secretando
preferencialmente citocinas como IL-2, IL-4, IL-5 e IL-13, demonstrando um perfil
Th2. Estas citocinas possuem um papel imprescindivel para o desenvolvimento e
manutengdo do quadro asmatico, regulando a sintese de IgE, produgédo de
mediadores, maturacdo e ativacdo de mastocitos e baséfilos, e promovendo o
recrutamento de outros tipos celulares (HERRICK e BOTTOMLY, 2003).
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A fase de sensibilizagao alérgica inicia-se com a secregao de IgE por
linfécitos B que irdo se ligar aos receptores FceRI de alta afinidade expressos na
membrana de mastocitos presentes nos tecidos, e quando ha ligagdo cruzada do
antigeno com anticorpos adjacentes, estes mastécitos desgranulam liberando
mediadores como histamina, serotonina, mediadores lipidicos e citocinas como IL-4,
IL-5 e IL-13, caracterizando a resposta alérgica aguda (LARCHE et al., 2003;
COOKSON, 2004). O recrutamento de eosindfilos para o sitio inflamatério
caracteriza a fase tardia da inflamagdo alérgica, evento modulado por varios
mediadores quimiotaticos, dentre eles a IL-5 tem um papel de destaque, pois além
de induzir diferenciagdo e maturagdo destas células na medula éssea, favorece a
atividade efetora e sobrevida dos eosindfilos (FERREIRA, 2003; ROTHENBERG e
HOGAN, 2006). Estudos demonstram que a IL-5 juntamente com um importante
agente quimiotatico especifico, CCL11 (eotaxina), atrai os eosindfilos de modo
seletivo para o tecido inflamado sem afetar outros leucécitos na medula 6ssea. A
ativacao dos eosinofilos leva a secregao de proteina basica maior, proteina catiénica
eosinofilica, peroxidase eosinofilica, diversos mediadores inflamatérios (PAF, LTC4,

etc.) e de citocinas (GM-CSF, TNF-qa, IL-3, IL-5, entre outros), favorecendo a

amplificagdo da resposta imune local e podendo levar a um importante dano tecidual
(LAMPIENEN et al., 2004; ROTHENBERG e HOGAN, 2006) (llustragao 2).

llustragéo 2: Representacdo das fases inicial e tardia da resposta inflamatdria alérgica. (retirado de
Kumar et al., 2008)
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3.3 Terapia antiinflamatoéria

A homeostasia e o0 estado saudavel sdo restabelecidos quando a
inflamacao é limitada por respostas antiinflamatérias que sao redundantes, rapidas,
reversiveis, localizadas, adaptativas a mudancas na origem e integradas ao sistema
nervoso (NATHAN e LIDDLE, 2002). Quando as forgas de contengdo intrinsecas
falham ou ndo sao suficientes faz-se uso de auxiliares extrinsecos, substancias que
quando administradas ao organismo possuem agado antiinflamatéria e atuam na

recuperagao da homeostasia corpoérea.

Dentre as principais terapias antiinflamatoérias, os antiinflamatérios néo
esteroidais (AINE) tém a aplicagdo mais ampla. Os AINEs atualmente agem, em sua
maioria, inibindo a atividade das isoformas 1 e 2 da COX (BURIAN e GEISSLINGER,
2005). Exemplos de AINEs incluem o acido acetil salicilico, prototipo da classe
introduzido na medicina em 1899, que acetila irreversivelmente a COX; e varios
outros tipos de acidos organicos, como o ibuprofeno, derivado do acido propidnico;
indometacina, da classe dos derivados do acido acético; e os acidos endlicos, como
o piroxicam (BELVISI, 2004; HILARIO, TERRERI e LEN, 2006).

O fato da COX-1 ser expressa de modo constitutivo leva a crer que a
sua inibicdo pelos AINEs ndo seletivos seja base dos efeitos colaterais graves
observados com esses inibidores, principalmente sobre o trato gastrointestinal.
Assim, a inibicdo seletiva da COX-2 esta envolvida na estratégia terapéutica de
escolha para o tratamento de condi¢cdes inflamatérias (ALWANI et al.,, 2006). A
expressdao da COX-2 ¢é induzida por estimulantes inflamatérios como o
lipopolissacarideo de bactérias gram negativas (LPS), citocinas proinflamatorias
(TNF-alfa) e fatores de crescimento; enquanto sua expressao € inibida por
glicocorticéides e citocinas antiinflamatoérias (ALWANI et al., 2006). O rofecoxib e o
celecoxib, farmacos da classe designada coxibs, sdo exemplos de inibidores
seletivos da COX-2 (RANG, 2007).
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Interferir com a habilidade das células inflamatorias de aderirem e
migrarem através do endotélio durante certos estados patolégicos pode ser
benéfico. Desta forma, um dos melhores efeitos do tratamento com os AINEs e
outros antiinflamatérios, como os glicocorticéides, € limitar a ativacdo e o
recrutamento de leucocitos (WAGNER e ROTH, 1999).

Glicocorticéides sao mediadores antiinflamatérios endégenos potentes,
liberados em minutos em resposta ao estresse e a lesao tecidual para controlar a
severidade da resposta inflamatoria, atuando contra reagdes inflamatorias
potencialmente exageradas produzidas pelo hospedeiro. A agao dos glicocorticoides
se da através de receptores nucleares, localizados sob a forma nativa no citoplasma.
A ligacao do glicocorticoide ao receptor o ativa e o complexo glicocorticoide-GR
dirige-se para o nucleo, onde reage na forma de dimeros, com os elementos
responsivos aos glicocorticéides, que sdo sequéncias especificas de DNA dentro
das regides reguladoras dos genes afetados, esta ligagdo leva a ativagdo ou a
inibicdo da transcricdo de genes-alvo. Dessa forma, ha a inibicdo da producao de
mediadores inflamatdrios pelos leucdcitos, bem como das respostas das células-alvo
a estes mediadores (GILROY et al., 2004).

E conhecido que as terapias para o tratamento de doencas de origem
inflamatdria apresentam efeitos indesejaveis, por exemplo, esterdides podem causar
osteoporose e deficiéncia na cicatrizagdo, enquanto 0os novos inibidores seletivos da
COX-2 podem reduzir a sintese do protetor vascular, a prostaciclina, aumentando o
risco de trombose. De fato, experiéncias com a terapia neutralizadora de TNF-alfa
fatores enddgenos essenciais a fisiologia normal, ou, no caso dos anti-TNF-alfa, por
suprimir a capacidade do hospedeiro se defender adequadamente contra infecgoes,
dado que a resposta inflamatéria inata € um evento benéfico de defesa (GILROY et
al., 2004).
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Farmacos AINEs sdo os medicamentos mais comumente usados no
alivio dos sintomas, particularmente dor e inflamagéo. Contudo, também causam
sérios efeitos adversos e os mais importantes vao de uma lesdo gastrica a
ulceragao, faléncia renal e asma (RANG, 2007). Assim, situacbes patolégicas em
que a resposta inflamatoria torna-se um fator de leséo, perda das fungbes normais
do organismo e até mesmo um fator de risco de morte, possuem inumeras
alternativas terapéuticas. Contudo, tais alternativas mostram-se apenas paliativas,
e/ou apresentam efeitos colaterais que, muitas vezes, se sobrepdem as vantagens
do tratamento. Desta forma, a busca por novas abordagens terapéuticas, e/ou
tratamentos antiinflamatérios com menos efeitos adversos utilizando plantas de uso

popular se faz necessario (SILVA, 2006).

3.4 Plantas medicinais e farmacos derivados de plantas

O uso de plantas no tratamento e na cura de enfermidades é tdo antigo
quanto a espécie humana. Os primeiros registros do uso de plantas medicinais
datam de cerca de 3.000 anos a.C. O Papiro de Erbes, decifrado em 1873 por Georg
Erbes, representa o primeiro tratado médico conhecido que descreve a pratica da
fitoterapia (TESKE e TRENTINI, 1997).

As plantas medicinais sintetizam, através de seu metabolismo primario,
diversos nutrientes e, através do metabolismo secundario, substancias com agao
farmacologica denominadas de principios ativos. Por isso, elas devem ser
consideradas nao apenas como matéria-prima para a descoberta de novas
moléculas, mas também como um recurso natural potencialmente ativo na forma de
fitoterapico padronizado. Desta forma, fitoterapia € a forma de tratamento e
prevencdo de doencas que utiliza plantas. A descoberta de substancias, que em
estado natural ou apds sofrerem processos de transformacdo quimica, possuem
atividade farmacoldgica, muitas vezes ja confirmada pelo uso popular e comprovada

cientificamente, gera interesses institucionais e governamentais (AGRA et al., 2008).
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A avaliagdo do potencial terapéutico de plantas medicinais e de alguns
de seus constituintes, tais como flavondides, alcaldides, triterpenos, sesquiterpenos,
taninos, lignanas, entre outros, tem sido objeto de incessantes estudos, onde ja
foram comprovadas as ag¢des farmacoldgicas através de testes pré-clinicos com
animais. Muitas destas substancias tém grandes possibilidades de futuramente
virem a ser aproveitadas como agentes medicinais. Entre os diversos exemplos de
substancias oriundas de plantas e de importancia atualmente, podemos mencionar a
forscolina, obtida de Coleus barbatus, que apresenta promissores efeitos contra
hipertensdo, glaucoma, asma e certos tumores, a artemisinina, presente em
Artemisia annua, que exerce potente atividade antimalarica, e o diterpeno
anticancerigeno taxol, isolado de plantas do género Taxus, que apresenta
propriedades farmacoldgicas contra o cancer de ovarios e pulmdes (BALUNAS e
KINGHORN, 2005).

Os produtos naturais, com o passar dos anos, contribuiram muito para
o desenvolvimento de novos farmacos para fins terapéuticos. Muitos metabdlitos
secundarios derivados de plantas sao conhecidos por atuarem direta ou
indiretamente em moléculas ou interferem no mecanismo de acdo de: mediadores
inflamatadrios, producéo e agao de segundos mensageiros, expressao dos fatores de

transcricdo e expressao de moléculas pro-inflamatérias (CALIXTO et al., 2003).

Segundo a OMS 65-80% da populacdo dos paises em
desenvolvimento, e entre estes o Brasil, dependem das plantas medicinais como
unica forma de acesso aos cuidados basicos de saude. Além disso, no Brasil, o uso
de plantas medicinais sempre foi significativo, por fazer parte da cultura popular,

principalmente pela extensa e diversificada flora (CALIXTO, 2005).

As acdes publicas que fomentam agdes sobre produtos naturais
aplicados a saude, ganharam forca em 21 de maio de 1993, onde a Portaria numero
546 do Ministério da saude criou o Grupo Consumidor Técnico-Cientifico da
Secretaria de Vigilancia Sanitaria, com o intuito de estabelecer normas, controle de
servigos, controle de produgdo, armazenagem e a utilizagcdo de substancias e
produtos naturais. Com isso, a fitoterapia foi reconhecida como pratica do sistema

de saude no Brasil. Porém, apenas em 2006, o Ministério da saude por meio da
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portaria N° 971 da Politica Nacional de Praticas Integrativas e Complementares
(PNPIC) normatizou no Sistema Unico de saude (SUS) o uso de plantas medicinais
e fitoterapia dentre outras praticas terapéuticas. Neste mesmo ano, o decreto N°
813, de 22 de junho aprovou a Politica Nacional de Plantas Medicinais e
Fitoterapicos, estabelecendo diretrizes e linhas prioritarias para o desenvolvimento
de acgdes voltadas a garantir o acesso seguro, o uso racional de plantas medicinais e
fitoterapico pela populacdo, bem como a utilizagao sustentavel da biodiversidade em
nosso pais (MS, 2009).

Dentro deste contexto, o Brasil € um pais privilegiado, pois ocupa o
primeiro lugar dentre os 17 paises mais ricos do mundo em biodiversidade,
possuindo cerca de 20 % do total de espécies existentes no planeta (BANDEIRA-
MELO et al., 2000; CALIXTO et al., 2001). A imensa variedade de espécies vegetais
apresenta um importante diferencial para o desenvolvimento de medicamentos e
dentro desta expectativa encontram-se as plantas da familia Clusiaceae conhecidas
popularmente pela variedade de aplicagdes e importadncia econdmica, industrial e

paisagismo.

3.5 Familia Clusiaceae, o género Clusia e a espécie Clusia nemorosa Mey

De acordo com a classificagao filogenética, Clusiaceae pertence a
ordem Malpighiales. O nome tradicional para a familia, Guttiferae, significa “portando
goma”, em consequéncia a secregao de coloragado variada, caracteristica do grupo
(JUDD et al., 1999). Nesta familia ocorrem aproximadamente 40 géneros, a maioria
deles em regides tropicais. As cerca de 1200 espécies sdo predominantemente
lenhosas e possuidoras de latex na maioria de seus tecidos (OLIVEIRA et al., 1996).
As espécies desta familia possuem habitos bastante variados, podendo ser
arboreas, epifitas ou hemiepifitas. Clusiaceae engloba diversas plantas de valor
econdmico, incluindo géneros conhecidos por apresentar madeira de grande valor,
géneros com propriedades medicinais e outros com interesse ornamental
(ANDRADE et al., 1987). No Brasil, a familia possui aproximadamente 19 géneros,
sendo que os mais representativos sdo: Clusia, Kielmeyera, Tovomita e Vismia, com
ampla distribuicdo nos varios Estados (ANDRADE et al., 2002).
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Varios membros da familia Clusiaceae exibem uma ampla variedade
de atividades biolégicas, sendo que ja foram isolados de 20 espécies diferentes mais
de 100 componentes com propriedades antiinflamatoria, antimicrobiana, antifungica,
antiviral e antidepressiva. Estudos demonstram que as plantas desta familia séo
ricas em flavondides, benzofenonas, xantonas, terpenos e esterdides, substancias
quimicas bioativas que devem ser as responsaveis pelas atividades antiinflamatéria
e analgésica, citotoxica e antimicrobiana demonstradas pelos extratos de plantas
brasileiras como Rheedia longifolia, Tovomita brevistaminea e Vismia guianensis,
respectivamente (FRUTUOSO et al., 2007; SUFFREDINI et al., 2006).

O género Clusia, pertence a subfamilia Clusioideae, é caracterizado
por aproximadamente 300 espécies, distribuidas geograficamente desde o sul dos
Estados Unidos até o sul do Brasil (JUDD et al., 1999). No Brasil, sua distribuicdo &
mais frequente na regido Amazodnica, sendo todas as plantas verdes e a maioria
lenhosa (ANDRADE et al.,, 2002). O nome Clusia foi proposto primeiramente por
Plumier em 1703, para homenagear o botanico belga Jules Charles de I'Ecluse, um
dos pioneiros dos estudos floristicos. Entretanto, o género s6 foi efetivamente
descrito por Linneu em 1753, na primeira edicdo do “Species Plantarum”, tendo
Clusia major L. como espécie-tipo (PLANCHON e TRIANA, 1860). A primeira
referéncia a uma espécie deste género para o Brasil foi feita por Macgrave em 1648,
cujo material foi coletado na regiao de Pernambuco e posteriormente identificado
como Clusia nemorosa (ANDRADE-LIMA et al., 1977). Desde entado, varias outras
espécies foram identificadas e estudadas quimicamente, sendo que destas
investigacbes foram isoladas varias substancias quimicas, principalmente
triterpendides, flavondides e benzofenonas, que podem estar relacionados com os
diferentes efeitos farmacoldgicos apresentados pelos extratos de Clusia sp
(SUFFREDINI et al., 2006; NEVES et al., 2007).

Clusia nemorosa é uma arvore que possui folhas oblongas e cartaceas,
flores com pétalas brancas e, ao redor dos verticilos férteis é rosado, os estames
sao marrons, a secrecao € produzida por estaminédios nas flores e ambos os sexos
(MESQUITA e FRANCISCON, 1995) (llustragbes 3 e 4). Nas regides Norte e
Nordeste do Brasil, esta espécie é conhecida por “orelha-de-burro” ou “pororoca’,

respectivamente. Esta espécie vem sendo amplamente utilizada na medicina
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popular para o tratamento de diferentes enfermidades, incluido dores de cabeca e
inflamacdo (LOPES e MACHADO, 1998). Estudos fitoquimicos feitos em C.
nemorosa tém demonstrado a presenca de dois derivados das quinonas, o
Nemorosonol, um derivado do triciclo decano-7-hidroxi-2,9-diona, e o Nemorosonol
B, uma quinona alquil-aril poliisoprenilada, além de uma nova cromona alquil,
kaempferol e B-sitosterol glicosideo. Além destas substancias, grupos de compostos
bioativos como os sesquiterpenos também ja foram encontrados em extratos de C.
nemorosa (DELLE MONACHE et al., 1988, 1991; DELLE MONACHE, 1990;
ANDRADE, ALMEIDA e CONSERVA, 1998). No entanto, até o momento ndo ha

registro de nenhum estudo cientifico que comprovasse seus efeitos antiinflamataérios.



llustragéo 3: flor e folhas de C. nemorosa.

llustrag&o 4: Arvore de C. nemorosa
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Animais

Foram utilizados camundongos Swiss adultos de ambos os sexos (18 a
25 g), provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de Alagoas (UFAL).
Os animais foram mantidos em condi¢des controladas de temperatura (22 + 2°C) e
luminosidade (ciclo claro/escuro de 12 horas) com livre acesso a ragao e agua antes
dos experimentos. Os animais permaneceram no laboratério para sua adaptacgao por
um periodo de pelo menos 1 hora (h) antes da realizagdo dos experimentos. Todos
os experimentos foram aprovados e estdao de acordo com as normas do Comité de
Etica Institucional da UFAL (Protocolo n° 23065.12614/2006-89).

4.2 Material da planta e preparacao dos extratos

A planta Clusia nemorosa Mey foi coletada na zona da mata do
municipio de Murici, estado de Alagoas, e encaminhada para o Laboratério de
Pesquisa em Quimica de Produtos Naturais do Instituto de Quimica e Biotecnologia
(IQB/UFAL). A espécie foi coletada e taxonomicamente identificada pela botanica
Rosangela P. de Lyra Lemos do Instituto do Meio Ambiente do Estado de Alagoas
(IMA-AL), sendo depositada no herbario sob registro MAC-8734.

ApOs a coleta, as cascas e as folhas foram secas espontaneamente a
sombra, sendo em seguida moidas para obtengédo do po. A partir das cascas (1000
g) e folhas (1750 g) foram feitas sucessivas extracbes em hexano a temperatura
ambiente com duragao de duas semanas. Apos a remogao do solvente sob vacuo,
os extratos obtidos [cascas (71,8 g); folhas (137,2 g)] deste processo foram
dissolvidos em MeOH-H,0 (90%) e extraidos com hexano. Dessa forma, obteve-se
o extrato hexanico das cascas (16,5 g), denominado EHC, e o extrato hexanico das

folhas (24,8 g), denominado EHF, utilizados neste trabalho (Fluxograma).
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Fluxograma: Preparagao dos extratos de Clusia nemorosa em Hexano

P6 das cascas (1000 g) e folhas (1750 g)

Extracdo em Hexano (CgH14)

Remocao sob vacuo

Extrato das cascas Extrato das folhas

(71,8 9) (137,2 g)

Dissolugao em MeOH/H,0 a 90% (9:1) Dissolugao em MeOH/H,0 a 90% (9:1)

Extragdo com Hexano (CgH14) Extragdo com Hexano (CgH14)

Extrato Hexanico das Cascas (EHC) Extrato Hexanico das Folhas (EHF)

(16,5 g) (24,8 9)
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4.3 Pleurisia induzida por carragenina

A pleurisia foi induzida pela injegéo intratoracica (i.t.) de 0,1 mL de uma
suspensao de carragenina 1 % diluida em salina estéril. Animais controles
receberam o mesmo volume do veiculo. Quatro horas apds estimulo os animais
foram sacrificados em camara de CO;, e tiveram a cavidade pleural aberta, lavada
com 1 mL de solugéo de PBS (1X) contendo EDTA (10 mM) e o volume recuperado
com o auxilio de pipeta automatica para posterior analise de proteinas por ELISA ou
células em cadmara de Neubauer e citocentrifugado. Os animais foram pré-tratados
com os extratos (1, 10 e 100 mg/kg, i.p.) ou salina uma hora antes da injegado do

agente inflamatario.

4.4 Quantificagcdo de TNF-alfa

A quantidade do fator de necrose tumoral alfa (TNF-alfa) produzida na
cavidade pleural foi avaliada 4 h apds injecdo com salina ou estimulo. O lavado
pleural recuperado foi centrifugado a 770 x g por 10 min e do sobrenadante livre de
células foi quantificado o conteudo de TNF-alfa pelo ensaio imunoenzimatico
(ELISA; Nunc Maxsorp) como descrito por Bandeira-Melo et al. (2000). As placas
foram cobertas com 50 pL com anticorpo monoclonal anti-TNF-alfa (4 pg/mL) por 24
h. Apés duas lavagens com PBS/tween os sitios de ligagdo n&o-especificos foram
bloqueados com 200 pL de PBS-Milk (3%) por 1 h a 20°C, seguido por quatro
lavagens com PBS/tween. Os lavados pleurais foram adicionados aos pogos e
mantidos refrigerados (4°C) por 24 h. Em seguida, apds quatro lavagens com
PBS/tween, foi adicionado 100 uL do anticorpo monoclonal purificado anti-TNF-alfa
biotinilado (2 pyg/mL) diluido em PBS-Milk (3%) por 1 h. Apds este periodo, a placa
foi lavada e novamente incubada com 50 pyL da enzima conjugada com avidina por
30 min. A seguir, apds duas lavagens com PBS/tween, foi adicionado em cada pogo
100 pL de solugédo tampao de perborato e OPD (substrato) por 25 min antes do
bloqueio da reagdo com uma solugao de H,SO,4 (2M). A curva padrao foi preparada
com concentragdes decrescentes da proteina recombinante diluida em PBS-Milk
(3%). A quantificagao foi realizada utilizando um leitor de microplaca na absorbancia
de 490 nm.
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4.5 Obtencao de neutréfilos humanos

Os neutréfilos humanos foram isolados do sangue periférico de um
voluntario saudavel como descrito previamente. O sangue (20 mL) foi recolhido em
tubo contendo citrato (3,8 %) e centrifugado a 300 x g por 20 min para obtengao de
plasma rico em plaquetas, sob o qual foi colocado 3 mL de Percoll (90 %). Apods
centrifugacgéo (2000 x g, 20 min), o plasma pobre em plaquetas (PPP) foi recolhido e
posto em repouso para precipitagao de células. O precipitado celular foi acrescido de
3 mL de dextran (6 %) por 30 min para lise das hemacias. A fragdo rica em
leucécitos foi novamente centrifugada (200 x g, 8 min), sendo o gradiente formado
pelo pellet da centrifugacdo, por 2 mL de PPP, 3 mL de Percoll a 42 % e 3 mL de
Percoll a 51%. Em seguida, o gradiente foi submetido a centrifugacao (260 x g, 11
min e 30 seg) para formagao do halo de polimorfonucleares, ao qual foi acrescida de

Hanks livre de ions Ca?* e Mg®".

4.6 Quimiotaxia de neutroéfilos in vitro

A capacidade de migracao de neutrdfilos foi avaliada em microcamara de
quimiotaxia de 48 pocos (Neuro Probe, Cabin John, MD, USA), separadas por um
filtro de nitrocelulose com poros de 3 ym de diametro. Esta camara € composta por
dois compartimentos: 1) um inferior onde foram colocados meio de cultura RPMI-
BSA (0,01 %) ou estimulo quimiotatico (CXCL1, 10 pM) diluido em RPMI-BSA. 2) e
outro superior no qual foi colocado 50 uL de uma suspensao de neutréfilos (2 x 10°
células/mL) purificados de doadores saudaveis. No processo de montagem da
camara, sobre o compartimento inferior foi colocado um filtro de nitrocelulose com
poro de 3 pym (Toyo), previamente umedecido em RPMI-1640, e sobre este uma
membrana de silicone. Uma vez montada a parte inferior da cAmara sera depositada
sobre esta o compartimento superior. Este compartimento é entdo fortemente fixado
ao sistema acima descrito, por intermédio de parafusos. Sobre a camara montada é
colocada uma lamina, visando impedir evaporagao do material. A camara foi assim
posteriormente incubada, a 37°C por 1 h, em estufa contendo atmosfera de 95%0; e
5%CO0O,. Apds esse tempo o filtro foi removido, fixado e corado (May-Grunwald-
Giemsa). Para avaliar a emigracéo de neutrofilos, as células foram contadas em 15
campos consecutivos a uma distancia fixa de 40 ym da superficie do filtro sob

microscopia Optica na objetiva de 100 x. Os resultados foram expressos como
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numero de neutrofilos emigrados por campo. Para avaliar a interferéncia dos
extratos (5, 50 e 500 pg/mL) ou dexametasona (Dexa, 50 nM) na migragdo de
neutrofilos, as células foram pré-incubadas por 1 h a 37°C antes do estimulo
quimiotatico. Como controle foi utilizado RPMI-BSA no compartimento inferior da

camara.

4.7 Avaliacao de apoptose por citometria de fluxo

Neutréfilos humanos purificados (5 x 10° células/ml) foram incubados
com os extratos das cascas e das folhas (50 e 500 ug/mL) por 1 h a 37°C em placa
de 96 pogos (Corning, NY, USA) num volume final de 100 yL. O grupo de células
controle foi incubado com RPMI-BSA (0,01 %) nas mesmas condi¢des descritas.
Posteriormente, foi adicionado em cada pogo 100 pyL de PBS azida (0,1 %), sendo a
placa centrifugada a 1.800 rpm por 5 min. Ao final deste processo, ao “pellet” foi
adicionado 25 pL de anexina V-FITC (BD Pharmingen) e 7-amino-actinomicina (7-
AAD) (25 pg/mL, Sigma) por 20 min a 4°C ao abrigo da luz. A seguir, 300 yL desta
suspensdo celular foi transferida para um tubo apropriado e as células foram
analisadas em um citdmetro de fluxo FACS Calibur (Becton & Dickinson, San Jose,
Califérnia). Para a analise, 10° eventos foram adquiridos, e graficos baseados na
emissao de fluorescéncia do FITC (FL-2) e do 7-AAD (FL-3) foram construidos em
escala logaritmica. Como controle positivo (morte celular) foi feita a incubacéo por 1
h de neutréfilos humanos em temperatura de 40-42°C. Foram consideradas células
positivas aquelas que expressaram fluorescéncia acima da linha limite de
fluorescéncia, a qual foi negativa para o controle. Os resultados foram analisados

com auxilio do sofware Cell Quest (Becton & Dickinson, San Jose, CA).

4.8 Pleurisia alérgica induzida por antigeno

Para este modelo os animais foram sensibilizados através da injegcéo
subcuténea (s.c.) dorsal de uma mistura contendo ovoalbumina (OVA, 50 ug) e
hidroxido de aluminio (Al(OH)3;, 5 mg) em volume final de 0,2 mL. Apds 14 dias do
processo de sensibilizagdo os animais foram desafiados através da injegao
intratoracica de OVA na concentragdo de 12 pg/cavidade, dissolvida em salina
estéril em volume final de 0,1 mL. Foram usados como controles negativos os

animais sensibilizados desafiados com salina. Em outro grupo desafiado, os animais
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foram tratados com os extratos (100 mg/kg, i.p.) no tempo de 1 hora antes do
desafio. Os animais foram sacrificados em camara de CO, em diferentes tempos
apos o estimulo. A cavidade pleural foi lavada com 1 mL de PBS (1X) contendo
EDTA (10 mM) e o lavado foi recuperado com o auxilio de pipeta automatica para

posterior analise de células em camara de Neubauer e citocentrifugado.

4.9 AvaliacOes dos leucécitos

O numero total de leucécito recolhido no lavado pleural foi avaliado
através da contagem em camara de Neubauer em microscopio optico. As amostras
foram diluidas (40X) em liquido de Turk. A contagem diferencial dos leucécitos foi
feita em citocentrifugado corados pelo método de Pandético rapido. As contagens da
analise diferencial foram realizadas em microscépio Optico com a objetiva de

imersao onde se contou 100 células por l[amina.

4.10 Quantificacdo do RNA mensageiro de proteinas inflamatorias

Com o objetivo de verificar o efeito dos extratos sobre a indugao de
proteinas envolvidas na modulacdo da inflamacao alérgica, foram avaliados os
niveis do RNA mensageiro (RNAm) para duas proteinas: IL-5 e CCL11 (eotaxina).
Para tanto, leucdcitos foram recolhidos do lavado pleural apds 6 h do desafio com
antigeno (OVA), em condic¢des livres de RNAse. Posteriormente, as amostras foram
homogeneizadas e o RNA total extraido utilizando reagente Trizol. A transcri¢éo
reversa (RT) foi realizada com 2 pg de RNA total, utilizando OLIGO dT como primer
(0,05 mM), RT (50 Ul), dNTP (144 pM), tampao de reagédo (DTT 10mM, MgCl, 3 mM,
KCI 75 mM e Tris-HCI 50 mM em pH 8,3) e 2 U de RNAsin Plus, em volume final de
12,5 pl. Para obtengao do DNA complementar (cDNA) as amostras foram aquecidas
por 5 min a 70 °C, resfriadas a 4°C por 5 min e mantidas a 25°C durante a adicdo da
enzima RT. Apos a adigao da enzima, as amostras foram mantidas a 37 °C por 60
min, 70°C por 5 min e resfriadas a 4°C por 5 min. Para esta reagao, aliquotas de 2 i
do RT foram adicionadas e um tampao contendo: TRIS-HCL 10 mM (pH 9), MgCl, 1
mM, dNTP 200 uM, 300 nM de cada primer e 5 U de Taq polimerase, em um volume
final de 30 pl. Aliquotas de 5 pl de cada amostra foram analisadas em gel
Tris/borato/EDTA (TBE)-poliacrilamida 6 % e coradas com nitrato de prata. As

analises quantitativas foram realizadas em relagao a banda da B-actina.
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A sequéncia dos primers utilizados esta demonstrada na tabela a

seqguir:
Gene Primer Sequéncia (5 - 3’)
L5 Fwd TCA TAAAAATCACCAGCTATGC
Rev TTG GAA TAG CAT TTC CAC AGT
. Fwd GCT CAC CCAGGC TCC ATC
Eotaxina
Rev TGTTGT TGG TGATTC TTT TGT AGC
. Fwd GCT ATC CAG AAAACC CCT CA
B-actina
Rev GCG GGT GGAACTGTGTTAC

4.11 Formacao de granuloma por implante de algodéao

Em condicbes assépticas e sob anestesia com tiopental sddico (40
mg/kg, i.p) efetuou-se incisdo longitudinal dorsal (1 cm) em cada animal e implantou-
se, mediante divulsdo do tecido subcutaneo, um disco de algodao branco pesando
10 mg. Os discos de algodao foram previamente esterilizados por autoclavagem em
lotes de dez unidades, e, imediatamente antes do implante, foram tratados com 0,4
mL de solugdo aquosa de penicilina a 5 %. O tratamento com os extratos (100
mg/kg, i.p.), salina ou dexametasona (1 mg/kg, i.p.) foi iniciado no dia seguinte e
mantido durante sete dias consecutivos. No 8° dia, os animais foram sacrificados em
camara de CO; e o tecido granulomatoso removido e seco a 37°C por 6 horas para
posterior pesagem. Em seguida, foi determinado a massa bruta em balanga
analitica, sendo a massa do granuloma calculada pela diferenga entre a massa seca

inicial (10 mg) e a massa final.

4.12 Anélise estatistica

Os resultados obtidos foram analisados através do teste de analise de
variancia do teste t (ANOVA), seguido do teste estatistico one-way de Newman-
Keuls-Student. Os dados foram expressos como a média + erro padrao da média
(EPM.) de no minimo 5 animais, onde os valores de P<0,05 foram considerados

estatisticamente significantes.
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5 RESULTADOS

5.1 Efeito do extrato hexanico da cascas e das folhas de C. nemorosa sobre a

pleurisia induzida por carragenina em camundongos

Com propdsito de avaliar o efeito do extrato hexanico obtido da casca e
da folha de C. nemorosa sobre o processo inflamatério, inicialmente foi utilizado o
modelo de pleurisia induzida por carragenina. Neste modelo, observamos que a
injecao intratoracica de carragenina foi capaz de induzir um aumento no niumero de
leucécitos totais na cavidade pleural no tempo de 4 h quando comparado ao grupo
controle estimulado com salina (Figura 1 A). Quando os animais foram pré-tratados
com o extrato hexanico da casca (1, 10 e 100 mg/kg, i.p.) observamos que apenas
as maiores doses impediram de maneira significativa o recrutamento leucocitario
(Figura 1 A). De modo semelhante, o pré-tratamento com extrato hexanico das
folhas (1, 10 e 100 mg/kg, i.p.) também suprimiu o influxo de leucdcitos totais para a
cavidade pleural apés o estimulo apenas nas duas maiores doses (Figura 1 A). O
grupo tratado com dexametasona (1 mg/kg, i.p.) apresentou uma reducgao

significativa de 64,8% no numero de leucdcitos totais estimulados.

Avaliando o tipo celular mobilizado para cavidade toracica apods
estimulo com carragenina, observamos a presenga de um intenso infiltrado de
neutréfilos no tempo de 4 h quando comprado ao grupo estimulado com salina
(Figura 1 B). Entretanto, o pré-tratamento com o EHC (1, 10 e 100 mg/kg, i.p.) foi
capaz de promover uma inibigdo significativa no acumulo pleural de neutréfilos nas
doses de 10 e 100 mg/kg apds estimulo inflamatdrio (Figura 1 B), sendo que a dose
de 100 mg/kg deste extrato foi capaz de induzir uma inibigao de 41,2 %. Um perfil de
inibicdo semelhante pode ser observado quando os animais foram tratados com
EHF, somente nas doses de 10 e 100 mg/kg também notou-se uma redugédo no
influxo de neutrofilos, sendo que a maior dose apresentou um percentual de inibigao
de 45,3 % em comparagao ao grupo controle (Figura 1 B). O pré-tratamento com
dexametasona (1 mg/kg, i.p.) promoveu um percentual de inibicdo de 69,6% no

acumulo pleural de neutréfilos apds estimulo inflamatorio.
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Ainda neste modelo, notamos que o estimulo com carragenina induziu
para a cavidade toracica um aumento significativo no numero de células
mononucleares quando comparado ao grupo controle estimulado com salina (de
1,18 £ 0,14 para 2,08 + 0,15x10° células/cavidade). Entretanto, o tratamento prévio
(i.p.) dos animais com EHC nas doses de 1, 10 e 100 mg/kg nédo foi capaz de alterar
de maneira significativa com o numero células mononucleares recrutadas pelo
estimulo com carragenina, 2,26 + 0,15x10° células/cavidade, 2,55 + 0,13x10°
células/cavidade, 2,93 * 0,18x106 células/cavidade, respectivamente. De modo
semelhante o pré-tratamento com o EHF nas doses de 1, 10 e 100 mg/kg (i.p.)
também nao foi capaz de modificar o perfil de células mononucleares apoés estimulo,
2,36 + 0,20x10° células/cavidade, 2,62 + 0,17x10° células/cavidade, 3,02 + 0,15x10°
células/cavidade, respectivamente. O grupo tratado com dexametasona (1 mg/kg,

i.p.) apresentou uma média de 1,58 + 0,15x10° células/cavidade apos estimulo.
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Com o propdsito de avaliar o efeito do tratamento com os extratos de
C. nemorosa sobre a produ¢do de TNF-alfa induzida por carragenina no modelo de
pleurisia, quantificamos por ELISA o conteudo total desta citocina no lavado pleural
4 h apos estimulo. Assim, notamos que o grupo estimulado com carragenina
apresentou um aumento na produgdao de TNF-alfa no espago pleural quando
comparado ao grupo controle estimulado com salina (Tabela 1). Verificamos também
que tanto o pré-tratamento com o EHC quanto o EHF (ambos 100 mg/kg, i.p.)
inibiram de forma significativa a producdo de TNF-alfa no fluido pleural apds
estimulo com carragenina. Em outro grupo experimental, quando os animais foram
submetidos ao tratamento prévio com dexametasona (1 mg/kg, i.p.) 1 h antes do
estimulo com carragenina também apresentaram uma inibigdo no conteudo de TNF-
alfa do lavado pleural (Tabela 1). Utilizamos apenas a dose de 100 mg/kg neste
ensaio, pois foi a que apresentou uma melhor poténcia do efeito antiinflamatério

verificado no modelo de pleurisia por carragenina.

Tabela 1. Efeito do tratamento com o EHC e o EHF sobre a producdo de TNF-alfa

em animais estimulados por carragenina.

Tratamento Carragenina (1 %) TNF-alfa (ng/cavidade) Inibicéo (%)

Salina - 0,14 £ 0,02 -
- + 341009 -
EHC (100 mg/kg) + 2,7 £0,05 * 20,6
EHF (100 mg/kg) + 2,4 0,05 * 29,4
Dexa (1 mg/kg) + 1,1 £ 0,06 *** 67,6

Dexametasona (Dexa, i.p.) foi utilizado como farmaco de referéncia. As diferencas
estatisticas foram detectadas com ANOVA seguidos com o teste de Newmann-
Keuls-Studant. "P<0,001 denota nivel de significAncia comparado ao grupo salina.
*P<0,01, ***P<0,001 denotam niveis de significancia comparado ao grupo

estimulado com carragenina.
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5.2 Efeito do extrato hexanico das cascas e das folhas de C. nemorosa sobre a

ativacao de neutréfilos humanos in vitro

Para avaliar um possivel efeito direto dos extratos de C. nemrosa sobre
os neutrofilos, utilizamos o sistema quimiotaxia de neutréfilos utilizando cadmara de
Boyden. Neste sistema, os neutrofilos humanos foram pré-incubados com o EHC e o
EHF em diferentes concentragdes por 1 h. Em seguida, as células foram provocadas
a migrar utilizando CXCL1 (10 uM) como estimulo. Assim, verificamos que os
neutréfilos demonstraram um aumento na migragao apds estimulo por CXCL1 em
comparagao ao grupo de células estimuladas com PBS (migrac&o basal) (Figura 2).
A pré-incubagédo das células com o EHC (5, 50 ou 500 pg/mL) ndo foi capaz de
alterar o potencial migratério dos neutréfilos apés estimulo (Figura 2). Entretanto, a
incubacdo com o EHF (5, 50, 500 ug/mL) reduziu significativamente a migragao
neutrofilica nas duas maiores concentragoes testadas. De maneira semelhante, a
dexametasona (50 nM) também inibiu significativamente a quimiotaxia de neutrofilos

apo6s estimulo in vitro.

200~
3 CXCL1 (10 uM)

[ Dexa (50 nM)
B EHC
B EHF

—
o
L

o
<

Neutréfilos
(n° de céls/15 campos)
S
o

5 50 500

C. nemorosa (pg/mL)

Figura 2. Efeito do EHC e EHF sobre a quimiotaxia de neutréfilos humanos in vitro
apods estimulo por CXCL1. Neutréfilos purificados foram estimulados com RPMI-BSA
ou CXCL1 (10 pM) por 1 h. A linha pontilhada representa a migracdo de neutrofilos
quando utilizado apenas RPMI-BSA no compartimento inferior da camara. "P<0,001
denota nivel de significAncia comparado ao grupo estimulado apenas com RPMI-
BSA. ***P<0,001 denotam niveis de significAncia comparado ao grupo estimulado
com CXCLA1.
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Com propdsito de avaliar uma possivel interferéncia destes extratos na
viabilidade destes neutrdfilos, realizamos uma analise no citbmetro de fluxo com
anexina V-FITC e 7-amino-actinomicina (7-AAD). Neste ensaio, as células foram
tratadas com as maiores concentragdes que apresentaram efeito inibitério sobre a
quimiotaxia em cémara de Boyden. Assim, neutrdfilos humanos purificados
incubados por 1 hora com EHC e o EHF, ambos nas concentragées de 50 ou 500
pg/mL, foram marcados com anexina V-FITC e 7-AAD e tiveram as fluorescéncias
analisadas. A Figura 3 exibe uma ilustragcao representativa de como se obteve os
dados para analise de apoptose e necrose dos neutréfilos apos incubagido com os
extratos por 1 hora. No eixo x, as células séo identificadas para a leitura de anexina
V, marcando a apoptose inicial € no eixo y para marcagao com 7-AAD, identificador
de apoptose tardia ou necrose. O grupo incubado por 1 h em temperatura de 40-
42°C apresentou uma redugéao para 24,08 % de células viaveis, valor significativo em
comparagao ao grupo incubado com o meio. Assim, podemos observar que tanto o
EHC quanto o EHF nao foram capazes de induzir apoptose nos neutréfilos humanos

apos pré-tratamento in vitro quando comparado ao controle positivo.
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Figura 3. Efeito do EHC e EHF sobre a viabilidade de neutréfilos humanos. As
células foram incubadas por 1 h com os extratos, ambos na concentracdo de 50 ou
500 ug/mL, e em seguida a viabilidade foi avaliada por citometria de fluxo. Os dados

séo representativos de 3 experimentos.
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5.3 Efeito do extrato hexanico das cascas e das folhas de C. nemorosa sobre a

pleurisia induzida por ovalbumina em camundongos ativamente sensibilizados

Dando continuidade aos estudos sobre a atividade antiinflamatéria dos
extratos hexanicos de C. nemorosa, nesta etapa do trabalho avaliamos os efeitos do
EHC e EHF no modelo de pleurisia alérgica, com enfoque sobre o recrutamento de
eosinodfilos que ocorre 24 h apds o estimulo antigénico (SILVA et al., 2001). Como
revelado na Figura 4, o desafio antigénico (OVA, 12 ug/cavidade) realizado 14 dias
apos o processo de sensibilizagdo ativa, foi capaz de induzir um significativo
aumento no numero de eosindfilos presente na cavidade toracica quando
comparado com o grupo estimulado com salina. O pré-tratamento realizado 1 h
antes do estimulo alérgico com o EHC (100 mg/kg, i.p.) foi capaz de suprimir de
maneira significativa o recrutamento de eosindfilos para o espaco pleural (Figura 4).
Entretanto, neste mesmo modelo, o pré-tratamento dos animais com EHF (100
mg/kg, i.p.) ndo interferiu com o influxo de eosindfilos para o espaco pleural apos
desafio alérgico. Além disso, cabe destacar que o pré-tratamento com
dexametasona (1 mg/kg, i.p.) foi capaz de suprimir o recrutamento de eosindfilos

induzido por antigeno (Figura 4).



49

N
(@)]
|

_|
_|

RN
(@)
1

*%k%

Eosinofilo
(x106/cavidade)
o

*k%

o
(6]
|

0.0l

OVA: - + + + +
EHC (mg/kg): - - 100 - -
EHF (mg/kg): - - - 100 -
Dexa (mg/kg): - - - - 1

Figura 4. Efeito do EHC ou EHF sobre a eosinofilia induzida por antigeno em
animais alérgicos. Os animais sensibilizados foram estimulados com salina ou OVA
(12 pg/cav, i.t.) e sacrificados apos 24 h. As barras representam a média £ E.P.M. (n
= 5). As diferencas estatisticas foram detectadas com ANOVA seguidos com o teste
de Newmann-Keuls-Studant. "P<0,001 denota nivel de significancia comparado ao
grupo que nao foi estimulado com OVA. ***P<0,001 denota nivel de significancia

comparado ao grupo estimulado com OVA.
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Visando avaliar um possivel mecanismo de acao pelo qual o EHC foi
capaz de promover a inibicdo do recrutamento eosinofilico, animais sensibilizados e
desafiados com OVA (12 ug/cav, i.t.) foram sacrificados apés 6 h do estimulo
antigénico para determinar o conteudo total de RNA mensageiro (RNAm) das
citocinas IL-5 e CCL11 (eotaxina) expresso pelas células presentes no espaco
pleural. Neste experimento, observamos que o desafio antigénico induziu um
aumento significativo na expressao relativa de RNAm para IL-5 nos leucdcitos
presentes no espacgo pleural quando comparado ao grupo estimulado apenas com
salina (Figura 5A). O tratamento com o EHC (100 mg/kg, i.p.) por 1 h antes do
estimulo alérgico inibiu de maneira significativa a expressdo de RNAm para IL-5
(Figura 5A). De maneira semelhante ao observado com a IL-5, animais alérgicos
estimulados antigenicamente exibiram um aumento significativo na expressao
relativa de CCL11 quando comparado ao grupo salina (Figura 5B). Neste mesmo
experimento, camundongos tratados com EHC também apresentaram uma drastica
reducdo nos niveis de expressdo de RNAm para CCL11 quando comparado aos
animais apenas estimulados com antigeno (Figura 5B). Dexametasona (Dexa, 1
mg/kg, i.p.) também injetada 1 h antes do estimulo antigénico também foi capaz de

suprimir tanto a expressdo de RNAm para IL-5 quanto para CCL11 (Figura 5A e 5B).
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Figura 5. Efeito do EHC sobre a expressdo de RNAm nas células recolhidas do
lavado pleural. Animais sensibilizados foram injetados com salina ou OVA (12
Mg/cav, i.t.) e sacrificados apds 6 h. O grafico 5 representa o RNAm isolado das
células para avaliar a expressao génica de IL-5 e CCL11 apos desafio antigénico.
Os resultados foram representados pela média £ E.P.M. de 5 animais. As diferencas
estatisticas foram detectadas com ANOVA seguidos com o teste de Newmann-
Keuls-Studant. "P<0,001 denota nivel de significAncia comparado ao grupo salina.

***P<0,001 denota nivel de significancia comparado ao grupo estimulado com OVA.
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5.4 Efeito do extrato hexanico das cascas e das folhas de C. nemorosa no
modelo de inflamacdo crbénica induzido por implante de algoddo em

camundongos

O implante subcutédneo de algoddo (10 mg) na regiao dorsal dos
animais induziu a formagdo do tecido granulomatoso observado em todos os
animais no final do sétimo dia (Tabela 2) quando comparado ao grupo que recebeu
o trauma cirurgico mais néo o implante de algodao (SHAM). O tratamento realizado
por 7 dias consecutivos com o EHC (100 mg/kg, i.p.) promoveu uma redugao
significativa na formagéo do granuloma, representando uma inibigdo no peso relativo
do granuloma de 38,8 % (Tabela 2). De maneira oposta, quando os animais foram
submetidos a0 mesmo protocolo de tratamento com EHF (100 mg/kg, i.p.), ndo foi
observado uma alteragdo significativa no peso relativo do granuloma em
comparagao aos animais controles tratados com salina. Neste mesmo modelo, a
administragdo diaria de dexametasona (1 mg/kg, i.p.) por 7 dias resultou numa

inibicdo de 44,1 % no peso relativo do tecido granulomatoso formado (Tabela 2).

Tabela 2. Efeito do tratamento com o EHCn sobre a formacdo do tecido

granulomatoso induzido por discos de algod&o.

Tratamento Dose (mg/kg, i.p.) Granuloma (mg/g) Inibic&o (%)
Salina - 18,8+1,4 -
EHC 100 11,5+0,9 ** 38,8
EHF 100 17,5+0,8 6,9
Dexa 1 10,5+ 1,0 *** 441

As diferencas estatisticas foram detectadas com ANOVA seguidos com o teste de
Newmann-Keuls-Studant. ***P<0,001 denotam niveis de significAncia comparado ao

grupo salina.
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6 DISCUSSAO

As plantas medicinais tém sido usadas desde os tempos antigos como
medicamento para o tratamento de doencgas, tendo um papel importante na saude
mundial. A diversidade quimica presente nestes organismos proporciona as plantas
um papel de destaque no ranking das principais fontes para o isolamento de
componentes organicos bioativos (BASSO et al., 2005). Dessa forma, compostos
derivados de plantas possuem valor histérico como fontes de agentes
antiinflamatorios. Portanto, a busca por novos farmacos que interfiram efetivamente
com o0s processos inflamatérios mostra-se de grande importancia (CALIXTO et al.,
2003; 2005).

No entanto, o aumento do emprego dos produtos naturais traz consigo
o0 uso indiscriminado de plantas sem qualquer conhecimento fitoquimico,
farmacoldgico e toxicologico, o que é fato preocupante e também chama a atencéao
dos pesquisadores, uma vez que isto esta acontecendo com a maioria das espécies
vegetais consumidas pela populacdo, em diferentes paises (BALUNAS e
KINGHORN, 2005).

Dessa forma, o potencial natural encontrado nos paises latino-
americanos, principalmente no Brasil, aliado a diversidade de compostos bioativos
encontrados, especialmente nas plantas superiores, tém atraido a atencdo da
comunidade cientifica e das industrias farmacéuticas que apostam na producdo de
fitoterapicos como um negécio lucrativo, uma vez que a utilizacdo de plantas

medicinais atinge um publico cada vez maior (CALIXTO, 2005).

O Brasil com sua enorme biodiversidade pode contribuir para a
identificacdo e desenvolvimento de novos medicamentos produzidos a partir de
produtos naturais. Embora muitas plantas ja estejam sendo utilizadas com fins
terapéuticos, muitas ndo possuem dados cientificos que comprovem a sua eficacia
terapéutica, assim como a garantia da qualidade do produto ou de sua produgéo
(CORREA, 1984).
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Atualmente, de todos os farmacos disponiveis na terapéutica, em torno
de 25-30 % sao produzidos a partir de produtos naturais (plantas, microorganismos
e animais) ou sao derivagbes destes produtos. Evidéncias recentes de diferentes
industrias farmacéuticas mostram que, para algumas doengas complexas, 0s
produtos naturais representam uma fonte extremamente valiosa para a producéo de
novas entidades quimicas, visto que sdo compostos por estruturas quimicas

privilegiadas, selecionadas por milhdes de anos de evolugao (CALIXTO, 2005).

Entre estas ricas fontes de novas entidades quimicas esta a familia
Clusiaceae. Esta familia do reino vegetal é composta por inumeros membros com
vasto espectro de atividades bioldgicas, incluindo o género Clusia que compreende
aproximadamente 300 espécies (JUDD et al.,, 1999). Dos varios membros desta
familia tem sido isolada uma variedade de compostos bioativos com propriedades
antiinflamatadria, antimicrobiana, antifungica, antiviral e antidepressiva (GUSTAFSON
et al., 1992; ROCHA et al.,, 1994; MINAMI et al., 1996; VIANA et al., 2003;
SUFFREDINI et al., 2006). A literatura mostra que as plantas deste género sao ricas
em flavonodides e biflavondides, benzofenonas, xantonas, triterpenos e esterdides
(DELLE MONACHE et al., 1983; 1984).

Neste contexto, a espécie Clusia nemorosa apesar de ser utilizada na
medicina popular para varias finalidades nao ha registro cientifico que comprove sua
atividade antiinflamatoria. Assim, no presente estudo, avaliamos pela primeira vez, a
atividade antiinflamatéria dos extratos hexanicos obtidos das cascas e das folhas de

C. nemorosa em diferentes modelos de inflamacgao.

Os resultados obtidos no presente estudo indicaram inicialmente que
tanto o EHC quanto o EHF apresentaram efeito antiinflamatério, o qual foi
evidenciado pelo modelo de pleurisia por carragenina. Esta bem estabelecido que o
acumulo de leucdcitos no sitio estimulado se mostra como uma condigao
fundamental para o estabelecimento do processo inflamatério, sendo que o influxo
celular ocorre como o resultado de muitos eventos, incluindo adesdo e mobilidade
celular (GUPTA, 2003). Assim, a carragenina produz inflamacédo por estimular a
liberagdo de mediadores, ocasionando o recrutamento celular, em especial neutrofilo

(HENRIQUES et al., 1987). Este agente desencadeia uma resposta inflamatoéria
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bifasica, sendo a primeira fase (1-2 h) dependente da liberacdo de histamina,
serotonina e bradicinina, seguida por uma fase tardia (3-4 h) modulada
principalmente pela liberagdo de prostandides (OLIVEIRA DE MELO, 2006). O
modelo de pleurisia por carragenina tem sido extensivamente usado para investigar
0 mecanismo envolvido na inflamagdo aguda e também para avaliar a eficacia de
farmacos antiinflamatérios (DALMARCO et al., 2008). Neste modelo, ambos os
extratos reduziram significativamente a migragcao de leucdcitos bem como o acumulo
de neutrofilos no espaco pleural. Esse efeito sugere que tanto as cascas quanto as
folhas de C. nemorosa possui componentes com atividade de prevenir o
recrutamento de neutréfilos em um processo inflamatorio inespecifico, como a

carragenina.

A cavidade pleural é revestida com mesotélio e contém macréfagos
residentes, mastécitos e linfocitos. Durante a inflamagéo pleural, tais células
residentes sao as principais responsaveis pela secrecdo de mediadores
quimioatratores que recrutam direta ou indiretamente neutréfilos (ISSEKUTZ et al.,
1995). Esta bem estabelecido que TNF-alfa mostra-se como uma citocina chave no
desenvolvimento da inflamagao pleural, atuando no aumento da producdo de
quimiocinas pelas células endoteliais (FRODE et al., 2001; CAILHIER et al., 2006).
Dessa maneira, no mesmo modelo de pleurisia por carragenina, realizamos a
quantificacdo do conteudo total de TNF-alfa no fluido pleural e verificamos que
ambos os extratos, provenientes da casca ou folha, mostram-se capazes de suprimir
a geracado deste mediador. Logo, este relato sugere que o EHC e EHF possuem
substancias capazes de agir sobre células responsaveis pela secrecdo desta
citocina com consequente inibicdo da ativacdo e migracdo de neutrofilos. Sabe-se
que inumeras estratégias terapéuticas capazes de inibir a produgédo de TNF-alfa tém
sido sucessivamente usadas no tratamento clinico para o controle de doencas
inflamatdrias crénicas (FELDMANN, 2002). Desta forma, estes achados podem ser
interpretados como uma potencial atividade antiinflamatéria da Clusia nemorosa
sendo esta capaz de reduzir a atividade de neutréfilos. Farmacos que possuem esse
tipo de acgdo bastante conhecida sdo os antiinflamatérios esteroidais, como a
dexametasona (utilizada como controle positivo nesse teste). Dentre os muitos
mecanismos de acdo, a dexametasona reduz a ativagao de fatores de transcrigao

como a Proteina Ativadora-1 (AP-1) e o fator nuclear NF-kB, fatores relacionados
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com a ativagao de genes de citocinas primarias como TNF-alfa, gatilhos potentes de
muitas ag¢des envolvidas na migragao leucocitaria. Assim é possivel postular que os
extratos de C. nemorosa possam utilizar esta via para atingir seus efeitos
antiinflamatorios. Além disso, ndo se pode descartar também um possivel efeito do

extrato sobre a viabilidade e/ou capacidade migratéria dos neutrdfilos.

Em seguida, foi investigado o efeito direto dos extratos sobre a
atividade locomotora dos neutrofilos in vitro. Quimiocinas sao produzidas em
resposta ao estimulo inflamatorio, causando o recrutamento de leucdcitos por meio
da interacédo de receptores de membrana ligados ao mecanismo de transducao de
sinais mediado pela proteina G. CXCL1 é um potente fator quimiotatico capaz de se
ligar a receptores CXCR1 e CXCR2 expressos nos neutrofilos em diferentes
processos inflamatérios. Estudos em modelos de inflamagao pulmonar demonstram
que o nivel de CXCL1 esta relacionado com o numero absoluto e relativo de
neutrofilos no sitio inflamatério (GOMPERTZ et al., 2001; FOLKERTS et al., 2008).
No modelo de quimiotaxia in vitro utilizando a camara de Boyden, somente o EHF foi
capaz de inibir significativamente a migracao de neutréfilos induzidos por CXCLA1,
sugerindo que apenas as folhas apresentem uma ou mais substancias capazes de

atuarem diretamente sobre os neutrofilos.

Com propésito de avaliar se a redugao na capacidade migratéria dos
neutrofilos estava ocorrendo devido a uma possivel indugdo de morte celular,
avaliamos a viabilidade das células apds tratamento in vitro com os extratos
utilizando células marcadas com anexina V e 7-AAD avaliadas pela citometria de
fluxo. Sabe-se que a anexina V é um corante que tem a capacidade de se ligar com
a fosfatidilserina exposta na superficie externa da membrana plasmatica de células
apoptéticas, enquanto o 7-AAD é um corante vital que pode penetrar em algumas
células mortas (KOLACZKOWSKA et al., 2009). Neutréfilos sdo conhecidos por
apresentar uma limitada sobrevida no sangue, e com isso, a apoptose de neutrdfilos
tem sido caracterizada como um importante fator na resolugdo da inflamagéo.
Neutrdéfilos apoptoticos sdo reconhecidos e fagocitados por macréfagos, limitando o
dano tecidual que pode ser causado pela permanéncia destas células no sitio da

inflamacao (SOUSA et al., 2010). Nossos resultados revelaram que a incubagao por
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1 h com os EHC e EHF né&o induziu apoptose nos neutrofilos, demonstrando que os

extratos nao interferiram com a viabilidade destas células.

Com intuito de avaliar se o efeito dos EHC e EHF era extensivo a
outros tipos de reacgdes inflamatdrias, submetemos os extratos ao modelo de
pleurisia alérgica em camundongos. Estudos demonstram que o desafio com
ovoalbumina induz um aumento significativo no numero de leucdcitos totais na
cavidade pleural dentro de 24 h, com um importante acumulo de eosindfilos
(VIEIRA-de-ABREU et al., 2005). Neste ensaio, verificamos que o desafio com
ovoalbumina em animais ativamente sensibilizados induziu em 24 h um expressivo
aumento no numero total de leucdcitos na cavidade pleural refletido pelo intenso
acumulo de eosindfilos. No entanto, o pré-tratamento com EHC foi capaz de reduzir
o influxo de eosinofilos para o espago pleural em animais alérgicos desafiados
antigenicamente. De modo contrario, o tratamento prévio com EHF n&o foi capaz de
interferir com a mobilizagédo de eosindfilos nesta condigdo. Em conjunto, estes dados
sugerem que os extratos possuem substancias diferentes e que provavelmente

estdo atuando em alvos inflamatérios distintos.

Os eosindfilos sdo células produzidas em quantidades significativas
somente em situagcbes especificas, tal como alergia. Mesmo ainda nao estando
completamente esclarecido todas as etapas responsaveis pela eosinofilia tecidual
induzida pelo estimulo alergénico, sabe-se que algumas moléculas estao
diretamente envolvidas no controle deste processo, tais como IL-5 e CCL11
(eotaxina). A IL-5 é uma das principais citocinas produzidas na resposta alérgica
inicial e esta envolvida na producgao de eosindfilos na medula 6ssea, indugao da sua
migrag&o para o pulm&o e aumento da sua atividade e sobrevida no sitio inflamatério
(FERREIRA, 2003; 2004). Estudos prévios revelam que no modelo de pleurisia
alérgica o estimulo alergénico promove uma intensa produgéo de CCL11 ap6s 6 h, e
que tal fendbmeno mostra-se diretamente relacionado com a eosinofilia tecidual que
ocorre 24 h apos o desafio alérgico (SILVA et al., 2001). Portanto, com o propdsito
de investigar a possivel interferéncia do EHC na produgdo destes mediadores,
avaliamos os niveis de expressao de RNAm destas proteinas na condi¢ao alérgica
submetida ao tratamento com o extrato. Assim, verificamos que o tratamento prévio

com EHC foi capaz de suprimir a expressdo destes genes relacionados a
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ativagao/recrutamento de eosindfilos. Sugerindo que este possa ser um dos
mecanismos responsaveis pelo menor recrutamento de eosindfilos quando é feito o
tratamento com o extrato. Sustentando estes achados, diferentes autores relatam
que a menor expressao de RNAm para IL-5 e CCL11 esta diretamente relacionada
com o menor influxo de eosindfilos para dentro da cavidade pleural de camundongos
apos desafio antigénico (EUM et al., 2005; SEHMI et al., 2003). Nossos dados séo
similares com os resultados apresentados por Penido et al (2006), que testando um
produto natural no modelo de pleurisia alérgica por ovoalbumina, observou que a
inibicdo no recrutamento de eosindfilos para a cavidade pleural estaria relacionada
com uma provavel capacidade deste produto em suprimir a expressdo destes

mediadores eosinofilotaticos.

Com o propdsito de avaliar o efeito do EH em situagdes de inflamagéao
cronica, foi investigado o efeito destes extratos sobre a formagdo do granuloma
induzido por implante de algoddo. A inflamagao cronica € uma reagdo que surge
quando a resposta aguda é insuficiente para eliminar agentes pro-inflamatorios. A
reacgao crénica inclui uma proliferacéo de fibroblastos e a infiltragdo de neutréfilos e
exsudagao. O modelo de formagdo de granuloma induzido por implante de algod&o
caracteriza uma reacgao inflamatoéria cronica estabelecida e pode ser usado como
modelo padrdao em respostas inflamatérias crénicas e subcrbnicas para a
investigacado de substancias antiartriticas (ZHANG et al., 2008; RATHI et al., 2004).
O EHC mostrou uma significativa inibicdo na formag¢ado do granuloma induzido por
implantes de algodado, sugerindo que este extrato possui substancias capazes de
interferir com diferentes processos de formagao granulomatosa, tais como inibigao
do aumento no numero de fibroblastos e/ou sintese de colageno durante a formacéao
do tecido granulomatoso. Entretanto, o EHF n&o foi capaz de reduzir de maneira
significativa a formagao do tecido granulomatoso, resultado que reforga a hipotese

de diferengas na composicado quimica dos extratos testados.
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Preparacdes de C. nemorosa sdo usadas popularmente no alivio da
dor e sintomas inflamatérios. As evidéncias obtidas neste trabalho dao suporte ao
uso popular das cascas e folhas de C. nemorosa. Tais resultados também indicam
possibilidades reais para que esta planta seja utilizada como fonte para obtencao de
compostos ativos, cuja pesquisa aprofundada pode levar a descoberta de uma nova
e melhor alternativa terapéutica aos estados patolégicos com quadro inflamatério

agudo e crénico.
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7 CONCLUSOES

Diante dos resultados podemos concluir que:

Os EHF e EHC foram capazes de inibir o recrutamento de neutréfilos no modelo de
inflamac&o nao-alérgica, fendbmeno que parece envolver a inibicdo da producéo de
TNF-alfa.

No modelo de quimiotaxia in vitro, apenas o EHF mostrou-se capaz de inibir a
migragdo dos neutréfilos humanos induzido por CXCL1 indicando seus efeitos

diretos sobre as células.

No ensaio de apoptose, ambos os extratos ndo induziram morte celular inicial ou
tardia, demonstrando que seus efeitos antiinflamatorios ndo sao devido a inducao de

citotoxicidade.

Na inflamacgao alérgica, apenas EHC mostrou-se eficaz em inibir o recrutamento
eosinofilico induzido por antigeno, fenbnemo que se mostrou relacionado com a

inibicao de fatores eosinofilotaticos, tais como IL-5 e CCL11.

EHC mostrou-se capaz de suprimir a formagdo do granuloma no modelo de
inflamacé&o crénica, o que sugere a presencga de substancias capazes de atuarem

nao apenas em eventos inflamatérios agudos.

Juntos, estes resultados apontam o potencial antiinflamatério do extrato
hexanico de C. nemorosa, sendo esta uma espécie promissora para obtencao de

principios ativos com atividade antialérgica.
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