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RESUMO

CARACTERIZACAO DA RESPOSTA INFLAMATORIA INDUZIDA POR
UMA FRACAO PROTEICA DO LATEX DE Cryptostegya grandiflora R.Br. EM
MODELOS EXPERIMENTAIS IN VIVO

A Cryptostegia grandiflora R.Br. ¢ um membro da familia Asclepiadaceae
encontrada no Nordeste do Brasil. Apresenta amplo potencial de utilizagao, a
exemplo de matéria-prima para a indudstria e na Medicina popular por sua agado
antibacteriana, estimulante e antiinflamatdria. Este trabalho pode sugerir uma
aplicabilidade biotecnoldgica para o latex de Cryptostegya grandiflora como
substancia na constru¢do de medicamentos alternativos com propriedades
antiinflamatdrias e/ou pro-inflamatdrias para varias condigdes fisioldgicas e
patologicas. O objetivo desta pesquisa foi estudar o mecanismo e possiveis
mediadores quimicos envolvidos na resposta inflamatéria induzida pela fragao LP do
latex de Cryptostegia grandiflora. Os modelos experimentais realizados foram:
peritonite, edema de pata, bolsa de ar subcutianea e modelo de feridas cutineas.
Foram utilizados camundongos Swiss (38,0 & 3,0 g) ou Ratos Wistar (170,0 = 33,0).
Verificou-se que a fracdo LP do latex induziu migracao de neutréfilos para a cavidade
peritoneal de forma dose-e tempo-dependente no modelo de peritonite, edema de pata
e bolsa de ar subcutanea em ratos. O aumento do numero de macréfagos através do
pré-tratamento dos animais com tioglicolato potencializou a migragdo de neutréfilos
induzida pela fragdo LP do latex de C. grandiflora; a deplegdo de mastdcitos através
do tratamento com o composto 48/80 ndo interferiu na migracao de neutrofilos
induzida pela fragdo LP do latex. Sendo assim supde-se o envolvimento de
macrofagos e ndo de mastdcitos na resposta inflamatoria induzida pela fragdo LP. A
atividade pré-inflamatoria no modelo de peritonite foi inibida através do pré-
tratamento dos animais com talidomida, dexametasona, indometacina e celecoxib. A
fracao LP do latex de Cryptostegia grandiflora aplicada por via endovenosa reduziu a
migra¢do de neutréfilos induzida por carragenina em ratos e aumentou a presenca de
sinais inflamatorios- edema, hiperemia, exsudagdo e crosta em feridas cutaneas de
camundongos e ndo foi capaz de estimular o processo de reparagdo dessas lesoes

cutaneas.



Palavras Chave: Cryptostegia grandiflora, inflamagao, peritonite



ABSTRACT

CHARACTERIZATION OF THE INDUCED INFLAMMATORY RESPONSE
FOR A PROTEINIC FRACTION OF LATEX Cyptostegya grandiflora R. Br.
IN ALIVE EXPERIMENTAL MODELS IN VIVO

The Cryptostegya grandiflora R. Br. is a member of the family os Asclepiadaceae
has found is Northest Brazil. Its presents the potential of multiporposes, as an
example of material-raw to industry and in the pop medicine for its antibacterial
potential, stimulant and anti-inflammatory. This paper may suggest an biotecnical
applying to latex of C. grandiflora as a substance to manufactor alternative medicines
with anti-inflammatory porposes and/or pro-inflammatory to several pathological and
fisiological conditions. The objective of this work was to evaluated the mechanism
and possible mediators envolvible to the induced inflammatory response by fraction
LP the latex of C. grandiflora. The model used have been: peritonitis, paw edema, air
pouch e model of cutaneous wounds. Its has been used Swiss mice (38,0 + 3,0 g) or
Wistar Rats (170,0 & 33,0). Its has been checked that the fraction LP latex induced the
migration of neutrophbhils to peritoneal cavity so that dose and time dependent in the
peritonitis model, paw edema and air pouch. The increasing number of macrophages
through pre- treatement of the animals with thiglycolate potencialized the migration
of neutrophils induced by fraction LP the latex of C. grandiflora; The depletion of
mast cells through the treatment with substance 4880 did not interfere in the
migration of neutrophils induced by fraction LP the latex. This way, if supposes the
involvement of the macrophages and not mast cells in the induced inflame response
by fraction LP the latex. The pro-inflammatory activity in the model of peritonitis has
been inhibited through the pre-treatment of the animals with tthalidomide,
dexamethasone, indomethacine and celecoxib. The fraction LP latex a applied by
endovenous may reduced the migration of neutrophils by carrageenan in rats and
increased the presence of inflammatory signals oedema, hyperemia, exudative
characteristics and crust in cutaneous wounds of mice and was not capable to

stimulate the process of repaiting of these cutaneous injuries.

Key works: Cryptostegia grandiflora, inflammatory, peritonitis
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1. INTRODUCAO

O uso das espécies vegetais, com fins de tratamento e cura de doencas e
sintomas, remonta ao inicio da civiliza¢do, quando o homem comegou um longo
percurso de manuseio, adaptagdao e modificacdo dos recursos naturais para seu proprio
beneficio (ANDRADE et al., 1992).

O emprego de produtos medicinais de origem natural no tratamento de certas
doengas tem sido amplamente utilizado pela populagdo, mas poucas pesquisas tém
sido realizadas a fim de caracterizar os seus efeitos terapéuticos (VIJAYAN et al.,
2004). Alguns estudiosos mencionaram que elementos existentes na natureza
poderiam constituir materiais alternativos para o tratamento local das feridas, ja que
os curativos disponiveis, sintéticos ou biossintéticos, utilizados tanto no homem como
em outras espécies sa0 onerosos (SILVA, 2000).

As plantas sdo importantes fontes de produtos naturais biologicamente ativos,
os quais diferem em termos de estrutura e propriedades biologicas (MOREIRA et al.,
1991). A Medicina popular tem-se valido desse recurso para tratamento de diferentes
tipos de enfermidades (incluindo doencas infecciosas), além de serem afamadas pelo
seu uso na cicatrizacao de feridas, ainda que seu mecanismo de agdo e eficacia sejam
muito pouco avaliados em experimentos clinicos controlados (VIJAY AN et al., 2004;
MENEZES, 20006).

Justifica-se, assim, um crescente interesse da industria farmacéutica no estudo
de moléculas normalmente presentes na natureza, visto a riqueza da biodiversidade,
principalmente no reino vegetal (SIMOES et al., 2002), em que compostos
identificados em diferentes tecidos e 6rgaos vegetais sdo freqiientemente responsaveis
pelo crescente desenvolvimento da medicina moderna (MORALE et al., 1998). O uso
de produtos naturais para o desenvolvimento de novos medicamentos oferece
inimeras vantagens, entre elas citam-se: grande variedade de estruturas quimicas,
possibilidade de utilizagdo como um “banco de moléculas” para screenings além de
serem uma fonte bioldgica renovavel, cuja obtengao racional ndo causara efeitos

sobre o meio ambiente (CALIXTO, 2001).

As plantas lactiferas tém sido estudadas por apresentarem uma fonte

interessante de moléculas biologicamente ativas, e seu uso ¢ freqiientemente



reportado na Medicina popular  (SOARES et al., 2005).

Ha poucos relatos de estudos com o latex de Cryptostegia grandiflora

diferentemente do C. procera.

A Cryptostegia grandiflora R.Br. ¢ um membro da familia Asclepiadaceae e
uma planta ornamental comumente encontrada no Egito e varios outros paises
(HUTCHINSON,1973), sendo abundante no Nordeste do Brasil. Apresenta um amplo
potencial de utilizagdo, a exemplo de matéria-prima para a industria (como alternativa
aos 6leos convencionais; AUGUSTUS et al., 2000) e na Medicina popular por sua
acdo antibacteriana, estimulante ¢ antiinflamatdria (KIRITIKAR & BASU, 1987,
MUKHERIJEE et al, 1999).

Grupos indianos tém contribuido com pesquisas sobre as propriedades
farmacolégicas do latex do Calotropis procera, também pertencente a familia
Asclepiadaceae. Recentemente demonstraram que o mesmo apresenta acao
antitumoral e atividade citotoxica frente ao carcinoma hepatocelular (CHOEDON et
al., 2006). Outras atividades farmacologicas atribuidas ao C. procera incluem agao
antinflamatdria, antioxidante e antinociceptiva (ARYA & KUMAR, 2005; ROY et
al., 2005; SOARES et al., 2005). Entretanto, considerando que os estudos com o latex
no processo inflamatério sdo recentes, hd poucos relatos de estudos com o latex de

Cryptostegia grandiflora diferentemente do C. procera.

Atualmente, o estudo do mecanismo de ac¢ao e dos mediadores envolvidos no
processo inflamatorio € alvo de varias pesquisas. Inimeros trabalhos tém sido
realizados com objetivo de elucidar o mecanismo das respostas imunolédgicas
desencadeadas por diversas doencas inflamatdrias, bem como a descoberta de

medicamentos para a resolucdo destas patologias.

Ha um aparente paradoxo na reacdo inflamatoria, pois se trata
fundamentalmente de um mecanismo de defesa, cujo objetivo final € a eliminacao da
causa inicial da lesdo celular e das possiveis consequéncias da lesdo celular. Apesar
de ser essencial para a manutencdo da homeostase tecidual, prote¢ao contra infec¢ao,

mediar respostas imunes, a resposta inflamatéria também pode contribuir para a



intensificag¢@o da injuria tecidual e ser prejudicial ao organismo. Podem ser citadas
varias patologias como artrite reumatoide, choque séptico e rejei¢ao de exertos em
que o evento inflamatorio ¢ a causa de morbidade e mortalidade (HENSON, 2005).
Por outro lado, em alguns casos se faz necessario a exarcebagdo desse processo em
pacientes que apresentam dificuldades em desenvolver uma resposta adequada a
agentes agressores, tal como ocorre em pacientes que apresentam imunossupressao
induzida por agentes quimioterapicos ou por radioterapia. Logo, o estudo de
substancias naturais que possam interferir neste complexo processo biologico ¢ de

extrema relevancia (MOTA, 2003).

Neste contexto, em fun¢ao do interesse crescente pelo estudo das diferentes
espécies de latex que atuam sobre os eventos celulares e vasculares do processo
inflamatorio, este estudo aponta uma aplicabilidade biotecnologica para o latex como
substancia na constru¢do de medicamentos alternativos com propriedades
antiinflamatdrias e/ou pro-inflamatdrias para varias condigdes fisioldgicas e

patologicas.

O objetivo desta pesquisa foi estudar os mecanismos e possiveis mediadores
quimicos envolvidos na resposta inflamatoria induzida por uma fragao protéica
(fracdo LP) do latex de Cryptostegia grandiflora.

Para tanto, foram estabelecidos os seguintes objetivos especificos:

1 Caracterizar a atividade pro-inflamatoria da fragdo LP do latex de
Cryptostegya grandiflora nos modelos de peritonite, edema de pata, bolsa de

ar subcutanea (air pouch) e modelo de feridas cutaneas;

2 Investigar os possiveis mediadores e células residentes envolvidos na

resposta inflamatodria induzida pela fragdo LP do latex de C. grandiflora.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Potencial fitoquimico das plantas lactiferas: Cryptostegia grandiflora

Existem mais de 12.000 espécies produtoras de latex (YEANG et al., 2002) e
Pereira et al. (1999) sugerem que este exsudato esta envolvido nos mecanismos de
defesa das plantas. O latex ¢ um fluido leitoso, fonte de varios componentes
biologicamente ativos, incluindo glicosideos, taninas e proteinas, além de outros,
muitos dos quais sao toxicos (LYNN & CLEVETTE, 1987; DUBEY &
JAGANNADHAM, 2003). Entre as substancias quimicas presentes, a que se
encontra em maior quantidade é o hidrocarbono polimérico cis-poli-isopreno,
responsavel pela formagao da borracha (YEANG et al., 2002). NALLAMSETTY et
al. (2003) ressaltam que um grande niimero de proteinas sdo encontradas no latex,
incluindo proteinas soluveis. Uma vez que o latex ndo ¢ um fluido homogéneo, tais
proteinas ndo estdo dispersas homogeneamente (DUBEY &

JAGANNADHAM, 2003).

As plantas lactiferas tém sido objeto de estudo recente, tendo em vista seu
potencial como fontes renovaveis de energia (devido ao seu conteudo de
hidrocarbonetos) e de outros fitoquimicos farmacologicamente ativos (KALITA &

SAIKIA, 2004). O extrato acetonico destas plantas foi analisado e os resultados



podem ser comparados aos de outras espécies lactiferas, submetidas a processamento

semelhante (Quadro 1).

Quadro 1 — Composicao quimica de plantas lactiferas.
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Familia Espécie Hidrocarbonetos | Polifenois Lipideos Proteinas
(%) (%) (%) Totais (%)
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cromatografia de camada delgada espectrometria de infravermelho (lipideos e
polifenois) e determinag@o do nitrogénio total (proteinas). * KALITA & SAIKIA
(2004); # AUGUSTUS et al. (2000)

Atualmente, o latex de vérias espécies de plantas vém sendo estudados quanto ao
seu potencial no tratamento de doengas. O seu uso ¢ freqlientemente relatado na
medicina popular (SOARES et al., 2005). Dentre eles, o latex do Calotropis procera
merece papel de destaque. O Calotropis procera pertence a familia Asclepiadaceae e
¢ largamente distribuido na Asia, Africa, América do Sul e é abundante na regiao
Nordeste do Brasil (DUBEY & JAGANNADHAM, 2003). Trabalhos
relatam o seu efeito analgésico (DEWAN et al., 2000b; SOARES et al., 2005), agdo
antidiarréica (KUMAR et al., 2001), ag@o na cicatrizagao de feridas (RASIK et al.,
1999), atividade antifingica, antimicrobiana, anticancerigena (SHUKLA & MURTI,
1961; HUSSEIN & KINGSTON, 1981; CHOEDON et al., 2006; OLIVEIRA et
al., 2007) e antihelmintica (AL-QARAWI et al., 2001).

O género Cryptostegia pertence a familia Asclepiadaceae e compreende duas
espécies, Cryptostegya grandiflora (Figura 1) e C. madagascariensis. Esta tltima
recentemente foi subdividida em trés variedades: var. madagascariensis, var.

glaberrima e var. septentrionalis (MAROHASHY & FORSTER, 1991).

A Cryptostegia grandiflora ¢ uma planta lactifera arbustiva que se desenvolve
sem manejo agricola especializado e sobrevive bem a condi¢des ambientais
extremas, tais como altas temperaturas e quantidades limitadas de agua. Durante a
Segunda Guerra Mundial foi utilizada como fonte natural de borracha e foi

introduzida em outros paises (BAGBY etal., 1981; TOMLEY, 1995). Ha



relatos que a composicao do latex da Cryptostegia grandiflora ¢ uma emulsao de
6leo e agua similar ao latex do Calotropis procera e da Euphobia spp. (CALVIN,
1984).

Estudos realizados envolvendo a influéncia do horério sobre o fluxo do latex de
Cryptostegia grandiflora verificaram que o rendimento do latex ¢ menor em torno
do meio-dia. Este menor rendimento foi correlacionado ao maior poder de
evaporacao atmosférica neste horario. Foi constatado também que a composi¢ao do
latex varia consideravelmente ao longo do dia, e uma maior acidez ¢ verificada ao
meio-dia em relagdo ao inicio da manha e ao fim da tarde (CURTIS &
BLONDEAU,1946).

A ocorréncia de efeitos colaterais indesejaveis ao se utilizar o latex no tratamento
de doengas tem sido atribuida a presenga do cis-poli-isopreno (borracha) (KUMAR
et al., 2006), ou, alternativamente, a presenga de pequenas quantidades de proteinas
remanescentes em produtos manufaturados de borracha (FREITAS et al., 2007).
Trabalhos tém sido realizados no sentido de eliminar esta fragao (borracha) e

componentes de baixo peso molecular (ALENCAR et al., 2004).

Existem poucos relatos sobre a atividade farmacolédgica da Cryptostegya
grandyflora, com excecdo de sua atividade antifingica (VIJAYAN et al., 2004) e
antibacteriana frente a Pseudomonus capacia, Bacillus megatorium, Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Bacillus subtilis e Bacillus coagulans (MUKHERIJEE et
al., 1989).

Figura 1. Cryptostegya grandiflora presente na regido de Maranguape, regiao

metropolitana do Ceara (A). Vista aproximada (B)



2.2. Inflamacao

A inflamacao ¢ um processo fundamental iniciado por estimulos fisicos,
quimicos ou bioldgicos que sdo suficientes para ativar uma seqiiéncia de alteracdes
que microscopicamente, incluem: dilatacdo de arteriolas, capilares e vénulas,
aumento do fluxo sanguineo, aumento da permeabilidade vascular, exsudacao
plasmatica e migracao de leucécitos para o foco inflamatorio. Um conjunto de sinais
foram descritos por Cornelius Celsus no inicio da era Cristd, como os quatro sinais
cardeais da inflamagao: eritema (rubor), edema local (tumor), febre (calor) e dor,
mais tarde, Virchow no século XIX acrescentou a perda de fun¢do do tecido ou 6rgao
lesado (HENSON, 2005)

O processo inflamatorio ¢, genericamente, classificado com base em alguns
parametros citologicos e sintomaticos que vao variando progressivamente com o

passar do tempo, em agudo ou cronico (TASAKA, 2006).

O processo inflamatorio agudo caracteriza-se pela curta duracdo e apresenta os
sinais cardeais da inflamagdo, quais sejam: dor, calor, rubor e tumor, além de perda
de fungdo. E caracterizado pela rapida migracio de granuldcitos, principalmente
neutrofilos, seguida por monécitos que amadurecem, tornam-se macréfagos que

subseqiientemente proliferam e desse modo assumem a fun¢do de macréfagos



residentes e pelos eventos vasculares, tais como, extravasamento de fluidos e
proteinas plasmaticas, aumento da permeabilidade vascular, alteracdes estruturais da
microvasculatura e elevacao nos niveis plasmaticos de uma série de proteinas
denominadas por proteinas da fase aguda (a-2-macroglobulina, fibrinogénio,
haptoglobulina, componentes C3 e C5 do complemento, proteina C-reativa)
(BAUHMAN & GAUDIE, 1994; GALLIN et al., 1999).

O processo inflamatorio cronico, além de perdurar por um periodo indeterminado
nao apresenta um padrdo tao estereotipado, variando de acordo com os tipos de
mediadores celulares e humorais envolvidos (TASAKA, 2006). E caracterizado pela
presenga de linfocitos e macrofagos, com proliferagdo de vasos sanguineos e de
tecido conjuntivo (SEDGWICKI & WILLOUGBY, 1985; BROIDE, 1991).

A resoluc¢do da inflamacgao ocorre quando os granulécitos sdo eliminados e a
populacdo de células monucleares teciduais (macrofagos e linfocitos) retornam aos
nameros anteriores a inflamagdo (GALLIN et al., 1999). Estudos indicando os
indices de resolucdo da inflamacao tém sido propostos. Estes indices incluem o
intervalo entre o tempo em que a infiltragdo de neutréfilos atinge o ponto maximo e o
tempo correspondente ao decréscimo do ntimero de neutréfilos de 50% do valor
maximo. Através da indugdo experimental de peritonite em ratos pela injecao
intraperitoneal de uma -D-glucana (zimozana) extraida da parede celular de
Scharomyces cerevisae, verificou-se que a infiltragdo maxima de neutrofilos ocorria
12 horas ap0s a inje¢do do estimulo e o decréscimo em 50 % do valor maximo

ocorreu somente 8 horas ap6s o pico (BANNENBERG et al., 2005).

O processo inflamatorio ¢ regulado por mediadores, que sao moléculas soluveis
oriundas de células, do plasma ou de proteinas da matriz que agem em células
inflamatorias alvo através de receptores especificos (LUSTER et al., 2005) e sao
responsaveis pelas respostas vasculares e celulares, tanto da fase aguda quanto da
fase cronica (BAUHAMAN & GAULDIE, 1994). Estas substancias
podem modular a resposta inflamatoria de forma positiva ou negativa; pois caso
ocorra persisténcia do processo inflamatorio, podera ocorrer um estado patologico
com lesdo de células normais do hospedeiro e conseqiientemente ser deletério ao
organismo (BROIDE, 1991). Estes mediadores sdo geralmente as quimiocinas,

citocinas e mediadores lipidicos derivados do 4cido araquidonico (SERHAN &



SAVILL, 2005).
2.2.1. Eventos vasculares da resposta inflamatoria

Primeiramente ocorre uma vasoconstri¢do transitoria de origem neurogénica,
mediada por terminagdes do sistema nervoso autonomo, em seguida a vasodilatagao
das arteriolas, capilares e veias, que € responsavel pelo aumento do fluxo sanguineo,
0 que provocara o aumento da temperatura (calor) e o eritema (rubor) (GALLIN et
al., 1992; BHANDARI et al., 2005). Ap6s ocorrem modificagdes nos vasos de
pequeno calibre que permitem a passagem de proteinas plasmaticas para o espago
extracelular, provocando aumento da pressao oncotica e retencao de liquido no
intersticio, ha também uma estase sanguinea em conseqiiéncia do aumento da
permeabilidade da microvasculatura, uma vez que o extravazamento de liquidos e
proteinas para o intersticio provoca hemoconcentragao, aumentando a viscosidade
sanguinea no local. Estes eventos sao mediados por varias substancias entre elas:

bradicinina, serotonina, histamina e prostaglandinas da série E e da série |

(BHANDARI et al., 2005).

O edema ocorre em funcao da exsudagdo de elementos sanguineos para os
espagos intersticiais, e levara a um acumulo de liquidos nesses locais (ALI et al.,
1997).

Diferentes mecanismos levam ao aumento da permeabilidade, dependendo dos
receptores que serdo ativados na célula endotelial ou da lesdo provocada no vaso
sanguineo, podendo ocorrer a retracao das células endoteliais as quais “abrem” as
jungdes intercelulares e também possivelmente pelo aumento no transporte vesicular
através do endotélio. Varios mediadores estdo presentes no exsudato que influenciam

as células adjacentes e os proprios vasos sanguineos (ROBBINS et al., 2005).
2.2.2. Eventos celulares da resposta inflamatoria

A resposta inflamatoria celular ¢ uma das formas de defesa mais efetivas do
hospedeiro frente a invasao do organismo por um agente infeccioso ou uma lesao
fisica. Os leucocitos e moléculas plasmaticas sdo atraidos para o local da infecgao ou
dano tecidual, e este infiltrado leucocitério realizara a fagocitose, degradagao e morte

destes antigenos estranhos (BEVILACQUA et al., 1994).



Estes eventos sdo realizados por varios tipos de células. Entre elas, podem estar
as células ja presentes nos tecidos, como as células endoteliais, mastocitos, células
mononucleares residentes e as células que migrarao para o local da lesdo, como os
leucdcitos polimorfonucleares (PMN- neutrofilos, basofilos e eosinofilos) e

monucleares (monocitos ¢ linfocitos) (FERREIRA, 1980).

De acordo com o estagio da les@o e o tipo de estimulo ird predominar
determinado tipo de célula (McEVER, 1991). Durante as primeiras 6-24 horas
predomina o infiltrado neutrofilico, sendo substituido posteriormente por células
monucleares (BEVILACQUA et al., 1994). Os leucdcitos sdo atraidos para a regiao
afetada por um processo conhecido por quimiotaxia. Os macrofagos residentes
participam de varios eventos da inflamagao, sendo responsaveis pela fagocitose do
agente agressor e pela liberacdo de varios mediadores, desencadeando outros eventos

inflamatoérios, como edema e dor (FERREIRA, 1980).

O acumulo de neutrofilos no local inflamado também contribuira para os eventos
vasculares da inflamagao, tais como, o aumento da permeabilidade com exsudagao

protéica, edema e lesdo vascular (WEDMORE & WILLIAMS, 1981).

A migragdo dos leucocitos para o local da inflamagao ocorre em fun¢ao de uma
complexa interacdo destes com as células endoteliais, através da expressao em suas
superficies de proteinas adesivas, denominadas como moléculas de adesao. Este
processo ¢ intermediado por diferentes mediadores inflamatorios e quimiotaticos, os
quais promovem um aumento nas interagdes entre os neutrofilos e as células
endoteliais, favorecendo a migragdo destes leucocitos a favor do gradiente de
concentracdo entre a area lesada e as vénulas pos-capilares (McEVER, 1992;

HUTTENLOCHER et al., 1995).
2.2.3. Papel das moléculas de adesio

As moléculas de adesdo celular (CAMs) sdo glicoproteinas expressas na
superficie celular, sendo responsaveis pelo processo de migragao e trafego dos
leucdcitos na corrente sanguinea (LASKY, 1992). Esta migragao depende da
interagao entre os leucdcitos e as células endoteliais, ambas contribuindo ativamente
através da expressao em suas superficies destas proteinas adesivas (CRONSTEIN &

WEISSMAN, 1993). As citocinas ¢ outros mediadores inflamatdrios influenciam o



namero e a fungdo das CAMs. A seletividade depende do mediador e do tipo de
célula envolvida (KUMAR & BUSSE, 1995).

Diferentes familias de moléculas estao envolvidas no processo de adesdo, entre
elas estdo as selectinas (lectinas enddgenas), imunoglobulinas e as integrinas

(PANES et al., 1999).

As selectinas sdo lectinas que se caracterizam pela presenca de um dominio
lectinico que interage com carboidratos ligantes presentes nos leucocitos e nas
células endoteliais. Sdo encontradas apenas em células vasculares, sendo
responsaveis pelas interagdes iniciais de adesdo entre leucdcitos intravasculares e o
endotélio vascular, em areas de inflama¢do (MC EVER et al., 1995). Sao formadas
por trés sub-familias: selectina L (LAM-1: “Leukocyte Adheson Molecule 17)
encontrada constituitivamente na superficie microvilosa de leucécitos mediando o
rolamento de neutrofilos no endotélio e 0 movimento dos mesmos para os tecidos
linféides periféricos, uma vez que seus ligantes (mucinas) estao presentes nesses
locais (TEDDER et al., 1995); Selectina P (GMP-140), esta presente na superficie
das plaquetas e células endoteliais sob ativacdo de substancias como a trombina,
histamina, endotoxina, citocinas e outros, se liga a residuos sialicos de
oligossacarideos dos leucocitos de maneira dependente de calcio; podendo haver
variagdes na expressao frente aos estimulos dependendo da espécie animal (VARKI,
1992; EPPIHIMER et al., 1996; PAN et al., 1998) ¢ Selectina E (ELAM-1:
“Endothelial Leukocyte Adhesion Molecule 1) , expressa na superficie do endotélio
vascular em razdo de estimulos como IL-1 ¢ TNF a e endotoxina (FRIES et al.,
1993); uma pequena quantidade encontrada em varios leitos vasculares parece ter
significado importante para a migracdo dos leucdcitos. A Selectina E e a Selectina P
encontradas na superficie endotelial, funcionam como sitios de liga¢do para a

Selectina L (GRANGER & KUBES, 1994).

A interagdo das selectinas com seus ligantes resulta em uma diminui¢ao da
velocidade de migragdo dos neutéfilos o que permitird que as integrinas promovam a
adesao dos neutrdfilos ao endotélio (CROSTEIN & WEISSMAN, 1993). As B-2-
integrinas sdo proteinas presentes na membrana dos leucdcitos e que podem ter sua
expressao aumentada apos a sua ativacao por mediadores inflamatorios com o Fator

de agregacao plaquetario ou através de citocinas.



As imunoglobulinas que atuam como moléculas de adesdo sdo : ICAM 1
(molécula de adesdo intercelular 1), [CAM 2 (moléculas de adesdo intercelular 2),
VCAM 1 (molécula de adesdo vascular) e PCAM 1 (molécula de adesdo de célula
endotelial e plaqueta), estdo presentes no endotélio e sua expressdo ¢ aumentada pela
ativacao do endotélio por citocinas ou endotoxinas. A interagdo integrina-
imunoglobulina acarreta a adesao firme do leucocito ao endotélio (CROSTEIN &

WEISSMAN, 1993; PANES et al., 1999).
2.2.4. Etapas da migrac¢ao dos leucocitos

As etapas, ilustradas na Figura 2, que promovem a migragao dos neutrofilos da
luz vascular para o tecido intersticial podem ser divididas em: 1, Marginacao e
captura dos leucocitos circulantes; 2, Rolamento que envolve basicamente as
selectinas P e L; 3, Adesao através da ativacao dos leucdcitos por agentes produzidos
pelo endotélio ou outras células (SPRINGER, 1994); 4, Diapedese com penetracao
através da membrana basal dos pericitos (migracdo através do endotélio). Essa
passagem ¢ controversa, pois alguns pesquisadores demonstraram que os neutréfilos
podem migrar por via transendotelial em resposta a um agente quimiotatico direto do
tipo fTMLP (Peptideo N formil-metil-L-metionil-L-leucil-L-fenilalanina) e; 5,
Quimiotaxia (transmigra¢do pelo endotélio através de um movimento celular dirigido

em dire¢do ao foco da inflamagao).

Este processo ¢ dependente de uma variedade de agentes quimiotaticos, tanto
de origem enddgena (componentes do sistema complemento, produtos da
lipoxigenase, citocinas, entre outros) quanto de origem exogena (produtos
bacterianos de origem lipidica e fMLP- Peptideo N-formil-metil-L-metionil-L-leucil-

L-fenilalanina) (SPRINGER., 1994; RIBEIRO et al., 1997; FENG et al., 1998).



Figura 2: Sequéncia de eventos leucocitarios na inflamacao. Moleculas
quimioatraentes atraem leucocitos (A) que aderem e rolam pelo endotélio (B e C). O
leucoécito se dirige ao tecido (D) . Modificado de : <www.virtual.unipar.br> Acesso
em 28 fev. 2007.

2.2.5. Células Inflamatorias: Estrutura e func¢ao

As células envolvidas na resposta inflamatoria sdo diferentes quanto a

morfologia, ao conteudo liberado, ao estimulo para ativacdo celular e ao curso de



tempo pela liberacdo do mediador, mas a0 mesmo tempo apresentam muitas
caracteristicas em comum, como a presenc¢a de receptores, estocagem de enzimas
hidroliticas, geragao de metabolitos do 4acido araquidonico e a capacidade de

fagocitar e secretar (ALENCAR, 2001).
2.2.5.1. Neutrofilos

Os neutrofilos sao produzidos na medula dssea, liberados para a corrente
sanguinea, na qual circulam por um breve intervalo de tempo e migram para os
tecidos ou superficies epiteliais do trato respiratorio, digestorio ou urogenital. A
continua produg¢ao de neutréfilos visa a manutengao da demanda tecidual e o estoque
sanguineo circulante (REBAR et al., 2003). Estdo presentes
principalmente em tecidos lesionados, inflamados e sua eliminagdo efetiva ¢ um pré-
requisito para a resolucdo da resposta inflamatoéria (SAVILL, 1997). A sua
diferenciagdo, proliferacao e maturacao sao reguladas principalmente por trés fatores
glicoproteicos: GM-CSF (Fator de estimulagdo de crescimento de granulécitos e
monocitos), G-CSF Fator de estimulagdo de crescimento de granulécitos e

mondcitos) ¢ IL-3 (Inteleucina 3) (HAMPTON et al., 1998).

O tempo de transito dos neutrofilos, desde o momento em que sao produzidos até
sua liberacao pela medula 6ssea, ¢ de 4 a 6 dias. A medula, por sua vez, mantém um
suprimento de neutr6filos maduros em seu interior, capaz de suprir o sangue
periférico por um periodo de 5 dias. Lesdes ou invasdo dos tecidos por bactérias
resultam na producao e liberagao de fatores estimuladores de colonia (FEC) que sao
responsaveis pela proliferagdo e maturagdao dos neutréfilos imaturos na medula ossea

(REBAR et al., 2003).

Os neutrofilos podem ligar-se a complexos antigeno-anticorpo ou a particulas
cobertas pelas imunoglobulinas IgG e IgA, pois grande parte dos neutrofilos do
sangue periférico possuem receptores de superficie para estas imunoglobulinas, além
destes receptores eles também apresentam receptores para fMLP, LTB4 (leucotrieno
do tipo B4), GM-CSF e para C5a (quinto complemento do sistema complento
ativado) e C3a (terceiro complemento do sistema complento ativado)

(SKILAR,1986).

A circulagdo de neutro6filos no sangue tem duracdo de 10 horas e estdo divididos



em compartimento circulante e marginal. Os neutréfilos presentes no compartimento
circulante circulam com outras células sanguineas e sdo mensurados na contagem
total de células; ja os presentes no compartimento marginal estdo aderidos de forma
intermitente ao endotélio vascular, especialmente em pequenos capilares e veias.

Essas células ndo sdo contadas na contagem celular (REBAR et al., 2003).

O primeiro mecanismo de defesa contra microrganismos invasores sao
representados pelos neutréfilos, pois sdo as principais células recrutadas para o sitio
infeccioso, atuam destruindo o material fagocitado (microrganismos, células mortas e
restos celulares) por meio da producdo de radicais livres de oxigénio e nitrogénio, e
pela atividade de enzimas lisossomiais presentes nestas células (HAMPTON et al.,
1998).

2.2.5.2. Eosinofilos

Os eosinofilos sao produzidos na medula 6ssea por um processo semelhante a
producdo dos neutrofilos. Sao reconheciveis no estagio de mieldcitos, pelo
aparecimento de granulagdo eosinofilica caracteristica. A principal citocina
responsavel por estimular sua producdo ¢ a IL-5 (Interleucina 5) produzida por
linfécitos T sensibilizados. O tempo de producao e armazenamento intramedular do
eosinofilos ¢ semelhante ao dos neutrdfilos. Participam como componentes
fundamentais nas rea¢des de hipersensibilidade sistémica e tém papel fundamental na
destruicdo de trematddeos e nematddeos que possuem IgG ou complemento em sua
superficie, apresentam atividades bactericidas e fagociticas limitadas, podendo ainda
desempenhar papel na destruigdo de células neoplasicas (REBAR et al., 2003). Entre
os mediadores lipidicos produzidos pelos eosinodflios, estio o PAF (Fator de ativagao

de plaquetas), leucotrienos e lipoxinas (COSTA et al., 1997).
2.2.5.3. Baséfilos

Os basofilos sao produzidos na medula dssea, e circulam poucas horas pelo
sangue periférico e, entdo, migram para os tecidos, nos quais residem por varias
semanas (REBAR et al., 2003). Podem infiltrar os locais envolvidos em varios
processos imunoldgicos ou inflamatdrios, associados com freqiiéncia aos eosinofilos,

porém em quantidades inferiores a estes (COSTA & GALLI, 1998).



Os granulos do basofilos contém histamina e heparina, a histamina liberada
desempenha papel fundamental nas reagdes de hipersensibilidade imediata, a
heparina tem um efeito anticoagulante importante no processo inflamatorio.
Basofilos ativos sdo capazes de sintetizar diversas citocinas que iniciam ou modulam

a resposta inflamatoria (REBAR et al., 2003).

2.2.5.4. Mastdcitos

Os mastocitos derivam de células hematopoiéticas pluripotentes da medula 6ssea
e apresentam diferengas morfofisioldgicas de acordo com o tecido onde sdo
encontrados (GALLI, 1990). E uma das células residentes mais importantes, pois na
presenca de um agente agressor libera mediadores quimicos que desencadeiam os
eventos iniciais da resposta inflamatoria. Esses mediadores promovem tanto os
eventos vasculares quanto celulares, e desta forma provoca a migragdo de outras
células de defesa e amplificacdo dessa resposta (MOTA, 2003). Os mastdcitos de
uma maneira geral sao essenciais para o desenvolvimento de uma resposta alérgica
(hipersensibilidade imediata). Quando hé a ligacdo de antigenos de parasitas ou
alérgenos a imunoglobulina da classe E (IgE) presente na superficie dos mastécitos,
ocorre a sua degranulagdo, com liberacao de histamina, que apresenta efeito
quimiotatico sobre os eosinofilos. A ativacao destas células também pode ocorrer
através de estimulos ndo imunologicos, enddgenos e exdgenos, tais como, composto
4880, peptideos de veneno, neuropetideos (substancia P), peptideos hormonais e
anafilatoxinas que ativam a proteina G independente de calcio (Ca*), e desta forma
promovem exocitose de seus granulos (LAGUNOFF et al., 1983; GALLI,1990;
METCALF et al., 1997, REBAR, 2003).

Entre os mediadores liberados alguns sdo armazenados em estados pré-formados
em seus granulos citoplasmaticos, entre estes, incluem-se: proteoglicanos, proteases,
histamina e carboxiptidase A (SCHWARTZ & HULF, 1993; COSTA & GALLI,
1998). Os metabolitos do acido araquidonico formados pela cicloxigenase e
lipoxigenase,as quais originam como principais produtos a prostaglandina D (PGD2)
e os leucotrienos, respectivamente, sdo sintetizados pelos mastocitos e basofilos apos

serem estimulados e exercem importantes atividades inflamatérias (HOLGATE et



al., 1993). As citocinas (IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-13, TNF-a/Fator de necrose
tumoral alfa) sdo o grupo de mediadores produzidos por estas células mais

recentemente identificado e pelo menos o TNF-a pode ser armazenado pré-

formado (GORDON & GALY, 1990).
2.2.5.5. Macrofagos

Os monocitos originam-se na medula dssea. Diferentemente dos granuldcitos sao
liberados na circulagdo periférica como células imaturas e transportados aos tecidos,
nos quais se diferenciam em macrofagos, células epiteliddes ou células inflamatdrias

gigantes multinucleadas (REBAR et al., 2003).

Os macrofagos apresentam diferencas estruturais e bioquimicas , em fungdo do
local onde estdo localizadas; recebendo nomenclatura de acordo com este local, tais
como, células de Kupfer (macrofagos hepaticos), osteoclastos (macrofagos 6sseos),
histidcitos (macrofagos do tecido conjuntivo), células de Langerhans (macréfagos

cutdneos) e microglias (macrofagos do sistema nervoso central) (OGLE et al., 1994).

A continua transformag¢@o monocitos/macrofagos representa a segunda maior
linha de defesa do sistema fagdcitos circulantes (a primeira € representada pelos

neutroéfilos).

As fungdes especificas dos macréfagos incluem: fagocitose, regulacio da
resposta inflamatoria pela liberagdo de mediadores (fatores quimiotaticos,
prostaglandinas, fragmentos de complemento etc.), processamento do antigeno para
apresentacao aos linfocitos; envolvidos na iniciagao da resposta imune (REBAR et
al., 2003). Os receptores especificos presentes na membrana dos macrofagos incluem
receptores para: IgG, IgE, C3a, C3b, M-CSF, GM-CSF, lipoproteinas, peptideos e
polissacarideos (ADAMS, 1989).

Os macrofagos sao responsaveis pela iniciacao da migragao dos neutréfilos para
o local da injuria, pois uma vez ativados liberam um fator quimiotatico para estes.
Cunha & Ferreira (1986) estimularam macréfagos em cultura com LPS e verificaram
que os mesmos liberavam um fator quimioatico para neutr6filos (MNCF). Estimulos
como carragenina, zymosam e endotoxina induzem a migracao de neutrofilos para a

cavidade peritoneal que ¢ potencializada pelo pré-tratamento com tioglicolato que €



responsavel por elevar a populagdo de macrofagos residentes e esta migragao de
neutr6filos diminui ap6s a lavagem da cavidade peritoneal, pois este procedimento
reduz a populacao de macréfagos (CUNHA & FERREIRA, 1986;
FACCIOLI et al., 1990; RIBEIRO et al., 1990).

2.2.6. Mediadores quimicos envolvidos no processo inflamatoério

Em um individuo saudavel, o organismo encontra-se preparado e capaz de
proteger-se contra agressoes, através de mecanismos fisioldgicos, tais com, reagdes
imunes e antiinflamatorias. Qualquer estimulo, seja ele de natureza quimica, fisica ou
mecanica, capaz de iniciar um processo inflamatorio detonard de forma mais ou
menos extensa a ativagdo de uma série de mediadores quimicos, que terdo sua a¢ao

centrada principalmente sobre eventos vasculares ou celulares (TASAKA, 2006).

Virios sdo os mediadores quimicos envolvidos no desenvolvimento do processo
inflamatoério, podendo ser de origem tissular, como as aminas vasoativas (histamina e
serotonina), fator de ativagdo plaquetéria (PAF), eicosandides, citocinas, radicais
livres (superoxidos), 6xido nitrico e neuropeptideos (TASAKA,2006). Entre as
substancias exdgenas, que agem como agentes quimiotaticos, podem ser citados:
produtos bacterianos, peptideos que contém um aminoacido formil-metionina N-

terminal (fMLP), polissacarideos (carragenina, zimozana), LPS, entre outros

(KUMAR et al., 2005).

As aminas vasoativas, histamina e serotonina, liberadas dos mastocitos e das
plaquetas podem ser identificadas no inicio da inflamag¢ao aguda. A histamina ¢ o
primeiro mediador a atuar; gerando o aumento da permeabilidade vascular e uma
contracdo do endotélio venular com alargamento de jung¢des celulares
interendoteliais. A serotonina apresenta acdes semelhantes as da histamina,
correspondendo a um segundo mediador pré-formado (KUMAR et al., 2005).

Dentre os mediadores quimicos, os mais estudados até hoje sdo os eicosandides.
Este termo refere-se aos lipidios insaturados, derivados da cisdo do acido
araquidonico, a partir de enzimas especificas. Ao contrario da histamina, os
eicosanodides ndo sao pré-formados nos tecidos, sendo sua producao vinculada a uma
série de estimulos. Assim, uma injaria qualquer que danifique a membrana das
diferentes células do organismo sera capaz de liberar fragdes de fosfolipides,

denominados acidos araquidonicos, através da acdo enzimatica da fosfolipase A2. O



acido araquidonico, quando liberado ndo tem agdo inflamatéria, entretanto, os
produtos de sua degradagdo, formados através da agdo de enzimas denominadas
cicloxigenases e lipoxigenase, sao mediadores quimicos fundamentais para o
denvolvimento do processo inflamatorio. Diferentes estimulos, tais como,
bradicinina, angiotensina II, vassopressina, trombina, coldgeno, adrenalina, peptidios
quimiotaticos e histamina ocasionam a liberagao do acido araquidénico. A quebra
deste acido pelas cicloxigenases origina as prostaglandinas (PGS) e tromboxanas

(TXS). Por sua vez, as lipoxigenases dao origem aos leucotrienos (TASAKA, 2006).

As prostaglandinas incluem a PGE 2, PGD2, PGF2a, PGI 2 (prostaciclina) e o
troboxano A2 (TXA2), o qual ¢ um importante agregador plaquetario e
vasoconstritor. Estudos demonstram que entre os mediadores lipidicos, as
prostaglandinas, principalmente a PGE2 s3o os mediadores da fase aguda da
inflamacao causam vasodilatagdo e potencializam a forma¢ao do edema, sendo
essenciais para o controle do fluxo sanguineo necessario para a adesao e diapedese

dos leucocitos (WILLIANS & PECK, 1977; SPRINGER, 1994; TASAKA, 2006).

Entre os leucotrienos, aqueles que contém cistenil (LTC4, LTD4 e LTE4) geram
intensa vasodilatacdo e aumentam a permeabilidade vascular e o LTB4 causa
agregacao ¢ adesdo dos leucocitos, além de quimiotaxia (SIQUEIRA & DANTAS,
2000).

As lipoxinas sdo outros grupos de eicosondides importantes geradas pelo
metabolismo do 4cido araquidonico responsaveis pela fase de resolugdo da
inflamagdo e, portanto com atividade anti-inflamatoria (SERHAN et. al., 2000). Sao
reconhecidas por sua habilidade em promover a resolug¢ao da inflamagao, através do
retardo do ingresso de novos neutrofilos aos sitios da inflamagdo (SERHAN et al,
1995), reduzem a permeabilidade vascular (TAKANO et al., 1998) e estimulam
macrofagos a fagocitar células mortas (neutrofilos) (GODSON et al., 2000).

O sistema complemento apresenta como mediadores inflamatdrios mais
importantes o C3a e C5a, pois induzem um aumento na permeabilidade vascular e
causam vasodilatacdo através da liberagdo de histamina dos mastocitos e da ativagdo
dos neutrofilos. O C5a ativa a via da lipoxigenase do metabolismo do acido
araquidonico em neutréfilos e mondcitos e intensifica ainda mais a liberacao de

mediadores inflamatorios (BRAQUET et al., 1987). Além disso, aumenta a adesao



leucocitaria ao endotélio através da ativacao dos leucocitos ¢ do aumento da avidez

das integrinas (SPRINGER, 1994).

O ativador de plaquetas (PAF) estd mais relacionado com o processo inflamatério
agudo, ¢ liberado pela maioria das células inflamatorias (mastocitos, basofilos,
neutréfilos e plaquetas). E gerado a partir de um fosfolipidio de membrana por
ativacao de fosfolipase, sendo considerado o principal responsavel pela anafilaxia
sistémica, facilitando a agregacao plaquetaria e de neutréfilos, além de estimular a
liberag¢ao de aminas vasoativas, levando a broncoconstri¢ao, vasodilatagao, aumento

da permeabilidade e quimiotaxia (WASSERMAN, 1988; TASAKA, 2006).

O ¢6xido nitrico, antes denominado Fator de relaxamento do endotélio (EDRF) ¢
um radical livre formado de forma enddgena por uma familia de enzimas, 6xido
nitrico sintetases (EISERIK et al., 1998). Apresenta propriedades pro- e
antinflamatérias (TASAKA, 2006). E um radical livre de vida curta que est4
envolvido em viérias fun¢des bioldgicas importantes (KOSHLAND, 1992). E
sintetizado a partir da combinagao da L-arginina e do oxigénio molecular,
tendo como principais cofatores 0o NADPH (nicotinamida adenina dinucleotideo
associado ao grupo fosfato e ion hidrogénio) e o tetrabiopterina (BH4), pela enzima
6xido nitrico sintetase (NOS) (NATHAN, 1987; THIEMERMAN, 1997). Esta
enzima pode ser expressa constituitivamente (eNOS) ou induzida por fatores
extrinsecos (iINOS), como os eventos de reparacao tecidual, cicatrizacdo, ferimentos
por queimadura, exposi¢do a endotoxinas e doencas inflamatoérias. Estéd relacionado
com o edema induzido pela substancia P e com o aumento da permeabilidade
vascular, também inibe a adesao de plaquetas e leucocitos (TASAKA, 2006),
provoca o relaxamento e consequente vasodilatacdo das células musculares lisas
subjacentes, quando difunde-se para fora das células endoteliais (PALMER et al.,
1988) e causa citotoxidade em determinados microorganimos e células tumorais

(TEDGUI & MALLAT, 2001).

Como o ON ¢ dificilmente dosado diretamente, seus metabodlitos, como nitrito €
nitrato podem ser utilizados para monitorar a sua formagao, inclusive em fluidos

inflamatorios (GREEN et al., 1982).

As citocinas sdo moléculas glicoproteicas soluveis de baixo peso molecular,

derivadas de células mononucleares, que apresentam um amplo espectro de acao,



como efeito sobre o crescimento, a motilidade, a diferenciacdo e a fun¢ao celular.
Sao representadas pelas interleucinas (ILs) responsaveis por mediar a comunicagao
entre leucocitos, fator de necrose tumoral (TNF), que apresentam agdes pro- e
antiinflamatorias, interferons (IFN a e y), que atuam principalmente contra infec¢des
virais e crescimentos tumorais (TASAKA, 2006), o fator estimulante de colonias
(CSF) e a “monocyte chemoattractant protein” (MCP-I) (STITES et al., 1997;
O’SHEA et al, 2002). Sao liberadas principalmente por macrofagos e linfocitos, mas
também por mastocitos, células NK e também, células tumorais (KLUTH &

REES, 1996; STITES et al., 1997).

Estas moléculas podem agir de forma autdcrina, paracrina ou sistémica, frente
aos mesmos alvos e mediando fungdes semelhantes (AKIRA et al., 1990), ou
apresentarem acdes inibitorias sobre outras citocinas, como € o caso da IL-4 e [L-6
que inibem a produg@o de TNF ou de IL-1 por mondcitos (VICELK & LEE, 1994).
Sdo compostos extremamente potentes que agem em concentragdes de 10°a 10-1°

gramas, desencadeando reagdes em cascata (STITES et al., 1997).

As citocinas podem ser classificadas em subgrupos, como: interleucinas, fatores
de crescimento, quimiocinas, interferons e fatores estimuladores de colonia ou
conforme sua atividade bioldgica, a exemplo de exercerem atividade pro-
inflamatoria (IL-1, IL-6, TNFa e TNFp) e antiinflamatéria (WONG et al., 2003). As
principais citocinas mediadoras de inflamagdo sdo a IL-1, TNFa, IL-12, IL-6 e as

quimiocinas (IL-8, MIP, MCP-1 e a ENA-78) (ALENCAR, 2001).
a) Interleucina 1 (IL-1)

A IL-1 ¢ secretada no inicio da resposta imunoldgica pode ser produzida por
diferentes tipos de células, tais como, mondcitos, queratindcitos, células endoteliais,
linfocitos B e T, e células do musculo liso (DINARELLO, 1994). E encontrada em
duas isoformas que possuem pontos isoelétricos diferentes , IL-1a e IL-1p3
(LARRICK & KUNKEL, 1988). A IL-1a permanece no citoplasma ou € expressa na
membrana e a IL-1f pode ser encontrada na circulagdo (DINARELLO, 1994). Tanto
fatores exdgenos como endogenos sio capazes de induzir a produgdo de IL-1 em
mondcitos e macrofagos, tais como, endotoxinas, exotoxinas, hemaglutininas de
virus e protozodarios, particulas de silica, irradiacao (DURUM &

OPPENHEIM, 1989) e substancias endogenas como o C5a, fator estimulador de



colonia-1 (CFS-1), TNF-a, proteinas da matriz extracelular, colageno, trombina e a
propria IL-1 (DINARELLO et al., 1994).

Entre as fungdes exercidas pela IL-1, citam-se: favorecem a aderéncia de
leucdcitos a superficie do endotélio, aumentam a producao dos mediadores
inflamatorios (prostaglandinas e PAF) (TATAKIS, 1993), ativam os linfocitos B e T,
ativam os macréfagos, liberam proteinas de fase aguda como a proteina c reativa e as
proteinas do sistema complemento, aumentam a producao de IL-2 (SHIRAKAWA et
al., 1986).

b) Fator de Necrose Tumoral —o (TNF-a)

O fator de necrose tumoral alfa ¢ uma proteina com peso molecular em torno de
17 kDa. Pode ser produzido por macréfagos, fibroblastos, linfoctos T e B (RUDDLE,
1994).

Constatou-se uma homologia estrutural e funcional entre o TNF e uma
linfotoxina (LT) que ¢ uma glicoproteina de peso molecular 25 kDa, sintetizada por
linfécitos estimulados por mitdégenos, devido a isso a LT passou a ser denominada
como TNF-f (BROWING et al., 1994) ¢ o TNF denominado de TNF-a
(RUDLLE, 1994).

Os macrofagos representam a principal fonte desta citocina in vivo e o seu
estimulo mais potente € o LPS, entretanto outros fatores endogenos como IL-1, IL-2,
IFN-y, GM-CSF, C5a e o proprio TNF-a sdao também eficientes (OLD, 1985;
PHILLIP & EPSTEIN, 1986).

O TNF-a ¢ o mediador chave na inflamagao, bem como, nas respostas invasivas a
microbios, parasitas e neoplasias, ¢ responsavel em desencadear a liberagdo de uma
série de outras citocinas que aumentam a sua atividade, reduzem a sintese de
moléculas de adesdo, fatores de crescimento (G-CSF e GM-CEFS), prostaglandinas,
o6xido nitrico e aumento da trobogenicidade da superficie endotelial, além de exercer
alguns efeitos indiretos, através da participacdo de outros mediadores secundarios,
como leucotrienos e PAF, além de outras citocinas pro-inflamatorias (BEUTLER &
CERAMI, 1988). O TNF-a induz a expressao de moléculas MCH-I, propiciando um

melhor reconhecimento de células com antigenos estranhos pelas células Tc.



Zganiacz et al., (2004) relatam que camundongos com deficiéncia de TNF-a
sucumbem mais facilmente a infec¢des pulmonares por micobactérias ~ (ABBAS,
1999). O TNF-a nao nao ¢ considerado um fator quimiotatico classico, pois nao
induz a migracao de neutroéfilos in vitro, no entanto, ele promove a sintese e a
liberagdo de fatores quimiotaticos, como as quimiocinas, tanto pelas células

endoteliais quanto pelas células residentes (FACCIOLI et al., 1990).
¢) Quimiocinas

As quimiocinas sdo proteinas homologas de 8 a 10 kDa, estruturalmente se
caracterizam por possuir quatro cisteinas e sao subdivididas em diferentes familias
com base na posic¢ao relativa destes residuos em suas cadeias. Aquelas que
apresentam as cisteinas separadas por um unico aminoacido sao chamadas a-
quimiocinas (CXC) e as que apresentam as cisteinas em posi¢ao adjacente sdo
chamadas B-quimiocinas (CC). As a-quimiocinas que contém a seqiiéncia acido
glutamico-leucina-arginina precedendo a seqiiéncia CXC sdo quimiotaticas para os
neutréfilos, entre estas, pode-se citar a IL-8, ENA-78 e NAP-2, j4 as quimiocinas
(IP-10 e MIG) que ndo apresentam esta seqiiéncia atuam em linfocitos. As B-
quimiocinas (MCP-1, 2, Rantes) interagem com monocitos, eosin6filos, baséfilos e

linfocitos, ndo atuando em neutréfilos (DEVRIES et al., 1999).

Entre os papéis biologicos exercidos pelas quimiocinas, citam-se: efeito
quimiotatico direto e indireto; promovem a diferenciacdo e crescimento celular,
regulagdo da hematopoiese e angiogénese, aumentam a adesdo e capacidade de
ligacdo dos leucdcitos, possivel papel no crescimento tumoral e desenvolvimento de

metastases e atividade antitumoral (BEM-BARUCH et al., 1995).

A IL-8 ¢ uma das quimiocinas mais estudadas até o0 momento
(YOSHIMURA et al., 1994), participa juntamente com outras quimiocinas na adesao
firme de varias populagdes de leucocitos. Induz a ativacdo e translocacao de
CD11a/CD18 dos estoques intracelulares para a superficie do neutréfilo através de
sua ligacdo com a célula endotelial (STOOLMAN, 1983) e também participa na
quimiotaxia para linfocitos T, via neutréfilos (BRANDT et al., 1994).

As quimiocinas sdo secretadas nos sitios de inflamagao e infec¢ao por células

tissulares residentes, leucocitos residentes e recrutados e células endoteliais ativadas



por citocinas. O principal estimulo para a producgao destas proteinas sdo citocinas

pro-inflamatérias como a IL-1 e TNF-a e por LPS (BAGGLIOLINI et al., 1994).

2.3. Respostas a Injuria Celular e Tecidual: Feridas, Inflamacéo e

Cicatrizacao

2.3.1. Feridas

Uma ferida ¢ representada pela interrupgao da continuidade de um tecido
corpdreo, onde ha destruicdo total ou parcial deste, em menor ou maior extensao,
causada por qualquer tipo de trauma fisico, quimico, mecanico ou desencadeada por
afeccdo clinica (CESARETTI, 1998; KUMAR et al., 2005).

As feridas podem ser classificadas de acordo com o tempo de reparagdo
tissular, em agudas e cronicas. As feridas agudas sdo originadas de cirurgias ou
traumas e a reparagao ocorre em tempo adequado. As feridas cronicas sdo aquelas que
nao sdo reparadas em tempo esperado e apresentam complicagdes (SANTOS, 2000).

A pele, por recobrir toda a superficie do corpo, sendo seu maior 6rgio, protege
o animal contra a dessecag¢do € 0 meio ambiente e mantém a comunicagdo deste com
o exterior  (SPENCER, 1991; ARNOLD et al., 1994). Do ponto de vista
histologico, esta organizada por duas camadas distintas, a epiderme e a derme. A
epiderme ¢ a camada mais externa, formada por epitélio pavimentoso estratificado,
sendo composta por trés diferentes linhagens celulares: os queratindcitos, os
melandcitos e as células de Langerhans (ARNOLD etal., 1994; ROSS &
ROMRELL, 1994).

A epiderme organiza-se em camadas e de uma maneira geral, em mamiferos e
aves ¢ constituida por células epiteliais dispostas em quatro camadas e, a medida que
as mais superficiais sdo eliminadas, as camadas mais profundas sdo recompostas por
divisdo celular (ARNOLD et al., 1994; JORGE & DANTAS, 2002). A camada basal
ou germinativa ¢ a mais profunda, constitui-se por células prismdticas ou cuboides,
apresentando intensa atividade mitotica. A camada malpighiana (ou corpo mucoso) ¢
também denominada camada de células espinhosas e garantem resisténcia a epiderme.
A camada granulosa ¢ composta por uma a quatro fileiras de células alongadas com
nuicleos ovais ou achatados paralelas a superficie cutanea, que contém pequenos
granulos intra-citoplasmaticos, os quais podem ser precursores da queratina (JORGE
& DANTAS, 2002). Por fim, a camada cornea, constituida por células mortas,

anucleadas, desidratadas e com aspecto de finas laminas superpostas, o citoplasma



dessas células contém queratina que proporciona prote¢do contra traumas fisicos e
quimicos (ARNOLD et al., 1994).

A derme ¢ uma espessa camada de tecido conjuntivo fibroso, cuja matriz
extracelular contém fibras coldgenas, elésticas e reticulares. Nesta camada, situam-se
os anexos da pele, terminagdes nervosas, além de vasos sanguineos e linfaticos. E
dividida em camada papilar e camada reticular profunda. Esta camada fornece base
firme para a epiderme. As fibras coldgenas proporcionam grande forga de tensao e as
fibras elasticas dao flexibilidade a pele (ARNOLD et al., 1994; JUNQUEIRA &
CARNEIRO, 1999).

As bactérias dos géneros Staphylococcus, Corynebacterium e
Propioniobacterium compdem a flora normal da pele no individuo podendo ocorrer a
patogenicidade oportunista, onde os microrganismos invadem e infectam o organismo
quando as defesas estdo enfraquecidas (TRABULSI et al., 1999; SPICER, 2000).

A perda tecidual pode atingir a derme completa ou incompletamente, ou
mesmo atingir todo o 6rgao; logo, as feridas podem ser: Espessura Parcial (derme
incompleta), freqiiente apos muitos procedimentos dermatologicos (p. ex., peelings)
ou por traumatismos. Sua reparagdo faz-se pela reepiteliza¢do, recompondo os anexos
epiteliais ou o epitélio derivado da pele adjacente ndo acometida; ou podem ser de
Espessura Total (derme completa ou estendida ao tecido subcutaneo), as quais
necessitam da formagdo de um novo tecido (FAZIO et al., 2000).

Outra forma de classificagcdo baseia-se no processo de reparo, como: feridas
com cicatrizagdo por Primeira Inten¢do, quando ndo ha perda de tecido ¢ as
extremidades da pele ficam justapostas uma a outra através de sutura cirtirgica; Nas
feridas com Cicatrizagdo por Segunda Intengdo, ocorre perda de parte de tecido da
area da lesdo e as extremidades da pele ficam distantes umas das outras ndo havendo
possibilidade de aproximagdo das bordas com o uso de suturas e apresentam maior
quantidade de tecido de granulacao (DOUGHTY, 1992; ANDRADE, 1999;
ROBBINS et al., 2005), e, por fim podem ser classificadas como de Terceira
Intencdo, em que a ferida ¢ deixada aberta por um determinado periodo, sendo
suturada posteriormente (DOUGHTY, 1992).

Todas as formas de lesao tecidual comecam com alteragdes moleculares ou
estruturais nas células, caracterizadas pela perda da manutengdo da integridade da
membrana celular através do equilibrio i6nico e osmoético com o meio extracelular;

comprometimento da oxidacao fosforilativa e producdo de ATP nas mitocondrias



devido ao suprimento insuficiente de oxigénio na regido lesionada e da sintese de
enzimas e proteinas ocasionada pelo extravasamento de material genético para o meio
a partir da destrui¢do da membrana plasmatica (KUMAR et al., 2005).

As tentativas humanas de intervir no processo de cicatrizagdo das feridas,
acidentais ou provocadas intencionalmente como parte da realizagao de
procedimentos, remontam a Antiguidade, demonstrando que desde entdo ja se
reconhecia a importancia de protegé-las de forma a evitar que se complicassem e
repercutissem em danos locais ou gerais para o paciente (MANDELBAUM et al.,
2003). Ha relatos que na pré-historia se aplicavam sobre as feridas varios agentes
como extratos de plantas, agua, neve, gelo, frutas e lama (ANDRADE et
al., 1992). Hipdcrates sugeria que as feridas contusas fossem tratadas com calor e
pomadas para promover a supuracao e reduzir a inflamacdo e que as mesmas fossem
mantidas limpas e secas. No inicio da era Crista, Celsus preconizava o fechamento
primario das feridas recentes e desbridamento das contaminadas para posteriormente
serem suturadas (ABLA & ISHIZUKA, 1995).

Existem muitas pesquisas em andamento e ha perspectivas de
desenvolvimento de novas tecnologias que visam nao sé aperfeicoar o processo
cicatricial, como reduzir as complicacdes (MANDELBAUM et al., 2003).

A defini¢ao de uma conduta terapéutica sofre influéncia direta da causa, tempo
de existéncia, presenga ou ndo de infec¢do. Acrescentando-se a isso, deve ser avaliada
a dor, edema, extensdo e profundidade da lesdo, as caracteristicas do leito da ferida,
caracteristicas da pele ao redor e exsudato. Esta avaliagdo devera ser realizada de
forma periddica, e ¢ de extrema importancia acompanhar a evolugdo do processo
cicatricial e a cobertura utilizada (BRYANT, 1992).

O processo cicatricial depende de inimeras etapas, a presenca de infec¢do e a
formagdo de radicais livres podem contribuir para o retardamento ou inibi¢ao do
processo (KUDI et al., 1999). Feridas infectadas cicatrizam mais lentamente e caso
ndo sejam tratadas podem ocasionar infecgoes sistémicas (INNGJERDINGER et al.,
2004).

Plantas apresentando atividade cicatrizante tém sido pesquisadas, dentre elas
podem-se citar o Tridax procumbens, Trigonella foenumgraecum, Leucas
lavandulaefolia, Aloe vera, Callendula officinalis (UDUPA et al., 1995;
TARANALLI & KUPPAST, 1996; SAHA etal., 1997; CHITRA et al., 1998;
MENEZES, 2006). O latex do Calotropis procera vem sendo estudado quanto ao seu



potencial na cicatrizagao de feridas e, em um experimento com porcos da india,
demonstrou que o processo cicatricial foi otimizado, por um acréscimo na deposi¢ao
de colageno, sintese de proteina e DNA e epitelizacao, contribuindo para a redugao da

area da ferida (RASIK et al., 1999).

2.3.2. Reparacio de lesdes

Os tecidos vivos respondem a uma injuria. Este fendmeno normalmente leva
a reparagdo da estrutura e fungdo, elemento chave para manuten¢ao da homeostase
tecidual. Em todos os niveis da organizacdo bioldgica, a injuria é reconhecida e, se
possivel, reparada; caso contrario, as células e tecidos danificados devem ser
descartados. Caso a injlria seja muito extensa ou persistente, este processo €
comprometido e a integridade estrutural sera mantida através da substituicdo das

estruturas danificadas por material fibroso (HENSON, 2005).

Para se obter a cura de um ferimento, eventos quimicos e celulares devem
suceder-se em uma seqiiéncia apropriada e o resultado ¢ geralmente uma cicatriz de
tecido conjuntivo, representando o somatorio dessas etapas (KUMAR et al., 2005).
Assim, o reparo de feridas consiste em uma perfeita e coordenada cascata de eventos
celulares e moleculares que interagem de forma harmoniosa para que ocorra a
regeneracdo e a reconstituicao do tecido, a partir das suas células nativas (ORTONE
& CLEVY, 1994) ou pela substitui¢do das células danificadas por tecido conjuntivo
fibroso, processo conhecido como cicatrizagdo. De qualquer forma, ao ocorrer a perda
tecidual, o fisiologismo volta-se completamente para o reparo de um evento danoso
ao organismo (MANDELBAUM et al., 2003).

No aspecto didatico, este processo ¢ dividido em fases: hemostasia, fase
inflamatoria, fase proliferativa e de remodelacdo da matrix extracelular (BRANSKI et
al., 2005; SHIMIZU, 2005). Tais etapas estdo ilustradas esquematicamente na Figura
3.

Outros autores subdividem o processo em cinco fases principais: 1.
Coagulacao; 2. Inflamacao; 3. Proliferagdo; 4. Contragdo da ferida; 5. Remodelagao
(FAZIO et al., 2000). Com o término desta etapa, os foliculos pilosos e as glandulas
sudoriparas sofrem regeneracao limitada e a coloracdo da cicatriz permanece palida,
pois a regeneracao dos melanocitos ¢ deficiente (JOHNSTON, 1990; DI PIETRO &
BURNS, 2003).



Figura 3. Etapas do processo cicatricial de lesdes cutaneas. Fonte: Experts Reviews in

Molecular Medicine©, 2003. Cambridge University Press.

2.3.2.1. Coagulacao

Ocorre logo apos o tecido ser lesionado, e depende da atividade plaquetéria e
da cascata de coagulacdo (TERKELTAUB & GINSBERG, 1988). Uma cobertura
primaria composta de fibrina restabelece a hemostase (SANTORO & GALDINO,
2005). Substancias vasoativas, proteinas adesivas, fatores de crescimento e proteases
sao liberadas e ordenam o desencadeamento das outras fases (CLARK, 1985). Quase
concomitante ao estimulo lesivo, devido a influéncia nervosa (descargas
adrenérgicas) e agdo de mediadores oriundos da desgranulagdo de mastdcitos, ocorre
a vasoconstri¢do como primeira resposta. A injiria do endotélio dispara uma
seqliéncia de eventos, iniciando-se com a deposi¢ao de plaquetas, prosseguindo com
sua ativagdo e posterior recrutamento de novas plaquetas. O resultado dessa seqiiéncia
¢ a formacao de um trombo rico em plaquetas, que provisoriamente tampona a lesdo
endotelial (LEFKOVITIS et al., 1995). Esse trombo rico em plaquetas ¢ rapidamente
infiltrado pela fibrina, transformando-se em um trombo fibrinoso. Logo apos, os
eritrocitos sdo capturados por essa rede fibrinosa e forma-se entdo o trombo
vermelho; principal responsavel pela oclusao do vaso sanguineo rompido (DAVIES,
1990). Este, além de limitar a perda de constituintes circulatorios para os intersticios

celulares, fornece uma matriz preliminar, que servira de base para a migragao das



células responsaveis pelo desencadeamento do processo de reparo. A adesdo inicial
das plaquetas a superficie lesada ocorre pelas proteinas de adesao presentes na sua
membrana. As principais delas sdo os receptores da glicoproteina IIb/I1la (GP
IIb/IIIa). Esse receptor possui sitios de ligagdo para o fibrinogénio, fator de von
Willebrand, vibronectina, fibronectina e trombospondina (WAGNER et al., 1996).
Em seguida, as plaquetas sdo ativadas por um grande nimero de substancias agonistas
presentes na matriz subendotelial e na corrente sanguinea. Contribuindo também para
a agregacgdo plaquetaria, o dcido araquidonico da membrana das plaquetas em
processo de agregacdo, ¢ convertido em Tromboxano A2 (TxA2) pelas enzimas
ciclooxigenase e tromboxane sintetase. O TxA2, além de forte agonista da agregacao
plaquetaria, ¢ um potente vasoconstritor €, também, indutor da exposi¢ao dos sitios de
ligagdo da GP IIb/IIla ao fibrinogénio e fator de von Willebrand. Outro importante
derivado do araquidonato, que ¢ liberado por macréfagos, mastdcitos, plaquetas
ativadas e por outras células ativadas, ¢ o PAF. Este ¢ um ativador importante de
plaquetas e indutor de sua agrega¢ao (LEFKOVITIS et al., 1995).

As plaquetas ativadas liberam fatores de crescimento como o TGF f (fator de
crescimento transformante ) e o PDGF (fator de crescimento derivado das
plaquetas), quimiocinas como o CTAP-III (citocina ativadora do tecido conjuntivo) e
também outras proteinas como o fibrinogénio, fibronectina e tromboplastina que sao
encontradas em seus granulos. A interagdo das proteinas dos granulos plaquetarios
com proteinas da matriz extracelular somados a massa de corpos plaquetarios
agregados, ao se estabilizarem, forma uma matriz provisoria. Esta se torna mais
consistente a medida que a fibrina se polimeriza (LEFKOVITIS et al., 1995).
2.3.2.2. Fase Infamatodria

Esta fase estd ligada intimamente a fase anterior e depende de inimeros
mediadores quimicos, das células inflamatérias, como os leucdcitos
polimorfonucleares (PMN), macrofagos e linfocitos (MANDELBAUM et al., 2003).

Os neutrofilos aderem-se ao local da lesdo apds poucas horas da ocorréncia da
injuria, através de quimiotaxia por mediadores liberados por plaquetas, células
pertencentes ao sistema imune, microrganismos ou pela ativacdo do complemento
(SZPADERSKA & DIPIETRO, 2005). Além dos mediadores liberados durante a
agregacao plaquetaria, o recrutamento de mais neutréfilos € influenciado também por
quimiocinas produzidas pelos neutréfilos coletados pelo trombo provisorio

(BRANDT et al., 2000). Os neutréfilos oriundos da circulagido sdo as primeiras



células a alcangarem a regido inflamada, sendo os tipos celulares predominantes entre
o primeiro e o segundo dias. Sua fungao principal neste processo ¢ de eliminagado de
possiveis microorganismos pela fagocitose (MURDOCH & FINN, 2000). Além de
sua fung¢do fagocitaria, os neutrofilos apresentam acao pro-inflamatoéria pela liberagao
de citocinas que ativam fibroblastos e queratinocitos (WERNER & GROSE, 2003).

Apds um ou dois dias, mondcitos teciduais entram no local da lesdo e se
diferenciam em macrofagos que participam e concluem o processo inflamatorio e
realizam debridamento no local da lesdo, ao contrario do papel desempenhado pelos
neutro6filos, o macréfago € o elemento mais critico na indugao do processo de reparo.
Seu efeito antimicrobiano ¢ realizado através de fagocitose e pela liberagdo de
radicais livres, tais como oxigénio, 6xido nitrico (NO) e perdxido (Di PIETRO, 1995;
SCHAFFER et al., 1996). Ainda, por influéncia de ligantes a seus receptores de
membrana, os macréfagos produzem e exportam mediadores lipidicos (eicosanoides),
mediadores peptidicos (citocinas e fatores de crescimento), outras proteinas (tais
como fragdes do complemento e fatores de coagulagdo) e enzimas relacionadas ao
reparo (tais como colagenases, matriz de metaloproteases). Além da ativagao por
ligantes, os macréfagos podem ser também ativados por alteracdes fisico-quimicas do
microambiente. Hipoxia, pH baixo e alta concentragdo de acido latico, ativam o
macrofago para a producdo de fatores de crescimento (BALBINO et al., 2005). Os
macrofagos secretam fatores de crescimento que ndo s6 promovem a proliferagcao
celular e sintese protéica, como também a producdo de componentes da matriz
extracelular. (DI PIETRO, 2003).

Entre as citocinas liberadas pelos macrofagos estdo: Fator de crescimento
derivado de plaqueta (PGDF); Fator de crescimento transformante § (TGF-f); Fator
de crescimento epidermal (EGF); Fator de necrose tumoral; Fatores de crescimento de
fibroblastos (FGF), entre outras, provocam o influxo de neutro6filos, bem como a
migracgao e proliferacdo de células endoteliais, fibroblastos e células indiferenciadas
que comecarao a repopular o sitio da lesio (WERNER & GROSE, 2003). Estes
fatores sdo mitogénicos e quimiotaticos para células endoteliais que circundam a
lesdo e migram até estas para formar novos vasos sanguineos. Além disso, a
interleucina-4 (IL-4), citocina secretada por macréfagos, € responsavel pela formagao
do tecido (por exemplo, produgdo de colageno por fibroblastos) (BRANSIK et al.,
2005).

Os linfocitos aparecem na ferida em aproximadamente uma semana, mas seu



papel ndo estd bem esclarecido, porém sabe-se, que com suas linfocinas, tem
importante influéncia sobre os macréfagos (MANDELBAUM et al., 2003).
2.3.2.3. Proliferacao

E dividida didaticamente em trés subfases: reepitelizagio, fibroplasia e
angiogénese.

Na reepitelizacdo ocorre a migracao de queratindcitos ndo danificados das
bordas da ferida e dos anexos epiteliais. Na pele integra, os queratindcitos estao
ligados a membrana basal, caso ocorra uma lesdo, havera a locomogao destas células
através da contracao dos filamentos de actinomiosina e inser¢ao nos novos complexos
de adesao (MARTIN, 1997). Fatores de crescimento sdo os provaveis responsaveis
pelo aumento das mitoses e hiperplasia do epitélio (CHRISTOPHER, 1972).

A Fibroplasia ¢ caracterizada por um aumento do ntimero de fibroblastos,
responsaveis por iniciar a sintese e secrecao de componentes da matriz extracelular
(CONTRAN et al., 1999). A migragéo e ativacdo de fibroblastos sdo intensificadas
através dos macréfagos e mediadores quimicos produzidos por eles. Os fibroblastos
s30 os principais componentes do tecido de granulacdo. Com o aumento do tecido de
granulagdo para a produgdo de colageno no local, a matriz extracelular comeca a ser
substituida por um tecido conjuntivo mais forte e mais elastico e para a sua eficiéncia
¢ necessaria a ocorréncia em paralelo da formagao de novos vasos sanguineos, ou
seja, é necessaria a neovascularizagdo da regido (KNIGHTON et al., 1981; KUMAR
et al., 2005).

A fibroplasia e a neoformag¢do da matriz extracelular sdo extremamente
importantes na formacao do tecido de granulacdo (por volta do quarto dia). Este ¢
definido como uma cole¢do de elementos celulares, incluindo fibroblastos, células
inflamatdrias e componentes neovasculares da matriz, como a fibronectina, as
glicosaminoglicanas e o colageno tipo I e II (GUIDUGLI-NETO, 1987; GUIDUGLI-
NETO, 1992). Este tecido ¢ edematoso e caracterizado pela presenga de muitos
espacos vazios, devido a imaturidade dos vasos, os quais, sao extremamente
exsudativos e sangram com facilidade (ECKERSLEY & DUDLEY,
1988). Sao varios os fatores responsaveis pela formacao do tecido de granulagao,
entre eles, os fatores de crescimento responsaveis pela migragdo e diferenciacao das
células necessarias a formag¢ao do tecido, os macrofagos presentes na ferida e as
plaquetas também sao contribuintes do processo. O fibroblasto produz colageno,

elastina, fibronectina, glicosaminoglicana e proteases, além de ser uma célula critica



na formagao da matriz e responsavel pela formagao do tecido de granulagdo
(CARVALHO, 2002).

Na fase de angiogénese ocorre o crescimento de capilares em resposta ao -
FGF (fator de crescimento de fibroblastos ) e TGF-f} secretados por mondcitos e
possivelmente queratinocitos (IBA et al., 2004). Esta fase é essencial para o
suprimento de oxigénio e nutrientes para a cicatrizagdo (MANDELBAUM et al.,
2003).

Virias etapas compreendem a formag¢ao da neovascularizagao da ferida.
Fatores de crescimento deverdo ser secretados por células e ligar-se a receptores nas
células alvo. Alguns peptideos, como por exemplo, o Fator de Crescimento Tumoral
(TGF-B), que nao causa mitose nas células endoteliais, porém, € importante na
angiogénese porque provoca a entrada de células inflamatorias pro-angiogénicas no
local da lesdo. Quando as células endoteliais sdo estimuladas, proliferam-se, utilizam
proteases para criar novas vias migratorias ao local da lesdo. Uma vez que os vasos
sao formados, elementos sanguineos podem fluir através destes (ARBISER, 1996). A
maioria dos mediadores envolvidos na fibroplasia como MCP-1 (proteina
quimiotatica para monocitos 1), IL-8 (Interleucina-8), CTGF (Fator de crescimento do
tecido conjuntivo), GM-CFS (Fator de estimulagdo de crescimento de granulécitos e
monocitos), FGFs (fator de crescimento fibroblasico) também possuem atividade
angiogénica (BALBINO et al., 2005). Ao final da etapa de proliferacdo, o leito da
ferida esta totalmente preenchido pelo tecido de granulagdo, a circulagdo esta
restabelecida pelo neovascularizagdo e a rede linfatica estd passando por regeneragao.
Lentamente o tecido de granulagdo ¢ enriquecido com mais fibras colagenas o que

comeca a dar a regido lesada a aparéncia de cicatriz devido ao acimulo de massa

fibrosa (GUIDUGLI-NETO, 1987).

2.3.2.4. Contracao da ferida e fase de remodelamento

A contracdo da ferida caracteriza-se pelo movimento centripeto das bordas da
ferida. (STEGMAN et al., 1982).

A fase de remodelamento ocorre por volta do décimo dia podendo durar meses
e ¢ responsavel pelo aumento da forca de tensao e pela diminuicao do tamanho da

cicatriz e do eritema. O tecido de granulagdo vai sendo enriquecido com mais fibras



de colageno e comeca a adquirir a aparéncia de massa fibrética caracteristica da
cicatriz. Nesta etapa, surgem as primeiras fibras de colageno tipo I (CLARK, 1993).
Com a evolucao do processo, acentua-se a deposicao de colageno e a maioria das
células desaparecem formando finalmente a cicatriz. A resolugcdo completa da ferida
somente pode ser considerada depois de concluida a maturagao e remodelagem da
matriz extracelular. Este processo ocorre lentamente levando de muitos meses ou as
vezes anos e, mesmo assim, uma cicatriz madura possui apenas 70% da resisténcia da
pele normal (BALBINO et al.,2005). Os fibroblastos produzem e depositam grande
quantidade de matriz protéica, predominantemente composta de coldgeno tipo I e II,
aumentam a forga ténsil da lesio (MUTSAERS et al., 1997).

Os eosinodfilos aparecem nas ultimas fases da reparacao e presumi-se que
podem estar relacionados a produgao de fatores de crescimento (TODD et al., 1991).
Quando a ferida completou o seu fechamento, os linfocitos constituem o subsistema
leucocitario mais abundante em feridas humanas (ENGELHARD et al., 1998). Os
linfécitos ndo somente sao efetores imunes, mas também, produtores de fatores de
crescimento. Nesta etapa, eles sdo atraidos para a regido da ferida em igual numero
que 0s monocitos.

A resisténcia de uma cicatriz ¢ dada pela quantidade de colageno depositada e
pela forma com que as fibras estdo organizadas. Quanto maior o nimero de ligagdes
covalentes transversais, maior a resisténcia da cicatriz. O coldgeno ¢ a estrutura
protéica que compde 72% da derme; as fibras colagenas sdo produtos polimerizados
das moléculas precursoras soluveis que sao secretadas pelos fibroblastos,
osteoclastos, condroblastos e outras células. Esta proteina ¢ formada por trés
polipeptidios, cadeias a, que sdo formadas por cerca de 1000 aminoacidos. O
colageno possui uma quantidade alta de prolina em relagdo as demais proteinas, a
prolina e a hidroxiprolina correspondem a 20-25% dos radicais de aminoacidos
(CAMPBELL, 2003).

O processo de remodelamento da cicatriz envolve etapas sucessivas de
produgdo, digestdo, agregacao e orientagdo de fibrilas de coldgeno. A deposi¢do do
colageno ¢ feita a principio de maneira aleatdria tendo a orientacao da fibronectina e
dependente da natureza e direcao das tensdes aplicadas ao tecido. Essas fibras sao
subsequentemente digeridas pela colagenase, ressintetizadas, rearranjadas de acordo
com a organiza¢ao das fibras do tecido conjuntivo adjacente e lateralmente ligadas

por ligacdes covalentes. Repetigdes sucessivas da lise, ressintese, redirecionamento e



religacdo formam fibras maiores de coldgeno e resultam numa configuragdo mais
regular da cicatriz aumentando a sua resisténcia (CLARK, 1985). A colagenase ¢
produzida por varios tipos celulares na ferida, tais como, os leucécitos, macrofagos,
fibroblastos e células epiteliais (CARVALHO, 2002). As colagenases degradam,
especificamente, colageno tipo I, II e III presente no tecido conjuntivo. Estas enzimas
desfazem a estrutura helicoidal das fibras de coldgeno, resultando na desnaturagao
protéica, deixando-a em forma de gelatina que € susceptivel a clivagem enzimatica
por outras metaloproteases de matriz (MMPs) e proteases. As MMP-2 e MMP-9 sdo
duas proteases gelatinoliticas mais atuantes no processo de cicatriza¢do de lesdes
(ARMSTRONG & JUDE, 2002).

A clivagem do colageno pela MMP ¢ relacionada a motilidade celular através
das interacdes célula-matriz. Estas interagdes geralmente sdo mediadas pelas
integrinas, como a azf1, que € o maior receptor de superficie celular e para o colageno
tipo I (MESSENT et al., 1998). O tipo de colageno secretado inicialmente
na fase proliferativa ¢ do tipo III que posteriormente, por degradagao, ¢ substituido

por colageno do tipoI  (STEVENS & LOWE, 1996).



3. MATERIAL E METODOS

3.1. Animais

Foram utilizados 38 camundongos Swiss (Mus musculus) machos, com 10
semanas de idade com peso de 38,0 + 3,0 g nos experimentos de peritonite em
camundongos, permeabilidade vascular e no modelo de feridas cutaneas, e 232
Ratos Wistar (Rattus novergicus) machos, com peso de 170,0 + 33,0 g nos
demais experimentos. Os animais foram procedentes do Biotério Central do
Campus do Pici da Universidade Federal do Ceara (UFC) e mantidos no Biotério
do Departamento de Fisiologia e Farmacologia (UFC). Os animais
permaneceram em gaiolas individuais, em macroambiente controlado
(fotoperiodo de 12h claro/escuro, temperatura 23+2°C e umidade 55+10%) com

fornecimento ad libitum de ragdo e agua.

Os procedimentos utilizados neste trabalho foram aprovados pelo comité de

ética da Universidade Federal do Ceara.
3.2. Latex

O latex de Cryptostegya grandiflora R.Br. (Asclepiadaceac) foi coletado de
plantas ndo cultivadas em Maranguape, regido metropolitana de Fortaleza-Ceara
(Figura 4); a planta identificada (amostra especime n° 040409) foi depositada no
Herbario Prisco Bezerra da Universidade Federal do Ceara ¢ a extragao das
proteinas presentes no mesmo foi realizada no Laboratorio de Bioquimica e
Biologia de Proteinas Vegetais da Universidade Federal do Cear4, de acordo com
a metodologia desenvolvida para o latex do Calotropis procera descrita por
FREITAS et al. (2007).

O latex coletado foi acondicionado em agua destilada na diluigao de 1:2 (v/v)
sendo agitado delicadamente para evitar a coagulagdo natural do material. As
amostras foram entdo centrifugadas a 5000g durante 10 minutos a 25°C. O
precipitado rico em borracha foi removido e o sobrenadante exaustivamente

dializado em agua destilada utilizando-se membranas com cut-off de 8000 kDa. A



didlise foi realizada com trocas a cada 4 horas para retirada de ions, e moléculas
pequenas livres e nova centrifugagao foi realizada de acordo com as condig¢des
descritas acima. O sobrenadante livre de borracha foi liofilizado e utilizado nos

experimentos. Este liofilizado foi denominado de fragao LP (CgLP).

Figura 4: Coleta do latex de C. grandiflora em Maranguape, Ceara .



3.3. MODELOS EXPERIMENTAIS

3.3.1. Avaliacio da atividade pro-inflamatoria
3.3.1.1. Modelo de peritonite

A migragao de neutréfilos induzida pela fragdo LP do latex de C. grandiflora foi
avaliada por sua administra¢do intraperitoneal (i.p.) nas doses de 1;2,5¢ 5
mg/cavidade em 1 mL de NaCl 0,15M estéril. Os animais foram sacrificados por
deslocamento cervical ao final da 42 hora ap6s a administragao desta fracao. Em
seguida, as células presentes na cavidade peritoneal foram coletadas através da
lavagem destas cavidades injetando-se 10 mL de NaCl 0,15 M contendo 5 UI/mL de
heparina. Os abdomens dos animais foram levemente massageados, e através de uma
incisdo foram coletados cerca de 7 mL de fluido peritoneal, com pipeta de Pasteur de
plastico (Figura 5). As contagens total e diferencial de leucocitos foram realizadas
conforme metodologia descrita por Souza & Ferreira (1985). Neste procedimento, 20
nL do fluido coletado de cada animal foram diluidos em 380 pL do reagente de Turk
e posteriormente usados para a contagem total de leucocitos em camara de Neubauer.
A contagem diferencial das células foi realizada através de esfregagos corados em
laminas, para tanto, 50 uL do exsudato foram centrifugados em citocentrifuga a 400 x
g, durante 10 min. Apds este processo, os esfregacos foram corados pelo método de
hematoxilina-eosina (corante HEMA 3). A contagem diferencial dos leucécitos foi
feita usando-se microscopia Optica e expressa como a média + E.P.M. do ntimero de
neutrofilos/puL do fluido peritoneal e comparados aos valores obtidos nos grupos
controle do experimento, ou seja, animais que foram injetados apenas com NaCl 0,15

M estéril.



Figura 5. Modelo de peritonite. Injecio intraperitoneal da fragdo LP do latex de
Cryptostegya grandiflora (A); Incisdo e retirada da pele da regido abdominal (B);

Exposicao do peritdnio (C); Incisdo do peritonio (D); Coleta do fluido peritoneal (E).

3.3.1.2. Curso Temporal da Migracao de Leucocitos para cavidade peritoneal

induzida pela fracao LP do latex de Cryptostegya grandiflora

A fracdo LP do latex de C. grandiflora foi administrada nos ratos por via
intraperitoneal na menor dose que induziu migragdo de neutréfilos no modelo de
peritonite. Os animais foram sacrificados por deslocamento cervical ao final de
intervalos de tempo que variaram de zero a 72 horas, sendo a migracdo de leucécitos

avaliada no fluido peritoneal, conforme descrito no item 3.3.1.1.

3.3.1.3. Efeito da desnaturacio térmica da fracao LP do latex Cryptostegya

grandiflora sobre a migracao de neutrofilos induzida por esta fragao

A fragdo LP em soluc¢do foi submetida a fervura (100°C) durante 10 min. Em

seguida esta fragdo foi testada no modelo de peritonite, seguindo a metodologia



descrita no item 3.3.1.1. Os resultados obtidos foram comparados aqueles obtidos

com a fracdo LP ndo desnaturada.

3.3.1.4. Modulacao farmacologica da migracao de neutrofilos para a cavidade

peritoneal induzida pela fracao LP do latex de Cryptostegya grandiflora

Com o objetivo de se investigar possiveis mediadores envolvidos na migragdo
de neutrofilos induzida pela fracdo LP, esta foi administrada i.p. (2,5 mg/cav.) em
diferentes grupos de animais pré-tratados com diferentes bloqueadores
farmacologicos como a seguir: dexametasona (2 mg/Kg; s.c.); talidomida (200
mg/Kg; s.c); celecoxibe (30 mg/Kg, s.c.), cimetidina (30 mg/kg) 1 hora antes da
administracdo da fracdo e com indometacina (3mg/Kg; s.c) e PCA (10 mg/Kg; s.c.),
30 min antes da fracdo LP. A maioria das substancias foi preparada em solugado estéril
de NaCl 0,15 M, com excecao: 1, talidomida foi dissolvida em NaCl 0,15M
acidificada, pH 5,0; 2, PCA dissolvido em DMSQO; 3, indometacina dissolvida em
NaCl 0,15 M alcalinizada, pH 8,0.

A migracao de neutrofilos foi avaliada 4 horas apds a administracao da fracao
LP como descrito anteriormente no item 3.3.1.1. Os resultados foram comparados
com os do grupo controle positivo de migragdo (animais tratados i.p. somente com a
fragdo LP) e com o grupo controle negativo (animais que receberam somente NaCl

0,15 M estéril).
3.3.1.5. Mudancgas na populacao de células residentes da cavidade peritoneal

Com o objetivo de investigar se a migracao de neutrofilos para a cavidade
peritoneal de ratos induzida pela fracdo LP ¢ um efeito dependente ou nao de células
residentes, e quais destas células poderiam estar envolvidas nesta resposta, foram

realizados os seguintes experimentos:

A. Pré-tratamento com tioglicolato: incremento da populacio de macrofagos

residentes na cavidade peritoneal

Tioglicolato em solugdo com NaCl 0,15 M (Tg; 3% m/v; 10 mL) foi
administrado por via intraperitoneal e, apds, 4 dias os macréfagos peritoneais foram
coletados, contados e comparados com a contagem obtida em grupo de animais nao

tratados com Tg (controle), de acordo com a metodologia descrita por Ribeiro et al.



(1991).

A Fragdo LP do latex de C. grandiflora (2,5 mg/cavidade) e fMLP (10 x 10
moles/cav.) foram administrados i.p. em animais tratados ou ndo com tioglicolato.
Conforme descrito para o modelo de peritonite, a migra¢do de neutrofilos foi avaliada
4 h ap6s a injecdo dos estimulos, sendo os resultados comparados com os obtidos em

animais que receberam somente NaCl 0,15 M estéril i.p.
B. Pré-tratamento com o composto 48/80: deplecio de mastocitos peritoneais

A deplegdo de mastdcitos da cavidade peritoneal dos animais pelo composto
48/80, foi realizada pelo método descrito anteriormente por Di Rosa et al. (1971).
Para tanto, os animais foram pré-tratados i.p., durante quatro dias consecutivos, duas
vezes ao dia com o composto 48/80. As dosagens utilizadas foram: no primeiro dia
0,6 mg/Kg, no segundo dia 1,0 mg/Kg, no terceiro dia 1,2 mg/Kg e no quarto dia 2,4
mg/Kg. No quinto dia apos o inicio do tratamento, a deplecao dos mastdcitos foi
avaliada através da coleta do fluido peritoneal dos animais o qual foi diluido (1:5) em

azul de toluidina e a contagem realizada em camera de Neubauer.

Os resultados foram comparados com aqueles obtidos no grupo de animais
nao tratados com o composto 48/80. A viabilidade celular foi avaliada, observando-se
o nimero de mastocitos integros ou degranulados e também pela presenca de células

contaminantes.

A Fragdo LP na dose de 2,5mg/cav e fMLP (10 x 10 moles/cav.) foram
injetados i.p. em animais tratados ou ndo com composto 48/80. A migracao de
neutrofilos foi quantificada 4 h apds a inje¢do dos estimulos e os resultados

comparados aos respectivos controles.
3.3.2. Bolsa de ar subcutinea (“Air pouch”)

O “air pouch” foi produzido na pele do dorso dos animais de acordo com
método descrito por Edwards et al. (1981). Inicialmente, apds depilagdo do dorso dos
animais e assepsia com alcool iodado foram injetados subcutaneamente 20 mL de ar
estéril. Trés dias apds, a cavidade formada foi mantida injetando-se 10 mL de ar. No
sexto dia ap0s a injec¢do inicial de ar os animais foram utilizados para os experimentos

de migragao.



A avaliacdo da migragdo de neutréfilos seguiu ao procedimento experimental
descrito para o modelo de peritonite (item 3.3.1.1). A fragdo LP (2,5 mg) foi
administrada em 1 mL de solucdo/bolsa. Os animais foram sacrificados seis horas
apos a injecao desta fracdo e a lavagem da cavidade artificial foi realizada com 5 mL
de NaCl 0,15 M heparinizado. A migracao de neutrofilos para a bolsa de ar foi
avaliada pela contagem total e diferencial dos leucdcitos. O grupo controle do

experimento constituiu-se de animais que receberam 1 mL de NaCl 0,15 M estéril.
3.3.3. Modelo de edema de pata.

Os volumes das patas direitas de cada animal foram medidos
plestimograficamente antes da administracdo local da fragdo LP, considerando-se este
o tempo zero. Em seguida, esta fracdo foi injetada por via subcutanea intraplantar
(0,25 mg, 0,5 mg e 1 mg) em 0,1 mL de NaCl 0,15 M estéril. Os volumes de liquido
deslocados pelas patas foram medidos 30 minutos e 1, 2, 3,4 e 6 h apos a
administracao da fragao LP. O edema foi calculado como a variagao de volume, ou
seja, a diferenca entre o volume em um determinado tempo apds o estimulo e o
volume antes do estimulo (tempo 0). As areas sob as curvas (ASC) foram calculadas

usando método do trapézio segundo Landucci et al.(1995).

Os resultados foram expressos como volume de edema (mL) e também
unidades arbitrarias (ASC) sendo comparados aqueles obtidos nas patas dos animais

que foram injetados com 0,1 mL de NaCl 0,15 M.
3.3.4. Atividade da Mieloperoxidase (MPO) nas patas dos animais

A determinagdo da atividade da mieloperoxidase foi avaliada no edema de
pata, induzido pela fracao LP do latex (0,25 mg/pata) conforme item 3.3.3. A
atividade da MPO foi determinada por um ensaio cinético-colorimétrico descrito por

Souza et al. (2001) com algumas alteragoes.

Ap6ds 60 min da inducdo do edema, amostras do tecido das patas dos animais
foram coletadas, pesadas e trituradas em Politron Ultra-Max em solu¢do (1 mL/50ug
da amostra HTAB), sob condi¢des adequadas de refrigeracdo. A seguir, as amostras
foram centrifugadas a 4° durante 2 min a 14000 rpm. Adicionou-se 0,1 mL do

precipitado obtido a 2 mL da solug¢do de O-diasidina e foi realizada a leitura da



absorbancia a 460 nm no espectrofotometro em 1 e 3 min.

A atividade de MPO foi comparada a uma curva padrao de neutréfilos de ratos
processado da mesma maneira. Os resultados foram apresentados como a atividade de

MPO (numero de neutréfilos/mg de tecido).

3.3.5. Modulacio farmacologica no modelo do edema de pata induzido pela

fracdo LP do latex de Cryptostegya grandiflora

Com o objetivo de se investigar possiveis mediadores envolvidos na migracao
de neutrofilos induzida pela fragdo, esta foi administrada por via subcutinea
intraplantar (0,25 mg/pata) em diferentes grupos de animais pré-tratados com
diferentes bloqueadores farmacologicos como a seguir: dexametasona (2 mg/Kg;
s.c.); talidomida (200 mg/Kg; s.c); celecoxibe (30 mg/Kg, s.c.), cimetidina (30 mg/kg)
1 hora antes da administracdo da fragdo e com indometacina (3mg/Kg; s.c) e PCA (10

mg/Kg; s.c.), 30 min antes da fragdo.

Os volumes das patas direitas de cada animal foram medidos
plestimograficamente antes da administracao local da fragao LP do latex,
considerando-se este o tempo zero. Os volumes de liquido deslocados pelas patas
foram medidos 30 min. e 1, 2, 3 e 4 h apds a administracdo desta fracdo. O edema foi
calculado como a variacdo de volume, ou seja, a diferenga entre o volume em um
determinado tempo apos o estimulo ¢ o volume antes do estimulo (tempo 0). As areas
sob as curvas (ASC) foram calculadas usando método do trapézio segundo Landucci

et al.(1995).

Os resultados foram expressos como volume de edema (mL) e também
unidades arbitrarias (ASC) sendo comparados aqueles obtidos nas patas dos animais

injetados com 0,1 mL de NaCl 0,15 M.

3.3.6. Avaliacio da atividade pro-inflamatoria da fracdo LP do latex de C.

grandiflora em camundongos
3.3.6.1. Modelo de peritonite

Para avaliagdo da migracdo de neutrofilos induzida pela fracdo LP do latex de C.

grandiflora, esta foi administrada intraperitonealmente (i.p.) nas doses de 2,5



mg/cavidade em 300 puL de NaCl 0,15 M estéril. Os animais foram sacrificados por
deslocamento cervical ao final da 42 hora ap6s a inje¢ao da fragdo. Em seguida, as
células presentes na cavidade peritoneal foram coletadas através da lavagem destas
cavidades injetando-se 3 mL de NaCl 0,15 M contendo 5 UI/mL de heparina. Os
abdomens dos animais foram levemente massageados, e através de uma incisdo foram
coletados cerca de 3 mL de fluido peritoneal, com pipeta de Pasteur de plastico. As
contagens total e diferencial de leucécitos foram realizadas conforme metodologia
descrita por Souza & Ferreira (1985). Neste procedimento, 20 pL do fluido coletado
de cada animal foram diluidos em 380 uL do reagente de Turk e posteriormente
usados para a contagem total de leucdcitos em camara de Neubauer. A contagem
diferencial das células foi realizada através de esfregagos corados em laminas, para
tanto, 50 uL do exsudato foram centrifugados em citocentrifuga a 400 x g, durante 10
min, apds este processo os esfregacos foram corados pelo método de hematoxilina-
eosina (corante HEMA 3). A contagem diferencial dos leucocitos foi feita usando-se
microscopia optica e expressa como a média + E.P.M. do numero de neutréfilos/uL
do fluido peritoneal e comparados aos valores obtidos nos grupos controle do

experimento, ou seja, animais que foram injetados apenas com NaCl 0,15 M estéril.
3.3.6.2. Determinacio da permeabilidade vascular em camundongos

Essa metodologia foi delineada com o objetivo de avaliar o efeito da fracdo LP
do latex sobre o aumento da permeabilidade. A quantificagdo baseou-se naquela
utilizada por Garcia-Leme & Wilhelm (1975). Os animais receberam a fracao LP (2,5
mg/cavidade em 300 pL de NaCl 0,15 M estéril) através da injecdo intraperitoneal,
em seguida administrou-se uma solu¢do de Azul de Evans em NaCl 0,15 M
(50mg/kg) via plexo orbital. Apds quatro horas os animais foram sacrificados por
deslocamento cervical. Os abdomens dos animais foram levemente massageados, e
através de uma incisdo foram coletados cerca de 3 mL de fluido peritoneal, com
pipeta de Pasteur de plédstico. Em seguida, para se quantificar o azul de Evans foi
realizada a leitura por espectrofotometria, utilizando-se o comprimento de onda de
600nm. Os dados obtidos em absorbancia foram convertidos em pg de azul de Evans,
através de regressdo linear baseado em uma curva padrao de azul de Evans. Os

resultados foram calculados em mg de AE/mL de fluido peritoneal.

3.3.7 Estudo da atividade antiiflamatéria da fracao LP do latex de C. grandiflora



3.3.7.1. Avaliacio do efeito da fracdo LP do latex de C. grandiflora sobre a
migracio de neutroéfilos para a cavidade peritoneal induzida por agente

quimiotatico indireto (carragenina)

Os animais (ratos Wistar machos) receberam por via i.p. o estimulo
inflamatoério: Cg (500 pg/cavidade) dissolvido em 1 mL de NaCl 0,15 M estéril. A
fracdo LP (2,5mg/Kg) foi administrada por via endovenosa, 30 min antes da injecao
do agente inflamatorio. Para controle negativo do experimento foram utilizados ratos
que receberam NaCl 0,15 M estéril i.v.

A migragao de neutréfilos foi avaliada 4 h apos. Para tanto, os animais foram
sacrificados por deslocamento cervical. Em seguida, as células presentes na cavidade
peritoneal foram coletadas através da lavagem desta injetando-se 10 mL de
NaCl 0,15 M contendo 5 Ul/mL de heparina. Os abdomens dos animais foram
levemente massageados, e através de uma incisao foram coletados cerca de 7 mL de

fluido peritoneal, com pipeta Pasteur de plastico.

As contagens total e diferencial dos leucocitos foram realizadas conforme
metodologia descrita anteriormente por Souza & Ferreira (1985). Neste
procedimento, 20 pL do fluido coletado de cada animal foram diluidos em 380 pL do
reagente de Turk e posteriormente usados para a contagem total de leucdcitos em
camara de Neubauer. A contagem diferencial das células foi realizada através de
esfregacos corados em laminas, para tanto, 50 uL do exsudato foram centrifugados
em citocentrifuga a 400 x g, durante 10 min, apds este processo os esfregagos foram
corados pelo método da hematoxilina-eosina (HE) e as células contadas através de
microscopia optica sendo os resultados expressos como a média + E.P.M. do nimero

de células x 10°/mL de fluido peritoneal.

3.3.8. Efeito da fracao LP do latex de Cryptostegia grandiflora em modelo
experimental de feridas cutineas em camundongos
3.3.8.1. Procedimento anestésico e cirurgico

Ap6s jejum hidrico e alimentar de 12 horas, os animais foram pesados e
anestesiados por via intramuscular com cloridrato de xilazina 2% (10 mg/kg ) e
cloridrato de ketamina (100 mg/kg). Em seguida, cada animal foi submetido a
tricotomia da regido dorsal e posterior antissepsia utilizando iodopovidona 1% e
etanol 70%. Com auxilio de um molde metalico vazado (4rea=1cm?), previamente

esterilizado, a pele foi demarcada com caneta dermografica e produziram-se as lesdes



através de: incisdo da pele, pela lamina de bisturi nimero 15; divulsdo da tela
subcutanea e remog¢ao das camadas de derme e epiderme com o minimo de

sangramento, com tesoura de ponta tipo fina/fina e pinga de disseccao.

3.3.8.2. Organizacao dos grupos e procedimento experimental

Os animais foram divididos em trés grupos experimentais (n=6/grupo) de
acordo com a aplicagdo topica didria de 100 pL das seguintes solugdes: Controle
(NaCl)- NaCl 0,15 M, Grupo II (100ug)- 100pug da fragdo LP do latex de C.
grandiflora e Grupo IIT (200ug)- 200ug da fragdo LP do latex de C. grandiflora.

Estas aplicacdes foram realizadas uma vez ao dia durante 12 dias.

3.3.8.3. Avaliacao Clinica

As lesdes foram avaliadas diariamente a partir de 24 horas pos-cirurgia até o
129 dia de pds-operatério a partir de um protocolo clinico (em anexo) e registro
fotografico, observando-se a ocorréncia de sinais flogisticos (edema, hiperemia,
presenga de crosta e exsudato) e os sinais de reepitelizacao (presenca de tecido
cicatricial, fechamento completo das feridas e percentual de contragdo da area da
ferida).

A area das feridas foram estimadas através da mensuracao dos diametros
horizontal e vertical, com o com auxilio de um paquimetro, e do célculo da area pela
equacdo descrita por Prata et al., (1988): A=p.R.r, onde “A” representa a area, “R” o

€.
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raio maior e o raio menor da ferida.

3.4. Analise Estatistica

Os resultados foram expressos como a média + E.P.M. Para a determinacgao
das diferencas estatisticas entre os grupos, os testes utilizados foram: Analise de
Variancia (ANOVA) e teste de Bonferroni ou teste t ndo pareado. No modelo
experimental das feridas cutaneas os resultados obtidos foram expressos como média
+ desvio padrao (M + dp), submetidos a analise de variancia e ao teste de Tukey. Para

indicar significancia estatistica entre os tratamentos foi fixado p< 0,05.



4. RESULTADOS

4.1. A fracio LP do latex de Cryptostega grandiflora induz migracio de
neutrofilos para a cavidade peritoneal de forma dose-e tempo-dependente no

modelo de peritonite em ratos.

A administracdo intraperitoneal da fragdo LP do latex de Crtptostegia
grandiflora induziu migracao de neutrofilos, de forma significante, para esta cavidade
de forma dose-dependente 4 horas apds sua injecdo. Esta fracdo apresentou efeito pro-
inflamatoério crescente nas doses de 2,5 e 5 mg/cavidade, nao sendo observada
diferenca entre estas doses (Figura 6A). Observou-se um aumento na migragao de
neutrofilos de 184,43% e 189,26% respectivamente, quando comparado ao grupo de
animais controle (NaCl). A partir destes resultados a dose de 2,5 mg/cavidade foi

utilizada nos demais experimentos.

Com o objetivo de investigar o curso temporal desta atividade pro-
inflamatoéria da fracdo protéica do latex, a migragdo de neutrdfilos foi avaliada 2, 4, 8,
24, 48 e 72 horas apds a injecdo da mesma (Figura 6B). Observou-se que esta fragao
induziu um aumento significativo do nimero de neutréfilos no fluido peritoneal a
partir da 2° hora, o valor maximo observado na 4* hora, retornando aos valores basais

somente na 72% hora ap6s sua administracao.

4.2. Desnaturacio térmica reverte o efeito pro-inflamatorio da fracdo LP do

latex de Cryptostegia grandiflora.

Para realizar uma investigacao do papel da estrutura tridimensional dos
componentes da fragdo LP do latex de C. grandiflora no seu efeito pré-inflamatorio
realizou-se o tratamento térmico desta fragcdo a 100 °C por um periodo de 10 minutos
antes de sua administragdo. Na figura 7 fica evidenciado que a fragao LP (2,5
mg/cavidade) desnaturada ndo induz migrac¢ao de neutroéfilos, quando comparado a

fracdo LP integra.
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Figura 6. Inducao da migracao de neutrofilos pela fragao LP do latex de C.
grandiflora (CgLP) de forma dose- e tempo dependente. A: Os animais foram
tratados i.p. com 1 mL da fracdo LP do latex de C. grandiflora (1, 2,5 e 5 mg). Os
animais controle (NaCl) receberam o mesmo volume de NaCl 0,15 M estéril (i.p.). A
migra¢do de neutréfilos (MN) foi avaliada 4 h ap6s. B: A fracdo protéica do latex C.
grandiflora (Cg LP=2,5 mg) foi injetada i.p. ¢ a migracdo de neutrofilos foi
determinada 2, 4, 8, 24, 48 ¢ 72 h ap6s. Valores expressos como média = E.P.M. de 5
animais. * p< 0,05 comparado ao grupo NaCl. ANOVA - Bonferroni.
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Figura 7. A¢ao da desnaturacio térmica sobre o efeito pro-inflamatorio da
fracido LP do latex de C. grandiflora (CgLP). A fracdao LP do latex, integro ou
desnaturado pelo tratamento a 100 °C por 10 min, foi administrado por via i.p. (2,5
mg). A migragdo de neutréfilos foi avaliada 4 horas apos a administra¢ao do latex. Os
resultados foram expressos como a média + E.P.M. de 6 animais. * p <0.05

4.3. Talidomida, Dexametasona, indometacina e celecoxib , mas nao PCA e

cimetidina inibem a migracio de neutrofilos induzida pela fracao LP do latex de

C. grandiflora (CgLP) no modelo de peritonite.

Com a finalidade de investigar os possiveis mediadores quimicos envolvidos



na atividade pro-inflamatoéria da fragdo LP do latex estudado foi realizado o pré-

tratamento dos animais com algumas drogas antiinflamatorias.

Na Tabela 1 estd demonstrado que a dexametasona (dexa; 2mg/kg; s.c.) um
glicocorticdide com varias atuagdes antiinflamatdrias (inibidor especifico de
citocinas), e talidomida (Talidomida; 200 mg/kg; s.c,) um inibidor especifico de TNF-
a inibiram significativamente a migragao de neutréfilos para a cavidade peritoneal
induzida pela fracdo LP do latex. A inibicdo pela dexametasona foi de 73,31%,
enquanto a talidomida inibiu em 64,47% o efeito desta fragdo, comparado aos animais
que tratados apenas com a fracdo LP. O tratamento dos animais com indometacina
(Indo; 3 mg/kg; s.c.), inibidor inespecifico das cicloxigenases 1 e 2 (COX 1 e COX
2), bem como, o celecoxib (celecoxib; 30 mg/kg; s.c.), inibidor seletivo da COX-2
inibiram significativamente a migracao de neutrofilos para a cavidade peritoneal
induzida pela fracdo LP do latex. A inibicdo pelo celocoxib foi de 46,11% comparado
aos animais que receberam somente o latex. Por outro lado, o tratamento dos animais
com PCA (PCA; 10 mg/kg; s.c.), inibidor do fator de agregacao plaquetaria e com
cimetidina (cimetidina; 30 mg/kg; s.c.), antagonista dos receptores H2 (anti-
histaminico), ndo produziram nenhum efeito inibitdrio sobre a migracao induzida pela

fragdo LP do latex.

Tabela 1. Efeito de diferentes bloqueadores farmacologicos na migracao de



neutroéfilos induzida pela fracio LP do latex de C. grandiflora (CgLP) na
cavidade peritoneal. Pré-tratamento com dexametasona, talidomida, indometacina e
celecoxib, mas nao PCA e cimetidina, inbem a migracao de neutrdfilos induzida pela
fragdo LP do latex de C. grandiflora. Os resultados foram expressos como média +
E.P.M. de 6 animais. * p< 0,05 comparado ao grupo NaCl; ** p<0,05 comparado ao

grupo tratado somente com o latex. ANOVA- Bonferroni.

Tratamento Dose Migracéo de Neutrofilos
NaCl 0,15 M 1 mL/cav; i.p. 750423
Fragao LP do latex de C. 2,5 mL/cav; 1.p. 2,841+4,4*
grandiflora (CgLP)
C. grandiflora+ Dexametasona 2 mg/Kg; s.c. 666+4,4**
C. grandiflora+ Talidomida 200 mg/Kg; s.c. 1,009+2,3**
C. grandiflora+ Indometacina 3mg/Kg; s.c. 1,337+4,8%*
C. grandiflora+ Celecoxib 30 mg/Kg; s.c. 1,531+4,6%**
C. grandiflora + PCA 10 mg/Kg; s.c. 2,318+2,2
C. grandiflora+ Cimetidina 30 mg/Kg; s.c. 2,270+1,6

4.4. Mudancas da populacio de células peritoneais residentes alteram a



atividade pro-inflamatoria da fragdo LP do latex de C. grandiflora (CgLP).

O aumento do nimero de macrofagos potencializa a atividade pro-
inflamatoria, mas a deplecdo de mastdcitos ndo modifica a atividade pro-inflamatdria

da fragdo LP do latex.

4.4.1. A migracao de neutroéfilos induzida pela fracdo LP do latex de C.
grandiflora (CgLP) foi potencializada pelo aumento da populacio de macrofagos

residentes em ratos.

A populagdo de macrofagos da cavidade peritoneal foi incrementada em
893,73% em relagdo ao grupo tratado com NaCl 0,15M, através do tratamento com
tioglicolato (3% i.p.) quatro dias antes da administragdo da fragdo LP do latex (Figura
8 A). Pode-se observar na Figura 8 B que o incremento de macréfagos acarretou um
aumento de 109,69% na migragao de neutrédfilos induzida por esta fracao (2,5
mg/cav.) em relacdo ao grupo que so recebeu a fragcao LP. O efeito quimiotatico do
fMLP (10 x 10 moles/cavidade), um agente quimiotatico direto, ndo foi alterado

pelo aumento da populacdo de macréfagos.

4.4.2. A deplecao da populacio de mastocitos nao altera a migracao de

neutrofilos induzida pela fra¢ao LP do latex de C. grandiflora (CgLP) em ratos.

A deplecgdo de mastdcitos residentes na cavidade peritoneal foi de 80% em
relagdo ao grupo controle (NaCl) e ocorreu através do pré-tratamento cronico dos
animais com o composto 48/80 (Figura 9 A). Este procedimento ndo interferiu na
migra¢do de neutréfilos induzida pela fracdo LP do latex, bem como do fMLP (10 x
10 moles/ cav.; figura 9 B). Este dado sugere que os mastocitos ndo estdo envolvidos

na migragao de neutréfilos induzida pela fracao LP do latex.
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Figura 8. Influéncia do aumento da populacio de macréfagos na cavidade
peritoneal sobre a migracio de neutrofilos induzida pela fracdo LP do latex de
C. grandiflora (CgLP). A: nimero de macrofagos do grupo controle (NaCl 0,15 M) e
dos animais tratados com tioglicolato (Tg; 3% v/v; 10 mL i.p.). B: migragdo de
neutroéfilos induzida por NaCl 0,15 M (NaCl, 1 mL), fracdo LP do latex de C.
grandiflora (CgLP) (2,5 mg) e fMLP(10 x 10 moles), nas cavidades ndo tratadas
com Tg ( -) ou tratadas (Tg). A migracao de neutréfilos foi avaliada 4 h apods a
injecdo dos estimulos. O resultados foram expressos como a media = E.P.M. do

nimero de mononucleares ou neutr6filos em 6 animais. * p< 0.05 comparado a NaCl;



¢ p< 0.05 comparado a ® e ® comparado a @ (NaCl). ANOVA — Bonferroni.
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Figura 9. Influéncia da deplecio de mastdcitos na cavidade peritoneal sobre a
migracio de neutrofilos induzida pela fragiao LP do latex de C. grandiflora
(CgLP). A: populagdo de mastocitos em tratados com NaCl 0,15 M e pré-tratados
com composto 48/80. B: migragdo de neutréfilos induzida em animais tratados com:
NaCl 0,15 M (1 mL i.p.), fragdo LP do latex de C. grandiflora (CgLP) (2,5mg/cav.),
nas cavidades ndo tratadas com 48/80 ( - ) e nas tratadas. A migracdo de neutréfilos
foi avaliada 4 h apds a injecao dos estimulos. Os resultados foram expressos como a
média £E.P.M. de mastocitos e neutrofilos de 6 animais. ** p< 0,05 comparado ao

grupo C e * p< (.05 comparado ao grupo NaCl. ANOVA — Bonferroni.

4.5. A fracio LP do latex de Cryptostegya grandiflora (CgLP) induz migracio de

neutrofilos no modelo de bolsa de ar subcutinea (“Air pouch”)

Constatou-se que a fragdo LP do latex de C. grandiflora induz migracao de
neutr6filos no modelo de bolsa de ar subcutanea. Como pode ser observado na figura
10, verificou-se que a fragdo LP do latex (2,5 mg /bolsa) promoveu um aumento de

668,64% do nimero de neutrofilos em relagdo ao controle (NaCl 0, 15 M).
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Figura 10. Induc¢ao da migracao de neutroéfilos pela fracio LP do latex de C.
grandiflora (CgLP) no modelo de bolsa de ar subcutianea. A fracdo LP do latex
(CgLP/2,5 mg/cavidade) ou NaCl 0,15 M (1ml) foram administradas na bolsa de ar
formada. A avaliagdo de neutréfilos foi realizada 6 horas apos a inje¢ao da fragao LP
do latex ou NaCl 0,15 M. Os animais controle (NaCl) receberam somente NaCl 0,15
M estéril (1mL/bolsa). * p<0,05. comparado a Sal. ANOVA — Teste t ndo pareado.



4.6. A fracio LP do Latex de C. grandiflora (CgLP) induz efeito edematogénico

O efeito da injecdo intraplantar da fracdo LP do latex foi avaliado no modelo
do edema de pata em ratos. A Figura 11 A mostra que esta fracdo administrada por
via subcutanea intraplantar nas patas direitas dos animais produziu edema crescente.
Na investiga¢@o do curso temporal de edema induzido pela fracdo LP do latex foi
observado um pico inicial aos 30 min apds a administra¢do desta fracdo e um pico
maximo na 2* hora, seguidos de um decréscimo. Apds 4 h de avaliagdo o edema

decresceu, retornando aos valores basais.

A fracao LP do latex mostrou-se eficiente em todas as doses administradas, no
entanto, a dose de 1,0 mg/pata produziu um aumento de 542,35% do volume da pata

comparado ao grupo controle (NaCl) (Figura 11B).

4.7. A fracao LP do latex de C. grandiflora (CgLP) induz aumento da MPO no

tecido intaplantar das patas dos animais.

A figura 12 mostra que a administracdo da fracdo LP do latex na dose de
0,25mg/pata foi capaz de causar um aumento significante de 6.580% na atividade da
MPO nas patas dos animais quantificada 2 h apds a indug¢ao do edema quando

comparada aos animais que receberam somente NaCl 0,15 M.
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Figura 11. Inducio do edema de pata pela fracdo LP do latex de C. grandiflora
(CgLP). A: O edema foi mensurado %4, 1, 2, 3, 4 ¢ 6 h apds a injeg@o subplantar da
fracao LP do latex (0,25 mg/pata de CgLP) e NaCl 0,15 M (NaCl), sendo expresso em
mL. B: Edema de pata dose-dependente (inje¢do subplantar da fracdo LP do latex de
C. grandiflora nas doses de 0,25, 0,5 ¢ 1 mg/pata ¢ NaCl estéril (0,1mL) foi
determinada apds 2 horas da injecao). A area sob a curva da variagdao de volume de
cada animal, foi calculada pelo método trapézio (LANDUCCI, et al., 1995). Cada
barra representa a média = E.P.M. de 6 animais. * p< 0,05 comparado ao grupo de
animais que receberam somente NaCl, e # p<0,05 comparado aos animais que

receberam 0,5 mg/pata; ANOVA- Bonferroni teste t ndo pareado.



£ 4 *
5
o
ol
= 27
0

NaCl CgLP 0,25mg/pata

Figura 12. Influéncia da fraciao LP do latex de C. grandiflora (CgLP) sobre a
atividade da MPO na pata dos animais. O edema foi induzido nas patas dos
animais através da inje¢ao subplantar da fragao LP do latex (0,25mg/pata). O material
analisado foi retirado na 2* hora e armazenado para posterior dosagem de MPO. Os
animais controle (NaCl) receberam somente NaCl 0,15 M estéril. * p<0.05

comparado a Sal. ANOVA — Teste t ndo pareado.

4.8. Cimetidina, Dexametasona, Talidomida, indometacina, mas nao celecoxib
inibem a o0 edema induzido pela fracio LP do latex de C. grandiflora (CgLP) no

modelo do edema de pata.



Com a finalidade de encontrar os possiveis mediadores quimicos envolvidos
na indu¢do do edema de pata foi realizado o pré-tratamento dos animais com algumas

drogas anti-inflamatdrias.

Na Figura 13 A constata-se que a dexametasona e a talidomida reverteram o
efeito edematogénico da fragdo LP do latex, a partir da 12 e 22 hora ap6s a indugdo do

edema.

A figura 13 B mostra que a indometacina e o celecoxib reverteram o efeito

edematogénico da fragdo LP do latex a partir da 22 hora.

A figura 13 C demonstra que a cimetidina reverteu o efeito edematogénico da
fracdo LP do latex ainda na fase inicial de 30 minutos, sendo este efeito inibitério
mantido somente apos duas horas. Por outro lado o PCA nao inibiu o efeito

edematogénico induzido pela fragdo LP do latex.
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Figura 13. Efeitos de diferentes agentes farmacologicos no edema de pata
induzido pela fracio LP do latex de C. grandiflora (CgLP). @ p< 0,05 comparado
ao grupo NaCl e b p< 0,05 comparado ao grupo tratado somente com a fracdo LP do

latex de C. grandiflora (CgLP) (ANOVA- Bonferroni).

4.9. A fracao LP do latex de Cryptostega grandiflora (CgLP) induz migragao de

neutrofilos para a cavidade peritoneal no modelo de peritonite em camundongos.

A administracdo intraperitoneal da fragao LP do latex de Crtptostegia
grandiflora induziu migragao de neutrofilos, de forma significante, para esta cavidade
4 horas ap6s sua injecao na dose de 2,5 mg/cavidade. (Figura 14). Observou-se um
aumento na migracao de neutrofilos de 624,45%, quando comparado ao grupo de
animais controle (NaCl). A partir destes resultados a dose de 2,5 mg/cavidade foi

utilizada nos experimento de permeabilidade vascular.

4.10. A fracio LP do latex de Cryptostegia grandiflora (CgLP) provoca o
aumento da permeabilidade vascular no fluido intraperitoneal de camundongos
A Figura 15 demonstra que ocorreu um aumento de 187,52% dos animais

tratados com esta fragdo em relagdo ao grupo controle.
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Figura 14. Induc¢ao da migracao de neutroéfilos pela fraciao LP do Latex de C.
grandiflora (CgLP) em camundongos. Os animais foram tratados i.p. com 300 pL
da fragdo LP do latex de C. grandiflora (2,5 mg). Os animais controle (NaCl)



receberam o mesmo volume de NaCl 0,15 M estéril (i.p.). A migra¢ao de neutrofilos
(MN) foi avaliada 4 horas apds. Valores expressos como média + E.P.M. de 5

animais. * p< 0,05 comparado ao grupo NaCl. ANOVA - Bonferroni.
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Figura 15. Influéncia da fracio LP do latex de Cryptostegia grandiflora (CgLP)
sobre a permeabilidade vascular. Os animais foram tratados com a fracdo LP do
latex (2,5 mg/kg; 1.p.), o grupo controle (NaCl) recebeu 300ul de NaCl 0,15 M
estéril. Todos os animais receberam azul de Evans (50 mg/kg; via intrapeniana). Os
resultados foram expressos como mg de azul de Evans/mL de fluido. Valores
expressos como média = E.P.M. de 5 animais. * p< 0,05 comparado ao grupo

controle. ANOVA - Bonferroni.



4.11. Estudo da atividade antiinflamatoria

4.11.1. A fragao LP do latex de Cryptostegia grandiflora (CgLP) reduz a

migracao de neutroéfilos induzida por carragenina em ratos

A injecdo e.v. da fracdo LP do latex, 30 min antes do estimulo (Cg), foi capaz
de inibir a migra¢ao de neutrdfilos na doses de 2,5 mg/Kg apds a 4* hora da
administracdo i.p. de Cg (500png) no modelo de peritonite. Essa inibi¢ao foi de
80,77%. O grupo controle positivo (Cg) produziu um aumento significativo no

nimero de neutrdfilos, comparados ao grupo NaCl. (Figura 16).
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Figura 16. Influéncia da fraciao LP do latex de Cryptostegia grandiflora (CgLP)
sobre a migracio de neutroéfilos (MN) induzida por carragenina em ratos. Os
animais foram tratados com a fragao LP do latex (2,5 mg/Kg; e.v) 30 min antes da
Cg (500pug; 1.p.). A MN foi avaliada 4 horas apds a Cg. O grupo controle positivo (-)
recebeu Cg i.p. e NaCl 0,15 M e.v.; controle negativo (NaCl) NaCl 0,15 M i.p. As
barras representam a média do niimero de neutréfilos + E.P.M. de 5 animais por
grupo. * p<0,05 indica diferenca estatistica comparado com o grupo NaCl e fragdo LP
do latex e (ANOVA, teste de Bonferroni).

4.12. A fragao LP do latex de C. grandiflora (CgLP) aumenta a presenca de sinais
inflamatorios- edema, hiperemia, exsudacao e crosta- em lesdes experimentais
em camundongos

A avaliag@o clinica foi realizada até o 12° dia de pds-operatério. A avaliagdo
macroscopica do processo cicatricial foi acompanhada pela presenca de hiperemia,
edema, formagdo de crosta, caracteristicas exsudativas e parametros morfométricos
através da mensuracdo da area da ferida. Estes pardmetros apresentaram fundamental
importancia para avaliar o periodo inflamatdrio.

Durante o periodo inflamatdrio, a presenca do edema foi observada em todos
os grupos (Figura 17) e se manteve até o 9° dia. No 10 ° dia 16,67% das feridas dos
grupos tratados com a fracdo LP do latex (100 e 200 pg) ainda apresentavam edema.

A hiperemia, devido a dilatacao dos leitos vasculares presentes na regido

lesionada, foi observada em todos os grupos experimentais até o quinto dia, nao



apresentando diferenca estatistica entre os grupos até o quarto dia, somente no quinto
dia observou-se uma maior freqiiéncia de hiperemia no grupo tratado com a fragdo LP
do latex (100 pg) que o grupo controle (Figura 18). Neste periodo, 100%; 83,33% e
33,33% das feridas dos grupos 100 pg, 200 pg e controle, respectivamente,
apresentaram este sinal inflamatorio.

Observou-se que clinicamente os sinais de edema e hiperemia foram mais
frequentes nos grupos dos animais tratados com a fragao LP do latex em ambas as
concentragdes do que no grupo controle.

As caracteristicas exsudativas da fase inflamatoria foram acompanhadas
durante o experimento; sendo visualizada no primeiro dia pds-operatério em todos os
grupos; 16,67 %, 33,33% e 33,33% dos grupos controle, 100ug e 200ug
respectivamente, apresentaram secrecao de aspecto seroso (Figura 19).

A primeira crosta foi observada a partir do primeiro dia de pds-operatorio em
todos os grupos experimentais. S6 ocorreu diferenga estatistica entre os grupos no
segundo dia, onde 100% dos animais dos grupos 100 pg e 200 pg apresentaram crosta
e apenas 33,33% dos animas do grupo controle apresentaram. Entre o 3% ¢ 0 5 dias
PO, 100% dos animais apresentaram crosta no leito da lesdo. Os grupos 100ug e
200pg apresentaram crostas nas feridas no 112 ¢ 122 dia PO ja no grupo controle ndo
foi mais observada (Figura 20). Durante o periodo avaliado, as primeiras crostas dos
grupos experimentais apresentaram-se finas, secas e com aspecto uniforme.

A presenga de tecido de granulagao foi observada em 100% dos animais de
todos os grupos tratados no 82 dia PO (Figura 21).

A evolugao macroscépica do processo cicatricial foi acompanhada pela
mensuracao da area das lesdes ao longo dos 12 dias (Figura 22 e 23). Nao foi
observada diferenga estatistica significante entre os grupos ao longo dos dias (p
<0,05).

Ao final do experimento (122 dia PO) todos os animais de todos os grupos
experimentais apresentaram tecido cicatricial. Nao sendo observada diferenca
estatistica entre os grupos (p<0,05) (Figura 24).

O fechamento completo das lesdes de todos os grupos teve inicio somente no

102 dia PO. Nao havendo diferenca estatistica entre os grupos (P<0,05) (Figura 25)
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Figural7. Percentual de edema nos grupos experimentais. Grupo NaCl; Grupo
100 pg (100 ug/ml da fragao LP do latex de C. grandiflora); Grupo 200 pg (200
ug/ml da fragdo LP do do latex de C. grandiflora). Cada coluna representa o
percentual médio de presenga (%) observado em cada dia de PO, n=6/grupo.* p<0,05,

comparado ao grupo NaCl 0,15 M (controle) (teste qui-quadrado).
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Figura 18. Percentual de hiperemia nos grupos experimentais. Grupo NaCl;
Grupo100 pg (100 pg/mL da fracdo LP do latex de C. grandiflora); Grupo 200 pg
(200 pg/mL da fragao LP do latex de C. grandiflora). Cada coluna representa o
percentual médio de presenga (%) observado em cada dia de PO, n=6/grupo. P<0,05

comparado com o controle (NaCl 0,15 M) (teste qui-quadrado).
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Figura 19. Percentual de exsudato nos grupos experimentais. Grupo NaCl; Grupo



100 pg (100 ug/mL da fragdo LP do latex de C. grandiflora); Grupo 200 pg (200
ug/mL da fracdo LP do latex de C. grandiflora).
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Figura 20. Percentual de primeira crosta nos grupos experimentais. Grupo NaCl;
Grupo 100 pg (100 pg/mL da fragdo LP do latex de C. grandiflora); Grupo 200ug
(200 pg/mL da fracdo LP do latex de C. grandiflora), Cada coluna representa o
percentual médio de presenga (%) observado em cada dia de PO, n=6/grupo.* p<0,05,

comparado ao grupo NaCl (controle) (teste qui-quadrado).
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Figura 21. Exposicao do tecido de granulacio nos grupos experimentais.
Grupo NaCl 0,15 M; Grupo 100 pg (100 ng/mL da fragdao LP do latex de C.
grandiflora); Grupo 200 pg (200 pg/mL da fragdo LP do latex de C.
grandiflora).



Figura 22. Aspecto macroscopico das lesdes experimentais nos dias do pos-
operatério. Segundo dia de pés-operatorio: A, Grupo I (NaCl 0,15 M); B, Grupo II
(100 pg/mL da fragdo LP do latex de C. grandiflora); C, Grupo III (200 ug/mL da
fracdo LP do latex de C. grandiflora). Sétimo dia de pés-operatério: D,
Grupo I (NaCl 0,15 M); E, Grupo II (100 pg/mL da fracdo LP do latex de
C.grandiflora ); F, Grupo III (200 pg/mL da fracdo LP do latex de C. grandiflora).
Décimo segundo dia de pos-operatério: G, Grupo I (NaCl 0,15 M); H, Grupo II
(100 pg/mL da fracao LP do latex de C. grandiflora); I, Grupo I1I (200 pg/mL da
fracdo LP do latex de C. grandiflora).
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Figura 23. Area da ferida (cm2) e tempo em dias apés tratamento tépico com

NaCl 0,15 M, fracio LP do latex de C. grandiflora (100 pg/mL e 200pg/mL).
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Figura 24. Percentual de tecido cicatricial nas lesdes experimentais nos grupos
NaCl 0,15 M, fragao LP do latex de C. grandiflora (100 pg/mL e 200pg/mL).

Cada coluna representa o percentual médio de presenca (%) observado em cada dia de

PO, n=6/grupo.
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Figura 25. Percentual de fechamento completo nas lesdes experimentais dos
grupos NaCl 0,15 M, fra¢ao LP do latex de C. grandiflora (100 pg/mL e 200
pg/mL). Cada coluna representa o percentual médio de presenga (%) observado em

cada dia de PO, n=6/grupo.






5. DISCUSSAO

As proteinas isoladas do latex de varias espécies de plantas lactiferas exercem
uma grande variedade de efeitos biologicos. O latex do Calotropis procera é rico em
proteinas e ha evidéncias que estas apresentam propriedades farmacologicas
(FREITAS et al., 2007). No entanto, o latex per si ¢ conhecido tanto por ocasionar
efeitos medicinais, como também, efeitos toxicos, tais como, congestdo ocular,
iridociclite e dermatite apos exposicdo acidental (TOMAR et al., 1970). Ha relatos
que a administracao local do C. procera ¢ responsavel por ocasionar uma resposta
inflamatoria mediada por histamina e prostaglandinas (SINGH et al., 2000;
KUMAR & SHIVKAR, 2004). Entretanto, na medicina popular indiana ele ¢ usado
para o tratamento de doencas de pele, reumatismo e dores. Trabalhos relatam sua
potente acdo antiinflamatoria, analgésica e antipirética quando administrado por via
oral (SAGRAULA et al., 2002; DEWAN et al., 2000a).

Ha evidéncias que o latex ¢ composto tanto por componentes toxicos como
agentes terapéuticos. Pesquisas estdo sendo realizadas para isolar as propriedades
terapéuticas dos efeitos indesejados. Oliveira et al., (2007) promoveram a separa¢io
do latex total do C. procera, isolando a borracha e obtendo uma fragao rica
em proteinas, visando a sua caracteriza¢do bioquimica, farmacolégica, toxicologica e
imunolodgica. A fragdo isolada denominada LP tem exibido propriedades
antiinflamatodrias e antinociceptivas e os efeitos indesejaveis anteriormente citados,
tais como, inflamagao e toxicidade aguda nao foram encontrados (SOARES et al.,
2005; ALENCAR et al., 2006). Por esta razdo, optou-se por utilizar a fragdo LP do
latex de Cryptostegya grandiflora, seguindo a mesma metodologia descrita por
Freitas et al. (2007) e utilizada na obtengao da fragao LP do C. procera.

Neste trabalho, a fragdo protéica do latex de C. grandiflora foi capaz de
induzir a migracao de neutré6filos para a cavidade peritoneal de forma dose-
dependente. O padrao celular na cavidade apos a inje¢ao da fragdo, foi caracteristico
de um processo inflamatoério agudo, com influxo de neutréfilos nas primeiras horas e
valores maximos na 42 hora, retornando aos valores basais entre 8 e 24 horas. Nao
houve diferenca estatistica entre as doses de 2,5 e 5,0 mg/cavidade, logo, optou-se
pela utilizagdo da menor dose capaz de causar a resposta inflamatoria.

O curso temporal do efeito estimulador de leucocitos exercido pela fragao

seguiu um padrdo caracteristico da resposta inflamatoria aguda. Os valores maximos



dos neutrofilos foram encontrados 4 horas ap6s a fragdo LP do latex ser
administrada.

Os achados encontrados neste trabalho estdo de acordo com os resultados
descritos em trabalhos realizados com o latex do C. procera, onde, através do
emprego do protocolo classico do modelo de peritonite, a fragdo DL (latex dializado)
do latex induziu a migragao de neutrdfilos quando injetado por via intraperitoneal
(ALENCAR et al., 20006).

A atividade pro-inflamatoria da fragdo LP do latex de C. grandiflora,
observada no modelo de peritonite foi confirmada em dois outros modelos
experimentais de inflamagao em ratos: no modelo do edema de pata, avaliada 4 horas
apods a injegao de 0,25 mg/pata, e no modelo de bolsa de ar, avaliado 4 h apos a
administragdo subcutanea de 2,5 mg/cav. da fragdo do latex de C. grandiflora.

A maneira de demonstrar a importancia da estrutura tridimensional das
proteinas para a fungdo biologica que exercem ¢ alterar esta estrutura e determinar o
efeito que isso causa nesta fungao. As proteinas podem ser desnaturadas pelo
aquecimento, embora a temperatura precisa na qual o processo ocorre possa variar € o
seu efeito nem sempre seja irreversivel. Com este objetivo, a fragdo protéica do latex
de C. grandiflora em solugéo foi aquecida a 100°C por 10 min. Observou-se que a
desnaturagdo da fracdo LP do latex bloqueou o seu efeito na migracao de neutrofilos
no modelo de peritonite. Assim fica evidente que a estrutura tridimensional desta
fracdo ¢ critica para o exercicio de sua funcao pro-inflamatoria. Esse achado esta de
acordo com a literatura, onde se demonstra a importancia da integridade da estrutural
tridimensional de proteinas em suas atividades pré - ou antiinflamatéria (ALENCAR
etal., 2003; ALENCAR et al., 2004). Estes dados contribuiram também para excluir
a hipotese de que a migragdo de neutrofilos induzida pelo latex de C. grandiflora
ocorresse devido a contaminagao por LPS.

Na resposta inflamatoria aguda ocorre o recrutamento de neutrofilos do sangue
para o tecido afetado, no qual estdo envolvidos processos complexos e
multimediados. Além disso, estdo incluidas intera¢des seqiienciais entre 0s
neutrofilos, as células endoteliais € os componentes da matriz extracelular. O controle
destes mecanismos envolve a ativacao de receptores presentes nas células endoteliais
e sanguineas, bem como, a expressdo de glicoproteinas adesivas na membrana celular
(McEVER, 1992). A adesao dos neutrofilos ao endotélio ¢ necessaria para que ocorra

a infiltracdo destas células no foco da inflamagao. Este processo ¢ mediado por



glicoproteinas denominadas selectinas, que através de dominios lectinicos
reconhecem e interagem de forma especifica com carboidratos de superficie
(ROBBINS & CONTRAN, 2005).

A modulagdo farmacologica da resposta inflamatdria induzida pela fragdo LP
do latex de C. grandiflora foi realizada pré-tratando os animais com alguns
bloqueadores farmacologicos. No rastreamento da participagao de derivados lipidicos,
foram utilizados a indometacina, inibidor ndo seletivo das COX 1 e COX 2; o
celecoxib, inibidor especifico da COX 2; um antagonista do recepetor de PAF, PCA.
Além destes, os animais receberam também um glicocorticoide, a dexametasona e um
inibidor seletivo de TNF-q, a talidomida. Foi utilizado também um antagonista dos
receptores de histamina Hy, a cimetidina. Nesse protocolo experimental, observou-se
que a dexametasona, a talidomida, a indometacina e o celecoxib foram capazes de
inibir a migragdo de neutréfilos induzida pela fracdo LP do latex. Logo, estes
resultados sdo sugestivos da participagdo de prostaglandinas, citocinas, inclusive
TNF-a na participagdo do processo inflamatorio. Esta hipotese € fortalecida por
achados na literatura nos quais se atribuem aos glicocorticoides o bloqueio da
transcricdo do RNA mensageiro de determinadas citocinas, do tipo TNF-a, IL-1 e IL-
8, com conseqiiente inibi¢ao da sintese desses fatores protéicos por macrofagos
(BEUTLER et al., 1986; BARNES & ADCOCK, 1993; AUPHAN et al.,
1995; WILCKENES & DERIJK, 1997). E importante ressaltar que, além de inibir a
producdo de citocinas, os glicocorticoides também reduzem a expressao de seus
receptores (BARNES & ADCOK, 1993). Estd muito bem demonstrado na literatura o
efeito inibidor da dexametasona sobre a liberagdo de citocinas e quimiocinas por
macrofagos (KARTORI et al. 1990, ODA & KARTORI, 1992; ROCHA et al.,
1997; SOUZA et al., 1997). A idéia de que o TNF-a esteja envolvido no efeito pro-
inflamatorio da fracdo LP do latex de C. grandiflora é corroborada com os dados
encontrados na literatura de que a talidomida suprime de forma seletiva a produgdo
desta citocina através da degradagdo do RNA mensageiro (MOREIRA et al., 1993).

Pode-se também sugerir o envolvimento de mediadores quimicos originados
do metabolismo do acido araquidonico, pois a indometacina inibiu a migragao dos
neutréfilos assim como o celecoxib, que ¢ um inibidor especifico da COX 2 inibiu
significativamente a migra¢do dos neutréfilos induzida pelo latex.

A partir dos resultados encontrados pode-se excluir a participagdo do fator de

agregacao plaquetario.



Os glicocorticéides exercem importantes acdes imunoldgicas especificas do
hospedeiro, pelo menos parcialmente, através de seus efeitos sobre a producao de
citocinas (SCHIMER & PARKER, 1996). Tem sido demonstrado que a
dexametasona um glicorticoide sintetico suprime a produg¢do de citocinas por
mondcitos humanos estimulados por LPS (WAAGE & BARKE, 1988). Essa droga
com varias atuagdes antinflamatorias e imunossupressoras, possui efeito inibitorio
sobre a sintese de citocinas, tais como, a IL-1, IL-8 ¢ TNF-a, devendo ser destacado
que, além de inibir sua producdo, também bloqueia varios de seus efeitos, ao reduzir,
por exemplo, a expressdo de receptores para [L-8, também sdo responsaveis pela
inibi¢do da expressdao de moléculas de adesdo e de varias enzimas que produzem
mediadores que participam do processo inflamatério, como a fosfolipase A2,
cicloxigenase 2 (induzida) e 6xido nitrico sintase e a degranulagdo matocitaria
(BARNES & ADCOK, 1993; JAFFUEL et al., 1999; KIM et al., 2003). Como as
citocinas desempenham fungdes essenciais nas ac¢des integradas de mondcitos,
macréfagos, linfocitos T e linfécitos B na composicao das respostas imunoldgicas a
varios patdgenos, ndo € surpresa que a inibi¢cdo da sintese de citocinas pelos
glicocorticoides suprima também a resposta imune (SCHIMMER & PARKER, 1996).
Considerando-se os glicorcoticoides como importantes agentes antiinflamatérios;
cujos efeitos sdo parcialmente devidos a atenuacao da produgdo de citocinas pro-
inflamatorias (BLEEKER et al., 1997), ¢ importante ressaltar que as agdes
imunossupressoras e antinflamatdrias dos glicocorticoides estdo indiscutivelmente
interligada, talvez porque ambas resultem, em grande parte, da inibicao das fungdes
especificas dos leucocitos (CHROUSOS, 1995). Mais especificamente quanto a
migracao de neutrofilos, tem sido descrito que dexametasona inibe a migragdo destas
células, sendo este efeito explicado como resultado do bloqueio da liberagao de
fatores quimiotaticos em resposta a estimulos inflamatérios (CUNHA & FERREIRA,
1986; FACCIOLLI et al., 1990) ou pelo bloqueio da adesao neutréfilo-endotélio
(MICHEL & WHORTON, 1951; MOON &
TERSHAKOVIC, 1953). No caso do bloqueio de adesdo, mas precisamente, na
ultima etapa da migracao, visto ter sido observado que estas células permanecem
entre o endotélio e a membrana basal sem atingir o tecido perivascular (KARTORI et
al., 1990; ODA & KARTORI, 1992).

Com o intuito de investigarmos a participagdo de células residentes

principalmente macrofagos e mastocitos, na resposta inflamatéria induzida pelo latex,



no modelo de peritonite, foram realizadas modifica¢des no padrao destas células na
cavidade peritoneal, através de metodologias ja descritas anteriormente na literatura.

Quando a populagao de macrofagos da cavidade peritoneal foi potencializada
pelo tratamento dos animais com tioglicolato, observou-se aumento significativo da
resposta inflamatoria, isto ¢, houve um aumento da migracao de neutrofilos induzido
pela fracdo LP do latex, fato confirmado quando se observou um aumento da
migracao de neutrofilos quando esta fracao foi injetada na bolsa de ar, onde se tem
uma cavidade criada artificialmente com uma populagdo celular formada por
fibroblastos e macrofagos “likes”, fato que também eleva a populagdo de macrofagos
residentes.

Estes dados em conjunto sugerem que as c€lulas peritoneais residentes estejam
envolvidas na migra¢ao de neutrdfilos induzida pela fragdo LP do latex de C.
grandiflora. Como os macrofagos sao fontes importantes de citocinas, poderiam ser
estas responsabilizadas pela atividade quimiotatica para neutréfilos induzido por esta
fracao LP do latex, fato que foi suposto pelo experimento da modulacao.

Est4d bem demonstrada na literatura a participagdo de células residentes
(macréfagos, mastocitos e linfocitos) controlando a migragdo de neutrédfilos na
resposta inflamatoria de fatores quimiotaticos como os leucocitos (RANKI et al.,
1990), componentes do sistema complemento (WHALEY & FERGUNSON, 1981) e
citocinas, principalmente a IL-1, IL-8 e TNF-a (STARUCH & WOOD, 1985) e o
fator quimiotatico para neutroéfilos liberado por macrofagos (MNCF) (CUNHA &
FERREIRA, 1986).

Anteriormente, varias pesquisas foram conduzidas com o intuito de investigar
o mecanismo pelo quais algumas substancias exdgenas como a carragenina, zimosana
e LPS ou mediadores quimiotaticos como a IL-1, TNF-a e IFN-y induzem migracao
de neutrofilos. Os resultados demonstrados indicaram que estas substancias induzem
o recrutamento de neutr6filos por um mecanismo indireto, no qual os macrofagos
residentes parecem ser as células responsaveis pelo controle deste processo (SOUZA
& FERREIRA, 1985; FACCIOLLI et al., 1990; RIBEIRO et al., 1990). Entretanto,
foi demonstrado por Ribeiro et al. (1997) que o fMLP e o C5a induzem a
migracao de neutrofilos para a cavidade peritoneal de ratos por um mecanismo
independente de células residentes.

De acordo com Souza et al. (1988) a migracao de neutréfilos induzida pela

administracdo de carragenina ou zymosan na cavidade peritoneal diminui quando a



cavidade ¢ depletada de células residentes e aumenta com o pré-tratamento com o
tioglicolato. A participagdo dos macréfagos no recrutamento de neutréfilos foi
também demonstrada por Cunha & Ferreira (1986). Estes autores utilizando as
mesmas ferramentas metodoldgicas observaram que o lipopolissacarideo (LPS)
quando administrado na cavidade peritoneal de ratos, induzia migrag¢ao de neutr6filos
através da liberacao por macréfagos de um potente fator quimiotatico para
neutréfilos. Foi demonstrado por Ribeiro et al. (1990) que o efeito das citocinas era
mediado através da liberagao, por macrofagos, de um fator caracteristico com
caracteristicas biologicas semelhantes as descritas para 0o MNCEF, ou seja, capaz de
induzir migragdo de neutrdfilos em ratos pré-tratados com glicocorticoide.

Foi demonstrado também que a injecao intraperitoneal de LTB4 em ratos, em
contraste ao efeito de C5a, induz migragao de neutrdfilos através de um mecanismo
indireto e dependente de macrdéfagos e mastdcitos. Além disso, quando macréfagos e
mastdcitos eram administrados na cavidade peritoneal destes animais, o bloqueio
provocado pela deplecdo dessas células era revertido (RIBEIRO et al., 1997).
Utilizando metodologia semelhante a utilizada no trabalho foi possivel demonstrar
que duas enterotoxinas produzidas pela bactéria Clostridium difficile, toxinas A e B,
induziam migracao de neutr6filos por um mecanismo indireto via liberagao de
citocinas por macrofagos. No caso da toxina A, por TNF-a e IL-1 B (ROCHA et al.,
1997) e no caso da toxina B, por TNF-a e LTB4 (SOUZA et al., 1997).

Em continuidade ao estudo do papel de células residentes no efeito
quimiotatico para neutréfilos induzido pela fracdo LP do latex de C. grandiflora, os
mastocitos peritoneais foram depletados através do pré-tratamento intraperitoneal dos
animais com o composto 4880. A deplecao com 4880 ja foi utilizada com sucesso por
outros pesquisadores (RIBEIRO et al., 2000). No nosso experimento o nlimero
destas células foi reduzido em 80% pelo tratamento com o 4880. Quando a fragdo LP
do latex foi injetada intraperitonealmente, a reducao do nimero de mastdcitos nao
afetou a migracao destes neutrofilos, constatou-se, portanto, que os mastdcitos nao
estariam envolvidos no recrutamento de neutréfilos induzido por esta fragdo do latex.

Os mastocitos tém importante papel nas respostas alérgicas e nos processos
inflamatodrios. Estas células liberam mediadores que apresentam atividade
quimiotatica para neutrofilos, incluindo o LTB4 (FREEDLAND et al., 1988) e
algumas citocinas como a IL-8 e TNF-a (RIBEIRO et al., 1991; GORDON et al.,
1990).



Como ja haviamos sugerido a agdo indutora de migracdo de neutr6filos
dependia de macrofagos e ndo de mastdcitos. Vale ressaltar, que nenhuma das
estratégias utilizadas para o estudo do papel das células residentes na atividade
quimiotatica induzido pelo latex pode modificar a resposta induzida por fMLP, uma
substancia com reconhecida atividade direta sobre neutréfilos (RIBEIRO et al., 1991;
RIBEIRO et al., 1997).

Os resultados obtidos até esta etapa do trabalho conduzem que a ag¢ao indutora
da migracao de neutrdfilos depende de macréfagos, este fato pode ser corroborado
com os resultados encontrados no experimento da bolsa de ar subcutanea, pois estas
células como ja foi dito anteriormente encontram-se presentes nesta cavidade.

A atividade pro-inflamatoria da fragdo LP do latex de C. grandiflora foi
confirmada também no modelo experimental do edema de pata. O latex apresentou
atividade edematogénica em todas as doses administradas. O edema pode ser
atribuido ao extravasamento de proteinas plasmaticas.

A mieloperoxidase, quando expressa, participa da indu¢cdo do metabolismo
respiratdrio, evento este importante na fagocitose de microrganismos invasores,
como, por exemplo: bactérias, virus e fungos (KLEBANOFF, 1999), bem como,
células tumorais (WINTERBOURN et al., 2000). Estes resultados indicam que um
dos mecanismos de agdo pro-inflamatoria da fragao LP do latex de C. grandiflora
deve-se a infiltracdo de neutrofilos no local da inje¢do subplantar do mesmo. Durante
a ativagdo dos neutréfilos a mieloperoxidase ¢ liberada dos fagossomos para o espago
extracelular, onde ird reagir com o peroxido de hidrogénio (H20.), que ¢ derivado do
metabolismo respiratorio dos neutrofilos, catalisando a formagao de potentes agentes
microbicidas como acido hipocloroso e outras espécies oxidativas (WINTERBOURN
et al., 2000). Portanto, assim como no modelo de peritonite, também no modelo de
edema de pata, a fragdo LP do latex parece estar ocasionando o processo inflamatdrio
dependente de células.

Foi demonstrado anteriormente na literatura, que o edema de pata induzido
pela carragenina envolve uma complexa liberacdo tempo-dependente de mediadores
inflamatorios (AL-SWAYEH et al., 2000) e ¢ dependente do niimero de leucdcitos
circulantes e apresenta trés fases distintas em relagao a liberacao dos mediadores
envolvidos. Na fase inicial, ocorre liberacdo de histamina, serotonina e bradicinina, o
oxido nitrico (NO) também ¢ encontrado nesta fase, sendo formado pela isoforma

neuronal da enzima NO sintase (nNOS), numa fase intermedidria, ¢ mediado por



cinina e uma ultima fase, a partir de duas horas e trinta minutos apds sua inducdo, ¢
mediado por prostaglandinas e NO na sua isoforma induzida (iNOS) com grande
infiltracdo leucocitaria. Entretanto, a agao de todos estes mediadores envolvidos ¢
dependente da presenca de titulos normais do sistema complemento. Esta mesma
sequéncia de liberagdo de mediadores: histamina e serotonina, cininas €
prostaglandinas, ocorre em outros tipos de resposta inflamatoria em ratos. Dentre

estas, pleurisia induzida por carragenina e Emma de pata e pleurisia por terebentina

(SPECTOR & WILLOUGHBY, 1963; VINEGAR et al., 1969; Di
ROSA et al., 1970; VAN ARMAN & CARLSON, 1974; AL-SWAYEH et al.,
2000).

Os resultados encontrados neste trabalho estdo de acordo com
Sehgal & Kumar (2005), onde através da inje¢ao subplantar do extrato aquoso do
latex de C. procera e mensuracao do volume das patas plestimograficamente,
observaram o pico de edema apos duas horas da administragdo do latex.

A atividade edematogénica da fragao LP do latex foi inibida pela
dexametasona, talidomida, indometacina, celecoxib e cimetidina, o que confirma os
achados encontrados no experimento da modulagao farmacoldgica no modelo de
peritonite.

A peritonite e o edema induzidos por substancias flogisticas (carragenina) sao
empregados como modelos experimentais para o estudo farmacolédgico de diversas
substancias na inflamagdo. A carragenina (Cg) ¢ um composto quimico vastamente
utilizado em modelos farmacologicos por induzir uma reagao inflamatéria aguda
envolvendo uma liberacao de mediadores inflamatérios, tais como aminas biogénicas
na primeira fase, que sdo responsaveis pelo desenvolvimento dos eventos vasculares,
que numa segunda fase ¢ mantida por outros mediadores, tais como, prostaglandinas e
o6xido nitrico, que resultam em mudancas na permeabilidade vascular e formagao de
edema (WINTER et al., 1962; DI ROSA et al., 1970; MORRIS et
al., 2003), esse edema também ¢ caracterizado por apresentar um infiltrado celular
intenso, onde se destaca a presenca de neutréfilos com radicais livres derivados do
oxigénio (MORRIS et al., 2003). As substancias capazes de inibi-lo t€ém sido
consideradas do ponto de vista de eficacia farmacologica, boas candidatas a agentes
antiinflamatorios (GODHWANI et al., 1987).

Na reagao inflamatoria induzida por carragenina, o extravazamento de

proteinas plasmaticas ou a migragdo de células ocorre geralmente com um pico na 4*



hora apds o estimulo inflamatério. A cg ¢ um agente flogistico indireto induzindo a
migracao de neutrofilos para a cavidade peritoneal de ratos via ativacao de
macrofagos peritoneais (SOUZA et al., 1988).

A fragdo LP do latex injetado por via endovenosa provocou a inibi¢do da
migra¢do de neutréfilos induzido pela injecdo intraperitoneal da carragenina. Esse
resultado nos leva a especular que provavelmente a atividade pro-inflamatdria desta
fragdo do latex de C. grandiflora pode ocorrer através da indugéo de
migracao celular (mecanismo inverso da atividade antinflamatdria), uma vez que o
mecanismo da atividade antinflamatoria da fracdo LP do latex parece acontecer
através da migracao celular.

Estudos envolvendo as relagdes estrutura-atividade de moléculas
farmacologicamente ativas tém sido largamente utilizados para determinar poténcia e
seletividade de substancias com possiveis capacidades terapéuticas, onde a aquisi¢cdo
ou a perda de um determinado grupamento quimico pode aumentar ou diminuir a
capacidade agonista de uma determinada droga. Um bom exemplo disso foi o estudo
da histamina, que propiciou a descoberta de varios sub-tipos de receptores,
possibilitando a identificagdo de varios antagonistas potentes utilizados no tratamento
de ulceras (DEAKIN & WILLIAMS, 1992). O latex parece ter um efeito ambiguo,
onde por via intraperitoneal estimula a migragao de neutréfilos e por via endovenosa,
parece inibir esse processo.

Os achados deste trabalho demonstraram que a fragdo protéica presente no
latex de C. grandiflora apresenta evidéncias de efeitos pro-inflamatorios no modelo
de peritonite, bolsa de ar subcutanea e edema de pata, por outro lado, quando esta
fracdo foi aplicada por via endovenosa apresentou efeitos antiinflamatérios no modelo
de peritonite, além disso, fica sugerido que a migragcdo de neutréfilos para a cavidade
peritoneal induzida pela fragdo do latex ocorre principalmente através da liberagao de
citocinas por células residentes.

Estudos anteriores demonstraram os efeitos antiinflamatorios do latex de C.
procera em modelos de peritonite e edema de pata (ALENCAR et al., 2006), o que
foi observado nos modelo de peritonite realizado neste trabalho utilizando a fragao LP
do latex da C. grandiflora por via endovenosa.

Haé relatos da ocorréncia de atividades pro-e antiinflamatoérias do latex de C.
procera. Relatos cientificos descrevendo este fendmeno sdo originarios

principalmente da India, onde este latex ¢ largamente utilizado na medicina popular.



Estudos sugerem que este antagonismo de atividades depende do meio de extracdo e
da via de administracdo experimental nos animais (ALENCAR et al., 2006).

O sistema imune desempenha papel fundamental no processo de cicatrizagao
de lesdes cutaneas, pois, além de participarem na funcao inflamatoria e de defesa do
hospedeiro, as células pertencentes ao sistema imune secretam citocinas, linfocinas e
fatores de crescimento indispensaveis pela continuidade do processo (PARK &
BARBUL, 2004). O latex do Calotropis procera ¢é capaz de ativar células do sistema
imune e modular o recrutamento de neutr6filos por mecanismos indiretos
(ALENCAR et al., 2006). O processo reparativo ¢ regulado também por fatores de
crescimento e citocinas (WERNER & GROSE, 2003).

Trabalhos realizados com o latex de C. procera evidenciaram que o mesmo
otimiza o processo cicatricial através do aumento de coldgeno, sintese protéica e
reepitelizacdo contribuindo para a redugao da area da lesdo (RASIK et al., 1999).

A cicatrizacdo € uma resposta do organismo frente a uma lesdo na qual
ocorrem eventos celulares, fisiologicos € moleculares com o objetivo de recuperar a
integridade funcional e estrutural do tecido lesado (CLARK, 1996).

Estudos anteriores demonstraram o efeito benéfico do latex de C. procera
sobre a cicatrizagdo de feridas cutaneas (RASIK et al., 1999) o que nao foi observado
no modelo de feridas cutdneas em camundongos utilizando a aplicacao topica da
fracao LP do latex da  C. grandiflora realizado neste trabalho, pelo contrario, o
mesmo aumentou a presenga dos sinais inflamatorios.

Importantes sinais flogisticos, tais como, hiperemia ¢ edema sao usados na
medicina para avaliar a gravidade de doengas e recuperacao de pacientes (LOMBA &
LOMBA, 2000).

O edema inflamatorio, na verdade, consiste em um actimulo exsudativo de
liquido, fibrina, leucécitos, especialmente neutrdfilos e hemacias
(MONTENEGRO & FRANCO, 1999). Neste parametro observou-se uma maior
frequéncia do edema nos animais em que foi aplicada a fracdo LP nas concentracdes
de 100 e 200 pg, pois o edema permaneceu até o 10° dia o que pode sugerir que esta
fragdo LP provoca uma resposta inflamatoria mais prolongada; o mesmo foi
constatado com a presenca da hiperemia até o fim do experimento.

Crostas permanecem em feridas como prote¢do de um tecido ndo-reepitelizado
facilitando a migragdo celular e sendo uma matriz extracelular provisoria

(ROBBINS & COTRAN, 2005). Seu desaparecimento em feridas pode estar



relacionado ao surgimento do tecido cicatricial, tendo como conseqiiéncia o
fechamento completo das lesdes. Contatou-se que as crostas permaneceram nas lesoes
dos animais que foram tratados até o término do experimento e esta aplicacdo da
fracao LP do latex de C. grandiflora nao antecipou o surgimento do tecido cicatricial.

O tecido de granulacdo que surge ap6s a fase inflamatdria para preencher a
imperfei¢io cutinea através de neovascularizagio (ARAUJO, 2008) ¢ um importante
parametro para avaliar o processo cicatricial. Observou-se uma maior freqiiéncia de
tecido de granulacdo no grupo controle.

Finalmente, os resultados obtidos neste estudo, somados ao da literatura,
mostram que a resposta inflamatéria envolve uma série de reagcdes complexas e que
apesar de atuar sempre no sentido de destruir, diluir ou bloquear o agente agressor,
pode apresentar variagdes quantitativas de acordo com as caracteristicas do tecido
lesado ou 6rgdo afetado, do agente lesivo e das condigdes fisiologicas do organismo
(SEDWICK & WILLOGBY, 1985). Desta forma, para buscar meios de controlar a
resposta inflamatoria ¢ necessario que haja uma melhor compreensao de seus
mecanismos. Neste sentido, as proteinas presentes no latex se mostram promissoras.
Essa versatilidade do latex tanto nos eventos vasculares, quanto celulares no processo
inflamatorio, associadas ao fato do mesmo ser um produto natural de facil acesso,
abre perspectivas de um estudo mais detalhado de suas agdes tanto nos macrofagos
quanto em outras células inflamatorias, bem como uma investigacdo da relacdo entre
estrutura e atividade desta fracdo na tentativa de explicar esses efeitos antagonicos.
Além disso, as proteinas presentes no latex podem possuir aplicagdes médicas e
biotecnoldgicas na construgdo de novas substancias em diversas condigdes

patologicas.

6.CONCLUSOES

Diante dos resultados apresentados pelo presente trabalho pode-se concluir

que:

1. A fra¢do LP do latex de Cryptostegia grandiflora apresenta atividade pro-



inflamatoria no modelo de peritonite, edema de pata e bolsa de ar subcutanea;

2. A migragdo de neutrofilos induzida pela fragao LP do latex de C. grandiflora
ocorre através de um mecanismo indireto, dependente de células residentes;

3. As substancias liberadas pelas células induzidas pela fracdo LP do latex de C.
grandiflora tém suas liberagoes e efeitos inibidos por dexametasona, talidomida,
indometacina e celecoxib, mas ndo por PCA e cimetidina.

4. A manutengdo da estrutura terciaria da fracdo LP do latex de C. grandiflora é
importante para a execu¢do de suas atividades biologicas;

5. A fragdo LP do latex de C. grandiflora apresentou atividade edematogénica quando
injetado por via subcutanea intraplantar;

6. O efeito edematogénico da fragdo LP do latex ocorre com infiltracao de
neutroéfilos;

7. A frag@o LP do latex de C. grandiflora demonstrou uma inibi¢cdo da migragao
celular de neutréfilos no modelo de peritonite induzida por carragenina (estimulo
quimiotatico indireto); dependente de macréfagos residentes;

8. A frag¢ao LP do latex de C. grandiflora aumenta a presenga de sinais inflamatorios-
edema, hiperemia, exsudagdo e crosta e ndo ¢ capaz de estimular o processo de

reparacao de lesdes cutaneas.
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