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INTRODUCAO

A inflamacé&o é definida como um processo fisiogagimo frente a estimulos lesivos com
consequente alteragBes vasculares, celularesagidad. Caracteriza-se por eritema, edema, calor,
dor e em alguns casos, perda de funcao (SOUZA,, MARSEL e DINTZIS, 2007; RAMY et al.,
2005).

O agente desencadeador da resposta inflamatériagreasao tecidual que pode ser de
origem bioldgica (microorganismos), fisica (mecanicadiacdo ou temperatura) ou quimica
(substancias quimicas ambientais, drogas). Todaviamagnitude da resposta inflamatoria é
relativamente inespecifica, pois depende tantontensidade e duracdo do estimulo, quanto das
caracteristicas proprias do organismo lesado (BABANDIKUMAR e IGNACIMUTHU, 2009
SILVA, 2006; CLAUDINO, 2006; CAMARGO, 2006; RAMY etl, 2005; TRACEY, 2002).

Durante a resposta inflamatéria, cujo principaletisp € proteger o organismo e reparar
danos, ocorre mudanca no fluxo sanglineo (causadal{gracfes vasculares, com consequente
vasodilatacao), alteracfes na permeabilidade \asfuiovocadas pela contracédo do citoesqueleto
nas células endoteliais), migracdo de leucdcitoa pasitio de inflamacéo e fagocitose (FILHO,
2006).

No desenvolvimento das reacfes inflamatdrias estéolvidas varias substancias como
citocinas, quimiocinas, fatores de crescimento,iatentes lipidicos e seus derivados, mediadores
vasoativos liberados por leucécitos e produtosisiersas enzimaticos (SILVA, 2004; ROITT,
BROSTOFF e MALE, 2003). No entanto, a destruicAcagente causal e reparo celular devem
ocorrer de maneira eficiente e sincronizada, paso @ontrario, pode gerar uma leséo tecidual e
acumulo de leucdcitos, colageno e outras substmgia culminam com efeitos prejudiciais ao
organismo (DUNG et al., 2009; NATHAN, 2002). Istorgue, a agédo persistente de mediadores
pro-inflamatorios, contribui para a proliferac@fiferenciacdo e ativacdo de células do sistema
imune levando a um acumulo das mesmas e ocasialwahgas inflamatoérias crénicas (YOON et
al., 2008).



A inflamacéo pode ser dividida em diferentes catiegpsendo cada uma delas mediadas
por mecanismos diferentes. A fase inicial € careada por alteracdes vasculares, se inicia de
maneira abrupta e é conhecida como resposta irtfiaimaguda. Nesta, trés eventos sdo relevantes:
sinalizacao de calor e rubor devido a vasodilatac@omento do fluxo sanguineo local, aumento da
permeabilidade vascular levando a um extravasandjoroteinas e liquidos plasmaticos para o
meio extravascular e liberacdo de substanciasnflia@¥iatorias que participam no processo de
recrutamento celular (TAMURA et al., 2009; WEBSTERQ3; GOODMAN e GILMAN, 2003;
YOSHIKAI et al, 2001).

Dentre as principais alteracdes vasculares queresnonesta fase, podem ser citadas as
alteragcdes no fluxo e no calibre dos vasos e o atomda permeabilidade vascular. Imediatamente
apos a lesdo, ocorre uma vasoconstricdo das &tgréoqual € muito rapida e seguida por uma
vasodilatacdo, com consequente formacdo de erieencalor. O aumento da permeabilidade
vascular com o extravasamento e exsudacdo de diquada o intersticio induz a formacgéao de
edema (SOUZA, 2008; SILVA, 2006; CAMARGO, 2006; KWWR, ABBAS e FAUSTO, 2005). O
extravasamento de liquido causa um aumento dasuisme sanguinea levando ao acumulo de
hemacias nos pequenos vasos - processo denomieradstate. Apdés o0 desenvolvimento desta,
ocorre um deslocamento de leucdcitos, geralmentgdidos, ao longo do endotélio vascular —
fendbmeno conhecido como marginacao leucocitarid(CER e SEGAL, 2000).

A fase subseqlente estd relacionada a quimiotaxiidtrécdo de células fagocitérias e
leucdcitos) e fagocitose tendo como intuito englobadestruir o agente agressor. A migracao
leucocitaria ocorre através de uma sequéncia d@esadirecionadas pela ativacdo de proteinas
(moléculas de adeséo) e seus ligantes expressomerabranas das células endoteliais e dos
leucdcitos (CONRAN et al., 2003; HEIDE et al., 2R0@s leucécitos circulantes no sangue
periférico aproximam-se da parede vascular, atiwgdo quimiocinas e outros ativadores quimicos
da inflamacao, aderem-se firmemente, mas de faranaitéria, ao endotélio e atravessam a parede
do vaso. ApGs a diapedese, continuam a migrar eagati ao foco inflamatério pelo processo de
quimiotaxia (DEKKER e SEGAL, 2000). Este procesds®logicamente normal e somente apos
estimulos € que esses leucocitos aderem firmemergadotélio para passarem do vaso sanguineo
para os tecidos (TEDGUI e MALLAT, 2001; SPRINGER94; DRANSFIELD et al., 1992). J4 a
tltima fase € uma complexa série de eventos que asisegeneracao tecidual e a fibrose com
reconstituicao do tecido lesado (SUZUKI et al.,200

Devido a alta capacidade da resposta inflamatoirmaumologica causar dano tecidual, é
muito importante que o organismo disponha de untralenextremamente rigido para minimizar
esses efeitos. Apds o desenvolvimento da respofiamatéria aguda é de se esperar que 0O

patdgeno ou estimulo seja eliminado e que essagtespntre em declinio de forma que a resposta
2



inflamatoria diminua a medida que o agente irrgadtdestruido, decaindo também os mediadores
inflamatodrios e os fendbmenos vasculares e exsudatdém disso, existem sistemas enzimaticos
que exercem papel relevante no combate a inflamagas que tendem a minimizar sua atuacao
finalizando a resposta inflamatdria, como o sistem@plemento, o sistema da coagulacédo e o
sistema fibrinolitico (plasmina). No entanto, seestimulo persistir, provavelmente ocorrera
evolugao para inflamacéao cronica (KUMAR, ABBAS e B&TO, 2005; ROITT, BROSTOFF e
MALE, 2003).

Indmeras células auxiliam na defesa do organisnom acestaque para as células
mononucleares (linfocitos, mondcitos e macrofagpslimorfonucleares (neutréfilos, mastocito e
eosindfilos) e células endoteliais. Estas, auxiliamregulacdo do ténus vascular, no reparo e
crescimento tecidual além de desempenharem corgndfe a adesdo e a migracdo de leucdcitos
mediante a expressao de moléculas de adeséao (kdM 2009; LARSEN et al., 2003).

Dentre os varios mediadores quimicos do proceskomatorio podem citar os autacoides
0S quais sao substancias formadas pelo organismatgam tanto nas préprias células de origem
guanto em células vizinhas. Eles englobam inGmsuastancias, tais como histamina, cininas,
eicosandides, citocinas, fator ativador de plaguetaxido nitrico (CLAUDINO, 2006; BARNES,
CHUNG e PAGE, 1998).

Os eicosandides sdo de origem lipidica, sintetizaal partir dos acidos graxos 6mega-6,
como o acido araquidénico (AA), ou dos acidos gsadimega-3, como 0s acidos eicosapentandico
(EPA) e docosahexaenoico (DHA). Frente a um estimamtigénico, quimico, traumatico,
mitogénico ou inflamatorio, esses acidos sdo neanhs da membrana das células do sistema
imunoldégico pela acdo da enzima fosfolipase A2 (ODANO, 2006).

As citocinas sdo mediadores liberados por neubgifilinfocitos, macrofagos e outros.
Dependendo do estimulo, tais mediadores podemcéer aré ou antiinflamatoria. Atualmente o
numero de citocinas conhecidas € bem amplo e imctlesde as interleucinas e interferons, até os
fatores estimuladores de colbnias e de necroserthiiMANDERSCHEID et al., 2004).

As cininas podem participar da regulacdo de sigtefiselogicos, mas suas acgdes mais
conhecidas ocorrem no ambito patolégico, como cho@sma e dor. Podem evocar os sinais
cardinais da inflamacdo (dor, edema, rubor e catogstdo proximas do topo da cascata de
mediadores envolvidos no processo inflamatorio (FART, 1994).

O Fator ativador das plaquetéRAF) é formado por diferentes células a partirute
fosfolipideo encontrado nas membranas celularesatocitos, basofilos, neutréfilos, mondcitos,
plaguetas e eosindfilos. Sua producdo, normalmeterre apos estimulos alérgicos ou

inflamatérios e sua acdo €é ampla envolvendo osensés cardiovascular, respiratorio,



gastrintestinal, renal e reprodutivo. Esta fregéemnte associado a formacdo de acido
araguidonico e seus precursores (SIQUEIRA JUNIO&. e2000).

O Oxido nitrico (NO) é um radical livre, gasosapnganico, incolor, relacionado com
inimeras funcdes fisioldgicas, tais como, transfoissneuronal, relaxamento vascular,
imunomodulacéo e citotoxicidade (TSUCHIYA et aD0Z; BECKMAN e KOPPENOL, 1996
um potente vasodilatador e seu envolvimento naostapnflamatoria pode ter relagdo com sua
habilidade em aumentar a permeabilidade vasculareslema através de mudancas no fluxo
sanguineo local e do aumento na producéo de plastiigas pro-inflamatérias (SALVEMINI et
al. 1996). Seus metabdlitos tém a capacidade de deBNA e os lipideos tanto do agente agressor
como das células vizinhas saudaveis, o que é conasrmdoencas auto-imunes (MABLEY et al.
2003; CUZZOCREA et al., 2000; HULE; PADMAJA, 1993).

A histamina é encontrada em quantidades irregulestando armazenada, principalmente,
nos tecidos (mastocitos) e no sangue (basofilag). [Beracdo € decorrente de inUmeros fatores,
como lesdo fisica, extremos de temperatura, fragyeeto complemento, citocinas e outros. E
considerada o principal mediador da fase inicialnflamacéo causando um subsequiente aumento
na permeabilidade vascular - fendmeno consideesdencial para a migracdo das células de
defesa rumo ao local inflamado (GOODMAN e GILMAN)(3; TROWBRIDGE e EMLING,
1996).

Existem varios métodos experimentais utilizandomais de diferentes espécies para
deteccdo de novos principios ativos com atividadeiaflamatoria. Essa ampla diversidade de
modelos ocorre porque, apesar das reacoes inflaasafpresentarem caracteristicas semelhantes,
sua etiologia e manifestacdes clinicas diferem amehte. Desta forma, métodos que induzem a
inflamacéo aguda séo realizados no sentido de abardarticipacdo de mediadores quimicos, tipos
celulares e também possibilitam a identificacaaidgas com possiveis efeitos anti-inflamatorios
(SILVA, 2004). Dentre os métodos que avaliam a ostp inflamatéria e a atividade anti-
inflamatodria pode-se citar o edema de pata, a @u@xiain vitro e in vivo (BONTA, BRAY e
PARNHAM, 1985).

O edema de pata é o teste mais utilizado paraaavaliatividade de agentes anti-
inflamatorios que exercem efeito na fase agudaftlEmacao. Avalia a capacidade de a substancia
reduzir o edema local induzido por agente flogisticomo a carrageninaY THILYPRIYA,
SHANTHI e SACHDANANDAM, 2008; CAMARGO, 2006). E realizado utilizando um
pletismégrafo que avalia o volume da pata do anatravés do deslocamento da solucdo de cloreto
de sodio de forma que a pata edemaciada desloe@lume maior desta solucdo em relacdo a nao
edemaciada. A mensuracgao é feita subtraindo o ldenliquido deslocado pela pata inflamada
pelo volume de liquido deslocado pela pata nor@iNMA, 2006).



Através de estudos sobre a locomocao das céhelaie fa resposta inflamatéria observou-se
que neutrofilos, eosindfilos, basoéfilos e fagdcitnenonucleares exibem migragdo direcionada
dependendo do agente quimiotéatico atuante.

Existem diferentes modelos para avaliar a migraefidarin vitro, sendo que o ensaio mais
empregado utiliza filtros de policarbonato isendespolivinilpirrolidona, com poros de |an de
diametro e 12um de espessura para separar 0S compartimentosiocsepee inferiores
(COLOWICK e KAPLAN, 1999). Os leucdtcitos se engamt em suspensdo (por¢do superior)
frente a um agente quimiotaxico (porcéo inferigrateavés do espaco percorrido pelo leucécito no
filtro de policarbonato (entre as porcdes), a cajgae migratoria dos mesmos é determinada
(SANTOS JUNIOR, 2003; PRESIBELLA, SANTOS e WEFFORANTOS, 2003).

A utilizagdo do edema como parametro de avaliagiionedelos validados, como o modelo
de edema de orelha induzido por diferentes agdiugisticos, permite avaliar o potencial anti-
inflamatorio tanto por via topica quanto sistémua varios agentes, sejam eles compostos
sintéticos, extratos de plantas ou compostos iesl@@ABOR, 2000; DE YOUNG et al., 1989).

O oleo de créton, utilizado como agente flogistagaresenta ac¢do topica e induz uma
inflamacé&o local através da ativacdo da enzimalipsise A e consequentemente da biossintese de
leucotrienos (LT), prostaglandinas (PGs) e citazinenediadores pré-inflamatérios - que promovem
vasodilatacdo, migracdo de células polimorfonuelea(PMN) e extravasamento de plasma
(exsudacdo plasmética), conduzindo assim, a igé@laos sinais classicos da inflamacdo (DE
BERNARDIS et al, 1994; FURSTENBERGER et al., 19995 modelos de inflamagé&o cutanea
permitem identificar compostos com atividade amflieimatéria que possam ser potencialmente Uteis
no tratamento de doencas inflamatdrias que acomatgrale, pois promovem condicbes que se
assemelham com alguns tipos de dermatites observada humanos (VANE et al.,2000;
BOUCLIER et al.,1990; CARLSON et al, 1985).

OBJETIVO GERAL
» Apresentar alguns modelos experimentais de respukmatéria que podem ser utilizados

na investigacdo da atividade anti-inflamatoria aegds ou de produtos naturais.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:
- Compreender o mecanismo fisiopatolégico do pmaslamatorio topico.
- Avaliar o processo de recrutamento celular bemmac@nalisar o perfil leucocitario no foco

inflamatoério.



MATERIAIS E METODOS

Este minicurso foi apreciado e aprovado pelo Cormd@&éEtica no Uso de Animais da
Universidade Estadual de Marin@EUA N° 9206240516)Serédo utilizados ratos machos Wistar
pesando entre 200 — 220 g e camundongos machos Pesando entre 25 — 30 g. Todos os
animais serdo mantidos sob temperatura controlad228C num ciclo claro/escuro de 12 horas,
com agua e racaa libitum no biotério setorial do Departamento de Farmacdaled erapéutica da
Universidade Estadual de Maringa (DFT/UEM).

PRATICA 1. Edema de orelha induzido por 6leo de cribn

Para a execugdo do modelo experimental de edemelh@ induzida por 6leo créton seréo
necessarios camundongos, machos, da linhagem Spdsando entre 25-30 g. Os animais
(n=1/grupo) seréo divididos aleatoriamente nos iséggl grupos: (I) Grupo normal — animais
normais sem o desenvolvimento do processo inflamoat@l) Grupo controle — animais que sera
induzido o processo inflamatorio topico e, (lll) upo tratado — animais que sera induzido o
processo inflamatério tépico e receberam tratamédpaco com anti-inflamatorio de referencia
dexametasona (0,1 mg/orelha). O edema de orelhdrslizido pela aplicacédo topica de 20 uL de
Oleo de créton (OC -200 pg) diluido em solucédo detana/agua (7:3) na superficie interna da
orelha esquerda do camundongo. A orelha direiebera apenas o veiculo (20 uL de acetona/agua
(7:3)). Imediatamente apos a aplicacdo do OC, grdgoanimais receberdo aplicacdo topica de 20
pL de farmaco anti-inflamatorio de referencia (deg&tasona) 0,1 mg/orelha. Apds 6 horas, os
animais serdo anestesiados e sacrificados comaseett® anestésico inalatorio isoflurano (100%),

as orelhas serdo seccionadas em discos de 7,0 mi@ndetro e pesadas (mg) em balanca analitica.

PRATICA 2. Peritonite induzida por carragenina

A peritonite sera induzida pela injecao intrapexal (i.p.) de carragenina na concentracao
500 ug por camundongo. Os animais seréo tratadosral (gavage) com agua ou indometacina 1
hora antes da injecdo i.p. de carragenina. Apdxdsida injecdo de carragenina, os animais serao
eutanasiados com overdose de anestésico (isoflwianoaalatoria 100%) e a cavidade peritoneal
sera lavada com 2 mL de tampdo fosfato-salina (PBSE, 7,4) contendo &cido
etilenodiaminotetracético (EDTA). Em seguida, ougledo peritoneal sera coletado, centrifugado a
1000 rpm/10 minutos e o sedimento utilizado pacar@agem de leucdcitos totais em camara de
Neubauer. Os resultados serdo expressos como numeedeucocitos por cavidade. Para o
desenvolvimento dessa pratica experimental ser@essarios camundongos Swiss, machos,
pesando entre 25-30 g separados em 3 grupos odassitde 2 animais cada: (I) Normal; (l)
Carragenina + veiculo; (Ill) Carragenina + Indoroita 5 mg/kg.



PRATICA 3. Migracéo de leucdcitosin vivo

Os processos dwlling e adesao endotelial de leucdcitos serdo utilizados parametros
para avaliar a migracao de leucocitos. Estes pdrasigerdo avaliados in situ na fascia espermatica
interna de ratos Wistar 2 horas ap0s a injecaocadagenina (100 mg) na parede do escroto. Os
animais, dos diferentes grupos, serdo tratadosiparal uma hora antes da injecédo de carragenina.
Na sequéncia, os animais serdo anestesiados coatohité cloral (600mg/kg, subcutanea) e apés
90 minutos a fascia espermatica interna sera oamgente exposta. Em seguida, os animais serao
colocados sobre a platina do microscopio aqueci@3°&€, de forma que a fascia espermatica
interna fique posicionada em um orificio transpergossibilitando a transiluminagéo do tecido e
observacéo dos vasos da microcirculacdo. ApOsipaoaita, a fascia espermatica sera irrigada com
solucdo de Ringer-Locke (pH 7.2-7,4) contendo 1%gekatina. Os vasos selecionados para o
estudo serdo as vénulas pos-capilares com 15-28epdidmetro. O nimero de leucadcitos rolling e
aderentes serao contados por 10 minutos em duataséiroram considerados aderentes aqueles
leucdcitos que se mantiveram aderidos ao endgiéliacum periodo superior a 30 segundos. Para
iSs0, serao necessarios ratos machos Wistar, pesairé 200 — 220 g que serdo separados em trés
grupos (n= 1/grupo): (I) Normal; (Il) Carrageninaveiculo; (lll) Carragenina + Indometacina 5

mg/kg.
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