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RESUMO

Os neutrdfilos sdo as primeiras células recrutadas em um processo inflamatorio,
desempenhando um papel importante na defesa do hospedeiro pela ativagdo do
sistema NADPH oxidase e através da acdo da enzima mieloperoxidase (MPO). As
espécies oxidantes (EO) produzidas durante a ativagdo dos neutréfilos séo
altamente reativas e toxicas para 0 patdgeno, mas podem comprometer a
homeostase celular do hospedeiro. A espécie Passiflora edulis Sims
(Passifloraceae) é rica em compostos fendlicos, conhecidos por suas atividades
antioxidantes. A maior parte dos estudos farmacoldgicos dessa espécie vegetal é
direcionada a suas acdes sobre o sistema nervoso central e poucos estudos tém
sido realizados na tentativa de avaliar o efeito anti-inflamatoério desse género. Dessa
forma, no presente trabalho, foi avaliada a atividade anti-inflamatoria do extrato seco
obtido das folhas de P. edulis Sims, assim como sua atividade sobre o metabolismo
oxidativo de neutrofilos peritoneais de ratos em um modelo de inflamacdo aguda
induzida pela administragéo intraperitoneal de carragenina. A analise por espectro
de massas sugeriu a presenga de isoorientina e isovitexina, principais constituintes
relatados na espécie P. edulis. A administracdo do extrato diminuiu o nimero de
neutroéfilos recrutados para o foco inflamatorio, entretanto, ndo alterou a atividade do
sistema NADPH oxidase dessas células. Por outro lado, o extrato interferiu na
formacao de EO geradas a partir da ativacado desse complexo, como, por exemplo, o
acido hipocloroso, sugerindo uma diminuicdo na atividade de MPO. Além disso, o
extrato diminuiu a atividade de catalase, aumentou a atividade de glutationa
peroxidase e nao interferiu na atividade de superéxido dismutase. Dessa forma,
nossos resultados sugerem que o potencial anti-inflamatério do extrato seco das
folnas de P. edulis Sims poderia estar relacionado ndo somente a inibicdo do
recrutamento de neutréfilos como também a modulacdo do metabolismo oxidativo de

neutrdfilos no foco inflamatério.

Palavras-chave: Passiflora edulis Sims. Inflamacdo. Neutréfilos. Espécies

oxidantes. Enzimas antioxidantes.



ABSTRACT

Neutrophils are the first cells recruited in an inflammatory process and play an
important role in host defense by the NADPH oxidase activation and by the action of
the enzyme myeloperoxidase (MPO). The oxidizing species (OS) produced during
activation of neutrophils are highly reactive and toxic to the pathogen, but they can
compromise the cellular homeostasis of the host. The species Passiflora edulis Sims
(Passifloraceae) is rich in phenolic compounds, which are known for their antioxidant
activity. Most of the pharmacological studies on this species have been carried out
on the Central Nervous System and few studies have been conducted to evaluate
the anti-inflammatory effect of this genus. Thus, in this study, we evaluated the anti-
inflammatory activity of dry extract obtained from P. edulis Sims leaves, and its
activity on oxidative metabolism of rat peritoneal neutrophils in a model of acute
inflammation induced by the intraperitoneal administration of carrageenan. The mass
spectral analysis suggested the presence of isoorientin and isovitexin, major
constituents reported by P. edulis. The extract administration reduced the number of
neutrophils recruited to the inflammatory site; however, it did not alter the activity of
the NADPH oxidase of these cells. On the other hand, the extract interferes with OS
formation generated by the activation of this system, for instance, hypochlorous acid,
which suggests a decrease in MPO activity. Furthermore, the extract decreased the
catalase activity and enhanced the glutathione peroxidase activity, but it did not affect
the superoxide dismutase activity. Thus, our results suggest that the anti-
inflammatory potential of the dry extract from P. edulis Sims leaves could be related
to the inhibition of neutrophils recruitment and to the modulation of the neutrophils

oxidative metabolism at the inflammatory focus.

Key words: Passiflora edulis Sims. Inflammation. Neutrophils. Oxidizing species.

Antioxidant enzymes.
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1 INTRODUCAO

A resposta inflamatoria € a primeira defesa do organismo a um dano
tecidual. Com a finalidade de remover o estimulo lesivo e iniciar a recuperacdo
tecidual, a inflamacdo é um processo bioldégico complexo que envolve componentes
vasculares, celulares e uma diversidade de substancias soluveis (FAVACHO, 2009).

Por se tratar de um processo extremamente intricado, a inflamacédo vem
sendo intensamente investigada desde o primeiro século d.C., quando Cornelius
Celsius definiu os quatro sinais cardinais da inflamacéo: calor, rubor (hiperemia),
tumor (edema) e dor. Em 1858, Rudolf Virchow acrescentou um quinto sinal: a perda
da funcéo da parte afetada (Rock; Kono, 2008).

Como observado por Virchow, apesar de ter fungcdes de defesa e reparo
no organismo, a inflamagdo possui um potencial lesivo que pode ser bastante
prejudicial ao paciente. De acordo com Medzhitof (2008), muitas doencas tém a
fisiopatologia fundamentada no processo inflamatério crbnico, seja contra seu
proprio organismo ou contra agentes invasores que induzem uma resposta cruzada,
fazendo com que 0 organismo comece a agir contra si, prejudicando a homeostase.

Além disso, o recrutamento de células fagociticas ao sitio de infeccao
induz uma ativacdo no metabolismo oxidativo dessas células, resultando na
producdo de espécies oxidantes (EO?). Essas espécies produzidas sdo altamente
reativas e téxicas, podendo comprometer a funcéo biolégica de proteinas, inativacdo
de enzimas e rompimento da homeostase celular (SIQUEIRA JUNIOR, 2000a).

Apesar do avanco do conhecimento da anatomia, fisiopatologia e
farmacologia da inflamacao, o tratamento com as opc¢les terapéuticas disponiveis
ainda geram riscos, custos e/ou efeitos adversos. Dessa forma, é de extrema
importancia a busca por novas substancias com potencial atividade anti-inflamatoria
gue possam amenizar esses agravantes (NEWMAN et al., 2003).

Desde os primordios da civilizacdo humana, plantas e produtos naturais

de origens diversas vém sendo utilizados com finalidades medicinais. Ao

! A palavra inflamac&o vem do grego phlogosis, calor, e do latim flamma, fogo, descrevendo, portanto,
a elevacéo da temperatura local devido a vasodilatagdo observada no processo inflamatério agudo.

> Embora o termo espécies reativas de oxigénio (ERO) seja bastante utilizado, optamos por utilizar
neste trabalho o termo espécies oxidantes (EO) que se refere tanto as espécies radicalares
derivadas de O, quanto as derivadas de nitrogénio.
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conhecimento tradicional agregou-se, posteriormente, uma base cientifica sélida,
resultando no desenvolvimento de novos farmacos destinados ao tratamento de
diferentes doencas humanas. Como exemplos de farmacos de origem natural,
introduzidos na terapéutica nos ultimos anos, podemos citar 0s antitumorais
paclitaxel, vincristina, vimblastina e etoposideo, dentre outros, bem como o
antimalarico atermisinina e derivados (NEwWMAN et al., 2003).

De acordo com Newman e Cragg (2007), as principais patologias
pesquisadas pela industria farmacéutica sdo as doencas infecciosas, cancer,
hipertensdo e processos inflamatérios, com mais de 50 farmacos aprovados para
cada uma dessas patologias nos ultimos 25 anos.

Muito se tem falado sobre os potenciais de produtos oriundos de plantas
em gerar recursos financeiros para os paises tropicais, detentores de grande
diversidade biol6gica, mas carentes de tecnologia. Nesse cenério, o Brasil possui
papel de destaque, jA que é o pais com a maior diversidade genética vegetal do
mundo, com um total de espécies de plantas superiores estimado em 55 mil. A
relevancia de Minas Gerais, neste contexto, € inegavel, ja que aproximadamente dez
mil espécies vegetais ocorrem no estado, correspondendo a 3,5% do total existente
no mundo (FERNANDES, 2006).

O uso terapéutico das diversas espécies do género Passiflora € comum
em diversos paises, sendo utilizadas desde a antiguidade, na medicina popular, para
tratamento de diversas enfermidades (JAMIR; SHARMA; DoLul, 1999). Atualmente,
alguns autores tém sugerido também uma atividade anti-inflamatéria e antioxidante
para extratos etandlicos das folhas de Passiflora edulis (DoyAmA et al., 2005).
Entretanto, como afirma Rudnicki et al. (2007), existem poucos dados na literatura
sobre seus efeitos in vivo sobre o estresse oxidativo.

Considerando a grande biodiversidade brasileira e a reconhecida
bioatividade de produtos naturais vegetais, nota-se o potencial de utilizacdo da flora
no desenvolvimento de novos medicamentos. Neste contexto, propfe-se, no
presente trabalho, avaliar a atividade anti-inflamatéria do extrato seco das folhas de

Passiflora edulis e de seus efeitos sobre o0 metabolismo oxidativo de neutréfilos.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Os neutrofilos no processo inflamatorio

A inflamacdo é definida como uma resposta biol6gica complexa de
tecidos vascularizados a estimulos nocivos tais como patdgenos, células danificadas
ou agentes irritantes. Em resposta a essa lesao tecidual, uma rede de sinalizacéo
quimica multifatorial € iniciada e mantida como mecanismo de protecdo do
organismo, visando a remoc¢do do estimulo nocivo e a regeneracdo do tecido
danificado (CousseENs; WERB, 2002; HANADA; YOSHIMURA, 2002).

A resposta inflamatoria € comum a varios tipos de tecidos, sendo mediada
por diversas substancias produzidas pelas células danificadas e células do sistema
imune que se encontram eventualmente nas proximidades da lesdo. O processo
inflamatorio € parte do sistema imune inato, assim denominado por sua capacidade
de iniciar uma resposta inespecifica contra um agente agressor, e consiste na
liberac@o sequencial de mediadores e no recrutamento de leucdcitos circulantes, os
quais se tornam ativados no sitio de injaria (HANADA; YOSHIMURA, 2002). Quando
essas ceélulas fagociticas sdo ativadas, elas iniciam um processo de sinalizacdo de
vias intracelulares que culmina na sintese de citocinas, EO e outros mediadores da
inflamacéo (KAPLAN et al., 2007).

No entanto, se a destruicdo do agente agressor e 0 processo de reparo
ndo ocorrerem de maneira eficiente e sincronizada, a reacao inflamatoria crénica se
desenvolve®. Enquanto o processo inflamatério agudo envolve reacdes exsudativas,
a inflamacdo cronica se caracteriza por respostas proliferativas, na qual ha
proliferacédo de fibroblastos e de células endoteliais, assim como afluéncia de células
inflamatorias crénicas (SIQUEIRA JUNIOR, 2000Db).

A secrecao de mediadores inflamatérios pelos macréfagos mantém um
ciclo de lesdo e reparo tecidual que causa a destruicdo irreversivel do parénquima

normal. O tecido destruido é preenchido por tecido conjuntivo fibroso, podendo

® Nao ha uma linha diviséria clara entre inflamacéo aguda e crdnica. Se a causa do dano inicial ndo
for completamente eliminada, a inflamagédo aguda gradualmente dara lugar a crbénica, mas nao
existe uma sequéncia temporal.
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acarretar sérias sequelas aos tecidos, como a perda da fungdo da parte afetada
(WANNMACHER; FERREIRA, 2004).

Os neutrdfilos, ou leucdcitos polimorfonucleares, sdo as células brancas
mais abundantes do sangue caracterizadas por possuirem um ndcleo multilobulado
e granulos em abundéancia no citoplasma. Produzidos e armazenados na medula
0ssea, os neutrdéfilos séo liberados na sua forma madura para o sangue periférico,
onde tém uma meia-vida curta (6-8 horas) caso nao sejam recrutados para sitios de
inflamacé&o por quimiocinas e fatores quimiotaticos especificos (PRUCHNIAK; ARAZNA,
Demkow, 2013).

Dentre os leucécitos, os neutrofilos sdo as primeiras células do sistema
imune que chegam aos sitios inflamatorios, sendo, por esta razdo, considerados a
primeira linha de defesa do organismo. Quando recrutadas para o local da leséo,
essas células apresentam a capacidade de englobar os microrganismos e/ou
fragmentos de tecido danificado, por um processo chamado fagocitose (MAYER-
SCHOL; AVERHOFF; ZYCHLINSKY, 2004).

Durante o processo de fagocitose o neutrdéfilo engloba o patbgeno em um
fagossoma, em seguida, ocorre a fusdo com granulos citoplasmaticos, seguida pela
degranulacdo, formando o fagolisossoma. Dentro desse, o microrganismo €
degradado por enzimas, peptideos antimicrobianos e EO, que compdem o arsenal
microbicida dos neutréfilos (LEE; HARRISON; GRINSTEIN, 2003).

De uma forma geral, esse arsenal microbicida dos neutréfilos é dividido
em duas categorias: mecanismos independentes e dependentes de oxigénio (nao
oxidativo e oxidativo, respectivamente) (Figura 1). O primeiro envolve o contetdo
dos granulos dos neutrofilos, enquanto o segundo, a ativacdo do complexo NADPH

oxidase e producao de EO (MAYER-SCHOLL; AVEHOFF; ZYCHLINSKY, 2004).
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Figura 1 — Esquema dos mecanismos independente e dependente de
oxigénio durante a fagocitose de um microrganismo pelo
neutrdfilo
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Fonte: Adaptado de MAYER-SCHOLL, AVEHOFF, ZYCHLINSKY (2004, p. 63)

2.1.1 Mieloperoxidase

O mecanismo independente de oxigénio (ou mecanismo nao oxidativo)
abrange o conteudo dos granulos dos neutréfilos, que podem ser classificados em:
(1) azurdfilos ou primarios, que contém a enzima mieloperoxidase (MPO),
proteinases, como a elastase, defensina e lisozima; (2) especifico ou secundarios,
que possuem lactoferrina, lisozima, proteinas presentes na membrana plasmatica; e
(3) gelatinase ou terciario, que se diferenciam dos granulos especificos por nao
possuirem lactoferrina (FLANNAGAN; JAUMOUILLE; GRINSTEIN, 2012).

A MPO é o maior constituinte dos granulos azurdfilos citoplasmaticos dos
neutrofilos, representando cerca de 5% das proteinas totais dessas células. Os
mondcitos também contém MPO, porém em menor concentracdo, cerca de um terco

quando comparados aos neutréfilos, e a perdem durante a diferenciagdo em
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macréfago (MALLE et al., 2007). Entretanto, em algumas situa¢fes, MPO também
pode estar presente em macréfagos teciduais (RODRIGUES et al., 2002).

Essa enzima é uma heme peroxidase classica liberada apds ativacao
celular no interior do fagolisossoma ou no espaco extracelular, sendo utilizada como
marcador de neutrofilia em condi¢cdes de inflamagcdo e sepse. Ao contrario da
maioria de outras proteinas heme, como a hemoglobina, a MPO é verde e néo
vermelha, sendo essa substancia que confere cor esverdeada ao pus (BABIOR,
2000).

A partir de peréxido de hidrogénio (H.O,) e ions CI, a enzima MPO gera
acido hipocloroso (HOCI) (Reacéo 1), o principal e um dos mais potentes oxidantes
microbicidas produzidos pelos neutréfilos (FLANNAGAN; JAUMOUILLE; GRINSTEIN,
2012):

H0, + CI + H° — HOCI + H,0 1)

A reacdo do HOCI com grupos aminos produz cloraminas, substancias
citotéxicas por quebrarem ligacdes peptidicas. A atividade de MPO também é
responsavel pela perda de ferro microbiano e pela destruicdo de enzimas da cadeia
transportadora de elétrons de bactérias, levando a perda da respiracdo aerébica e
uma queda na viabilidade desses microrganismos. Além disso, a interacdo do HOCI
com fosfolipidios de membrana modifica a permeabilidade da membrana, permitindo
0 extravasamento de componentes celulares essenciais (DEBY-DUPONT; DEBY; LAMY,
1999).

Entretanto, sob condi¢cdes patolégicas, a ativacdo constante da enzima
MPO pode afetar de forma negativa os tecidos do hospedeiro desencadeando dano
oxidativo local, jA& que, como mencionado anteriormente, o HOCI pode iniciar
reacfes de modificacdes de lipidios, DNA, proteinas e lipoproteinas (MALLE et al.,
2007).

A presenca de proteinas cloradas nas placas ateromatosas evidencia a
contribuicdo que a MPO tem de iniciar e promover varias doengas cardiovasculares
(KLEBANOFF et al., 2013). No escarro e no lavado bronco-alveolar de pacientes
asmaticos observa-se uma alta concentracdo de MPO, o que evidencia que o
aumento do influxo de neutrofilos ativados pode promover importante leséo tecidual

e vascular (EKMEKCI et al., 2004). Além disso, em algumas doencas inflamatorias,
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como artrite reumatoide, os neutréfilos sdo ativados por complexos imunes nos
tecidos do hospedeiro, onde iniciam um processo de fagocitose frustrada, ocorrendo
a liberacéo direta de HOCI no tecido (KETTLE et al., 2014).

2.1.2 Burst respiratorio e producéo de espécies oxidantes

O segundo mecanismo, dependente de oxigénio (ou mecanismo
oxidativo), é diretamente proporcional ao burst respiratorio e envolve a ativacdo do
complexo NADPH oxidase, composto por proteinas citosdlicas (p40°", p47P"* e
p67°">) e de membrana (p22°"* e gp91°"®), também conhecido como
flavocitocromo bssg. Outra proteina de baixo peso molecular, Rac, também patrticipa
deste complexo. A ativacdo desse sistema ocorre através da fosforilagdo mediada
pela proteina quinase C sobre o componente citosdlico p47°"% o que resulta na
migracdo do complexo citosélico para a membrana plasmatica das células ou das
vesiculas secretérias e granulos citoplasmaticos (BYLUND et al., 2010).

O complexo NADPH oxidase produz grandes quantidades de anion
superoxido (O;7) através da reducdo unieletrénica do oxigénio molecular, utilizando

NADPH como doador de elétrons (Reacao 2):
20, + NADPH — 20, + NADP" + H* (2)

A conversdo de oxigénio a O, aumenta em mais de cem vezes o
consumo de oxigénio pela célula, por isso a utilizacdo do termo “burst respiratério”
(MAYER-SCHOLL; AVERHOFF; ZYCHLINSKY, 2004).

O O, gerado é rapidamente convertido a H;O, por dismutacéo
espontanea ou através da enzima superéxido dismutase (SOD). Por sua vez, o H,0O,
formado pode ser convertido em agua e oxigénio por acdo de peroxidases ou
catalases presente no citoplasma. Entretanto, a maior parte de H,O, produzido pelos
neutréfilos é convertido em HOCI pela acdo da enzima MPO (KLEBANOFF et al.,
2013).

Embora seja uma substancia nado-radicalar com reatividade limitada em
meio aquoso, o H,O, pode atravessar membranas bioldgicas e produzir o radical

hidroxila ('OH), altamente reativo e considerado a principal EO responsavel por
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modificacdes de macromoléculas e dano celular. A producdo de ‘OH pode ocorrer
por dois mecanismos: a reacdo de Fenton, onde H,O, reage com ions metalicos
(ions ferro, por exemplo), ou através da reagdo do HOCI com O," (HALLIWELL;
GUTTERIDGE, 2007).

Além destes, pode ocorrer também a producéo de oxigénio singlete (*O,)
pela reacdo de H,O, com HOCI. A formagéo intracelular deste composto tem sido
demonstrada durante processos inflamatdrios e em alguns processos como a
peroxidacao lipidica e transi¢cdes redox de quinonas (AGNEz-LIMA et al., 2012). Além
disso, a interagdo do O,” com 6xido nitrico (NO) produzido através de uma reagéao
catalisada pela enzima Oxido nitrico sintase indutiva pode levar a formacdo do
peroxinitrito (ONOQ’), uma espécie com alta capacidade microbicida (FLANNAGAN;
JAUMOUILLE; GRINSTEIN, 2012).

A importancia clinica do complexo NADPH oxidase e de seus
subprodutos é exemplificada pela doenca granulomatosa crénica. Os pacientes
dessa imunodeficiéncia possuem defeitos no funcionamento desse complexo, sendo
susceptiveis a infeccbes bacterianas e fangicas recorrentes. Além disso, 0s
pacientes também sofrem de uma variedade de desordens inflamatérias, indicando
uma propensdo a reacdes inflamatérias exageradas (ByLunD et al., 2010; LEE;
HARRISON; GRINSTEIN, 2003).

Entretanto, essas EO, ao reagirem com moléculas que possuem elétrons
nao pareados, podem formar outras espécies secundarias, que também podem ser
reativas, gerando assim uma reagcdo em cadeia com grande variedade de
substancias reativas. Essas substancias sdo importantes para degradar o patdégeno
fagocitado, mas também podem reagir com moléculas do hospedeiro, levando ao
desenvolvido de diversas doencas, como as inflamatérias cronicas (artrite
reumatoide, vasculite), cardiovasculares (aterosclerose, isquemia miocéardica),
neurodegenerativas (esclerose mdultipla, Doenca de Parkison, Alzheimer), lesédo

hepatica e cancer (CAROCHO; FERREIRA, 2013).
2.2 Enzimas antioxidantes
Halliwell e Gutteridge (2007) definram o termo antioxidante como

qualquer substancia que, quando presente em baixas concentracdes em relagdo a

um substrato oxidavel, retarda ou impede a oxidacdo desse substrato. No mesmo
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ano, Khlebnikov et al. (2007) definiram os antioxidantes como qualquer substancia
gue diretamente neutraliza ou inibe a producao de EO ou indiretamente aumenta as
defesas antioxidantes. Outra propriedade que um composto deve ter para ser
considerado antioxidante é a habilidade de, depois de neutralizar um radical, formar
um novo radical estavel, incapaz de reagir novamente (CAROCHO; FERREIRA, 2013).

Em condicdes normais, a produgcdo de EO é essencial para o
desempenho de funcdes fisioldgicas, como expressao génica, crescimento celular e
defesa contra infeccbes. Entretanto, essas espécies podem ser deletérias ao
organismo dependendo do tipo de radical e quantidade formada, além do seu local
de producdo. O sistema redox de uma célula é altamente regulado e sua
perturbacdo provoca o estresse oxidativo (LOPEZ-ALARCON; DENICOLA, 2013).

Dessa forma, a funcdo principal dos antioxidantes, além de reduzir a
formacéo de EO ou reagir promovendo sua inativacdo, é restaurar o estado redox da
célula. Para isso, o organismo humano possui sistemas antioxidantes altamente
complexos que trabalham sinergicamente para proteger as células e sistemas contra
os danos causados pelas espécies reativas (RAHMAN, 2007).

Esses sistemas antioxidantes sdo classificados em ndo enzimaticos e
enzimaticos. O sistema ndo enzimatico compreende compostos enddégenos, como
bilirrubina, melatonina, acido urico e glutationa, além de compostos obtidos através
da dieta, como as vitaminas A, C e E, e polifendis. Os antioxidantes enzimaticos
também sdo importantes na protecdo das células a essas espécies reativas,
destacando-se as enzimas superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa
peroxidase (GPx) (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007).

2.2.1 Supero6xido dismutase (SOD)

A funcdo da enzima superoxido dismutase (SOD) € acelerar a

dismutacéo® do O,", convertendo-o a H.O, (Equacao 3):

20,7 + 2H" — H,O, + O (3)

* A definicio de dismutacdo é uma reacdo quimica na qual uma mesma espécie é tanto oxidada
guanto reduzida (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007).
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Essa conversao ocorre através de dois passos reacionais. Primeiramente,
uma molécula de O," reage com o grupo prostético da SOD, em sua forma oxidada,
liberado oxigénio molecular. No segundo passo, a forma reduzida do grupo
prostético da enzima se liga a um segundo O, e dois prétons, liberando H,O; e
retornando a sua forma oxidada (JOHNSON; GiuLIvi, 2005).

As isoformas da SOD séo classificadas de acordo com o cofator
inorganico presente no grupo prostético. Atualmente, quatro isoformas séao descritas:
cobre e zinco (CuzZnSOD), manganés (MnSOD), ferro (FeSOD) e niquel (NiSOD).
Em animais, sdo relatas a presenga de CuZnSOD, principalmente no citosol celular,
e MnSOD, nas mitocondrias (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007).

A dismutacdo ndo enzimatica do O, requer a colisdo de duas moléculas,
o que é dificil devido a baixa concentracdo intracelular desse fon (10°-10%° Mm).
Dessa forma, o O, é metabolizado mais facilmente pela SOD, presente em
praticamente todos o0s compartimentos intracelulares na concentracdo de
aproximadamente 10 M (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007).

Além disso, a taxa de reacdo entre O,” e NO é de 2 x 10'° M* s, sendo
considerada uma das mais rdpidas em um sistema biolégico. Isso explica a
necessidade de uma enzima que teria que competir pelo O," na presenca de NO, o
que preveniria a formacdo de ONOO™ e os danos causados por essa espécie
(JOHNSON; GluLlvi, 2005).

2.2.2 Catalase (CAT)

A dismutacdo do O,", assim como a acdo de muitas enzimas oxidases,
leva a producdo de H,0,, que pode ser removido por dois tipos de enzimas:
catalases e peroxidases.

A enzima catalase (CAT), presente nos peroxissomos celulares, possui
um grupamento heme e é responsavel por converter H,O, em agua e oxigénio

molecular (Equacéo 6):

catalase-Fe(lll) + H,O, — composto | (Fe[lV]=O0) + H,O (4)
composto | (Fe[IV]=0) + H,0, — catalase-Fe(ll) + H,O + O, (5)
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2H,0, —- 2H,O + 0O (6)

A enzima CAT, assim como a SOD, catalisa uma reacdo de dismutacao
através de dois passos reacionais. No primeiro passo (Equacéo 4), uma molécula de
H,O, oxida o ion Fe(lll) do grupamento heme, formando a espécie Fe(IV)=0 e
liberando uma molécula de agua. No segundo passo (Equacdo 5), a espécie
Fe(IV)=0, por possuir um alto poder oxidante, reage com uma segunda molécula de
H.,O, formando oxigénio molecular e uma segunda molécula de agua. O ion ferro
retorna ao seu estado de oxidacdo +3, estando pronto para mais uma catalise
(CHELIKANI; FITA; LOEWEN, 2004).

A CAT possui uma alta taxa de atividade. Uma molécula dessa enzima é
capaz de converter cerca de seis milhdes de moléculas de H,O, por minuto
(RAHMAN, 2007).

2.2.3 Glutationa peroxidase (GPx)

Outro grupo de enzimas responsaveis pela remocdo de H,O, sdo as
peroxidases, enzimas que utilizam doadores de elétrons para reduzir peréxidos
organicos a agua.

A GPx é uma seleno-enzima localizada no citosol que utiliza o tripeptideo
tiblico glutationa, em sua forma reduzida (GSH), como substrato para a
decomposicdo de peroxidos organicos, gerando glutationa oxidada (GSSG)

(Equacéo 7):
H,O, + 2GSH — 2H,O + GSSG (7)

A Figura 2 ilustra o mecanismo catalitico da GPx. A forma reduzida da
enzima GPx (esquematizada como GPx-Se, na qual o selenol estd como
selenolato®) reage com H,0, ou hidroperéxidos organicos (ROOH), reduzindo-os ao

seu alcool correspondente. Apos uma reacdo de duas etapas com duas moléculas

® O pK, da selenocisteina, presente no sitio ativo da GPx, é de 5,2, o que favorece a ionizagéo do
grupo selenol em pH neutro (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007).
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de GSH, a forma reduzida da enzima é regenerada através da oxidacdo dessas
duas moléculas, formando-se uma ponte dissulfeto entre si (SALINAS, 2010).

Figura 2 — Mecanismo catalitico da seleno-enzima GPx
sobre a glutationa em sua forma reduzida

ROOH, H,0,
GSSG GPx-Se-
ROH, H,0
GPx-SeOH
GSH GSH
GPx-Se-SG /I}/
H,0

Fonte: SALINAS (2010, p. 127)

Atualmente, cinco tipos de GPx s&o descritos na literatura: GPx1, a
enzima “classica”, presente no citosol; GPx2, presente principalmente nas células do
trato gastrointestinal; GPx3, uma glicoproteina presente no plasma e em fluidos
extracelulares de mamiferos; GPx4, que promove a reducdo de hidroperdxidos a
partir de complexos lipidicos como colesterol, mesmo quando os peréxidos estdo
presentes nha membrana celular; e GPx5, descrita como presente apenas em
epididimos de roedores e contendo cisteina em seu sitio ativo, sendo independente

de selénio (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007).

2.3 A humanidade e a cura pelas plantas

A utilizacdo de plantas medicinais deu inicio ha milhdes de anos por
povos de diversos paises com o0 objetivo de tratar variadas patologias, atingindo,
assim, um papel importante na saude mundial. De acordo com Scorzoni et al.
(2007), vinte mil espécies de plantas sdo usadas com fins medicinais. Além disso,
Yogisha e Raveesha (2009) afirmam que cerca de trés quartos da populacdo
mundial recorre as plantas e seus extratos para o tratamento de problemas de
saude.

Atualmente, cerca de 30% de todos os medicamentos utilizados na

terapéutica sdo de origem natural, sejam derivados de plantas, microrganismos e
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animais ou precursores de alguns compostos. Além disso, o Brasil tem uma das
maiores biodiversidades do mundo, possuindo cerca de 20% de todas as plantas e
microrganismos existentes no planeta (CALIXTO, 2005).

Um bom exemplo da producdo nacional de medicamentos provenientes
de plantas é o desenvolvimento do anti-inflamatério tépico Acheflan® (Aché
Laboratérios), que utiliza como matéria-prima o 6leo essencial da planta Cordia
verbenacea. Esse medicamento foi totalmente desenvolvido no Brasil e registrado
na Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) em 2004 e lancado no
mercado em 2005 (CALIXTO; SIQUEIRA JUNIOR, 2008).

Nos ultimos anos, produtos naturais, incluindo os derivados de plantas
superiores, tém dado grande contribuicdo para o desenvolvimento de terapias
farmacolégicas modernas. A maioria dos metabdlitos secundarios derivados de
plantas é conhecida por interferir, direta ou indiretamente, com moléculas ou
mecanismos, incluindo mediadores inflamatérios, como os metabdlitos do acido
araquidénico e as citocinas, além de interferir na expressdo de moléculas proé-
inflamatorias como ciclo-oxigenase-2 (COX-2), interleucina-1 (IL-1), fator de necrose

tumoral (TNF-a), neuropeptidios e proteases (CALIXTO; OTUKI; SANTOS, 2003).

2.4 Uso de extratos de Passiflora edulis

A familia Passifloraceae compreende cerca de dezenove géneros, sendo
0 género Passiflora® o maior dessa familia, com cerca de quatrocentas espécies
distribuidas principalmente em regides tropicais e subtropicais (BERALDO; KATO,
2008).

Vérias espécies sdo cultivadas nos tropicos devido aos seus frutos
comestiveis. No Brasil, o maior foco de distribuicdo geografica € o Centro-Norte,
onde se encontram pelo menos 79 espécies. Dessas, a espécie Passiflora edulis

® A denominacdo Passiflora (do latim passio, “paixdo” e flos, “flor”) surgiu a partir da interpretacéo
religiosa de colonizadores europeus, no século XVI, da flor do maracuja, cuja morfologia sugere
uma correlagdo com os simbolos da Paixao de Cristo (ZERAIK et al., 2010).
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Sims, conhecida popularmente como maracuja-azedo’ (Figura 3), é a mais cultivada
(ZERAKK et al., 2010).

O Brasil é o maior produtor mundial de maracuja. Segundo o IBGE
(2013), a producéo brasileira de maracuja em 2012 foi de 776.097 toneladas, com
59.246 hectares de éarea plantada ou destinada a colheita, sendo os maiores
produtores os estados da Bahia (41,4%), Ceara (23,1%), Minas Gerais (5,1%) e

Sergipe (4,8%). Em 2013, a quantidade de fruto produzida cresceu 8%.

Figura 3 — Flor e fruto de Passiflora edulis Sims

Fonte: ZERAIK, 2010

Dentre os fito-constituintes de P. edulis, os flavonoides sdo os compostos
majoritarios, destacando-se os flavonoides C-glicosideos derivados da apigenina e
luteolina, apresentados na Tabela 1 (DHAWAN; DHAWAN; SHARMA, 2004; FERRERES et
al., 2007).

" Maracuja é o nome popular dado a vérias espécies do género Passiflora, e vem de marad-ya, que

para os indigenas significa “fruto de sorver” ou “polpa que se toma de sorvo”, uma alusao aos frutos
édulos dessas espécies (ZERAIK et al., 2010).
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Tabela 1 - Estrutura quimica dos flavonoides C-glicosideos
relatados na espécie P. edulis

Flavonoide C-glicosideo Aglicona R; R; Rj

isovitexina apigenina gli H H
vitexina apigenina H gli H
isoorientina luteolina gli H OH
orientina luteolina H gli OH

luteolina-6-C-quinovosideo luteolina qui H OH

luteolina-6-C-fucosideo luteolina fuc H OH

Fonte: ZucoLoTTo, 2009
Legenda: fuc = fucose; gli = glicose; qui = quinose

A presenca de luteolina-6-C-chinosideo e luteolina-6-C-fucosideo nas
folhas de P. edulis foi relatada por Mareck et al. (1991). A presenca dos compostos
vitexina, isovitexina, orientina e isoorientina € relatada tanto no extrato
hidrotetandlico, quanto no extrato aquoso. Além disso, estudos demonstram que o
teor de flavonoides C-glicosideos nas folhas de espécies de Passiflora estdo na
faixa de 1,9 a 4,6% (De-PARIs et al., 2002; PETRY et al., 2001).

Além dos flavonoides, também foram identificadas nessa espécie a
presenca de alcaloides do tipo inddlico, que compreendem o segundo grande grupo
de alcaloides atualmente conhecido. Muitos tém valor na medicina como
tranquilizantes e no tratamento da hipertensdo (PEREIRA; VILEGAS, 2000).

A passiflorina, um de seus componentes mais conhecidos, é um
ciclopropano triterpeno glicosideo, que tem sido identificado em extratos metandlicos
das folhas de P. edulis. Outros compostos relatados sédo glicosideos cianogénicos,
terpenoides e saponinas (DHAWAN; DHAWAN; SHARMA, 2004).

Como alimento funcional, as espécies comerciais mostraram-se ricas em
vitaminas, principalmente A e C, alcaloides e flavonoides, que s&o compostos
funcionais importantes em outros alimentos. Além disso, as fibras presentes nas
sementes e cascas do maracuja apresentam potencial no controle da obesidade,
diabetes e controle de taxas de colesterol (CHAU; HUANG, 2005; DoYAMA et al., 2005;
KRAHN et al., 2008).
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Os extratos de P. edulis sdo amplamente utilizados com funcéo sedativa,
diurética, anti-helmintica, antidiarreica, estimulante da funcdo digestiva, no
tratamento dos sintomas da menopausa, da hipertensdo, de cdlicas infantis e de
alguns carcinomas gastricos (DHAWAN; DHAWAN; SHARMA, 2004; MORAIS et al., 2005).

A maior parte dos estudos sobre essa espécie foca em sua atividade
sobre o sistema nervoso central, como agente ansiolitico, anticonvulsivante e
sedativo. Entretanto, alguns autores descrevem o0 uso de espécies do género
Passiflora na medicina popular no tratamento de doencas inflamatérias (VARGAS et
al., 2007).

Zucolotto (2005) investigou o extrato aquoso liofilizado do pericarpo dos
frutos e das raizes de P. edulis forma flavicarpa, que apresentou atividade anti-
inflamato6ria moderada utilizando o modelo da pleurisia induzida pela carragenina em
camundongos.

Souza et al. (2012) demostraram que o suco da polpa de P. edulis na
concentracdo de 1 g/kg administrado a ratos duas vezes por dia durante 28 dias é
capaz de aumentar os niveis de HDL e diminuir os niveis de LDL, além de reduzir os
niveis de marcadores de peroxidacéo lipidica no sangue.

Garros et al. (2006) relataram que as folhas de Passiflora edulis também
tém propriedades cicatrizantes. Os autores observaram que ap6s o 14° dia de
abertura de feridas em ratos Wistar, houve aumento significativo na producédo de
colageno e fibroblastos. O extrato das folhas foi obtido por maceracao hidroalcodlica
a 70%. A aplicacao topica foi realizada com a pasta obtida na maceracdo, apos
filtragem e evaporacéao do solvente.

Recentemente, Martins (2013) demonstrou que o extrato hidroetandlico
seco das folhas de P. edulis apresentou atividade antioxidante in vitro, avaliada pela
capacidade sequestrante de radicais DPPH, capacidade redutora total e poder
redutor de ferro. Por outro lado, 0 mesmo extrato foi capaz de impedir a reducao da
producdo de EO por macréfagos de ratos diabéticos, mantendo-a em valores
similares aos observados em animais ndo diabéticos.

Em 2009, o Ministério da Saude criou a Relacdo Nacional de Plantas
Medicinais de Interesse ao SUS (RENISUS) com base nas espécies vegetais ja
utiizadas nos servicos de salde estaduais e municipais, no conhecimento
tradicional e popular e em estudos quimicos e farmacolégicos. Com uma listagem de

71 plantas medicinais, a RENISUS tem a finalidade de orientar estudos e pesquisas
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que possam subsidiar a elaboracdo de fitoterdpicos para uso da populagédo, com
seguranca e eficicia para o tratamento de determinada doenca (BRASIL, 2009).

O género Passiflora faz parte da RENISUS, sendo as espécies P. alata,
P. edulis e P. incarnata citadas nessa lista com a indicagdo de seus usos como
calmante, sedativo e ansiolitico. Dessa forma, é de grande interesse a comprovacao
de uma suposta atividade anti-inflamatéria de P. edulis, contribuindo, assim, para o

potencial farmacoldgico dessa espécie vegetal.
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3 OBJETIVOS

O presente trabalho tem como objetivo geral avaliar os possiveis efeitos
do extrato hidroetanolico seco das folhas de Passiflora edulis Sims sobre a
modulacdo da resposta inflamatoria em neutréfilos obtidos do exsudato peritoneal de
ratos, utilizando o modelo de inflamacéo aguda induzida por carragenina.
Para atingir tais objetivos, as seguintes metas sao propostas:
a) Preparar o extrato hidroetandlico seco das folhas de P. edulis Sims e
realizar uma triagem fitoquimica no mesmo;
b) Verificar os efeitos da ingestdo do extrato sobre o recrutamento de
neutrofilos na cavidade peritoneal de ratos;
c) Avaliar os efeitos da ingestdao do extrato sobre a producédo de EO,
atividade de NADPH oxidase e MPO em neutrofilos;
d) Avaliar os efeitos da ingestdo do extrato sobre a atividade das
enzimas superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa

peroxidase (GPx) em neutrdfilos.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Obtencao do material vegetal

As folhas de Passiflora edulis Sims foram coletadas no bairro
Mandassaia, municipio de Alfenas-MG (latitude 271°27°33”S e longitude 46°01°59"W,
a 789 m do nivel do mar). A exsicata foi depositada e registrada no Herbario ESAL
do Departamento de Biologia da Universidade Federal de Lavras, pelo Prof. Dr.
Douglas Carvalho, sob o registro de n® 22 356.

As folhas coletadas (205,24 g) foram separadas e dispostas em camadas
finas e submetidas a secagem em estufa de ar circulante a 39,6 + 0,7 °C. A
determinacdo da perda por secagem foi realizada mensurando o peso da matéria-
prima vegetal fresca em turnos de 5 h até peso constante.

AplOs secagem, o material vegetal foi triturado em moinho de faca

Marconi®.

4.2 Granulometria do material vegetal

A determinacdo granulométrica dos pés de Passiflora edulis Sims foi
realizada segundo a Farmacopeia Brasileira (2010). Pesaram-se 150 g do material
vegetal seco que, em seguida, foi submetido a passagem por tamises em tamizador
Belter®, previamente tarados, com as aberturas de malha previamente padrozinadas
de 125, 150, 180, 280, 355 e 710 ym, durante 15 minutos.

Para a analise dos dados, foram calculados o tamanho médio das
particulas pelo método aritmético, conforme Equacdo 8 (BARNI; CECHINEL FILHO;
CouTo, 2009) e construido o histograma de frequéncia para a analise da distribuicéo

granulométrica.

3 (AM.Frog) ®)
Amedio = —100%
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Onde: dmedio = didmetro médio de particula; AM = abertura da malha (mm) e Fr% =
fracéo retida em cada tamis.

4.3 Preparo do extrato seco das folhas de Passiflora edulis Sims

O extrato seco foi obtido por maceracdo dinamica das folhas secas e
pulverizadas na proporcédo de 1 parte de p6 para 10 partes de solucao hidroetandlica
70% (etanol:agua, 7:3, v/v). A mistura (pé das folhas secas + liquido extrator) foi
filtrada através de um filtro de papel e a solugdo extrativa (liquido extrator +
metabdlitos secundarios) foi evaporada sob pressdo reduzida a 45,7 + 2,0 °C,
eliminando-se o solvente organico. A agua foi retirada pelo processo de liofilizacdo a
-53 °C, 429 pHg por 78 horas e 55 minutos (MARTINS, 2013).

4.4 Andlise quantitativa do teor de polifendis totais

O teor de polifendis totais foi determinado em aliquotas do extrato seco
pelo método de Folin-Ciocalteu, utilizando como padréo o &cido gélico (SINGLETON;
ORTHOFER; LAMUELA-RAVENTOS, 1999). Os resultados foram expressos em gramas
equivalentes de acido galico (g EAG/100 g extrato). Todas as determina¢des foram

realizadas em triplicata.

4.5 Andlise por FIA-ESI-MS

Foi preparada uma solucao a 1 mg/mL em agua, filtrado em filtro 0,45 pm
e analisada por espectrometria de massas com insercao direta da amostra utilizando
o modo de ionizacdo por electrospray (Flow Injection Analysis - Electrospray
lonization - Mass Spectrometry — FIA-ESI-MS).

Como fase movel foi utilizada agua ultrapura obtida no equipamento Milli-
Q Plus da marca Merck Millipore (0,055 puS/cm a 27,2 °C). Os espectros (FIA-ESI-
MS/MS) de massa foram obtidos no equipamento Shimadzu's LCMS-8030

LC/MS/MS Triple Quadrupole operando em modo negativo. O modo full-scan foi
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empregado na faixa de massa de m/z 100-1000. A amostra foi mantida a 25 °C

durante a andlise.

4.6 Anélises in vivo

Utilizaram-se ratos machos da linhagem Wistar, pesando em média 350 +
50 g, obtidos no Biotério da Universidade Federal de Alfenas (UNIFAL-MG). Os
animais foram mantidos em caixas de polietileno, a temperatura de 23 °C, com
periodo claro-escuro de 12 horas, recebendo agua e racdo comercial ad libium e
foram divididos em seis grupos experimentais, contendo quatorze ratos em cada:

a) Grupo S (Salina): animais ndo submetidos ao tratamento com
extratos, recebendo 10 mL/kg de solucao salina, via intraperitoneal;

b) Grupo C (Carragenina): animais ndo submetidos ao tratamento com
extratos, recebendo 8 mg/kg de carragenina, via intraperitoneal;

c) Grupo D (Dexametasona): animais tratados com dexametasona na
dose de 5 mg/kg de massa corpérea, via oral, recebendo 8 mg/kg de
carragenina, via intraperitoneal;

d) Grupos E5, E50 e E300 (Extratos): animais tratados com extrato nas
doses de 5, 50 e 300 mg/kg de massa corporea, via oral,
respectivamente, recebendo 8 mg/kg de carragenina, via

intraperitoneal.

Decorridos 60 minutos do tratamento, os animais dos grupos C, D, E5,
E50 e E300 receberam uma injecdo de carragenina solubilizada em solucédo salina,
na dose de 8 mg/kg (em um volume de 10 mL/kg), administrada por via
intraperitoneal. Os animais do grupo S receberam um volume de 10 mL/kg de
solucéo salina.

Todos os experimentos in vivo foram aprovados pela Comisséo de Etica
no Uso de Animais da UNIFAL-MG sob o numero de registro 523/2013.

4.6.1 Recrutamento de neutrofilos da cavidade intraperitoneal
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Os animais foram submetidos a eutandsia 5 horas apés a inducdo da
inflamacdo com carragenina (Lopes, 2010). Os neutrofilos foram obtidos por
lavagem intraperitoneal com 15 mL de tampé&o fosfato salino (PBS) pH 7,4 a4 °C. O
exsudato obtido foi centrifugado a 1.500 rpm por 5 minutos a 4 °C, sendo o
sedimento de células ressuspenso em PBS glicosado (PBS contendo MgCl; 0,5 mM,
CaCl; 1 mM e glicose 1 mg/mL).

O numero de células obtido da cavidade peritoneal foi determinado em
camara de Neubauer e a viabilidade celular foi avaliada pelo teste de excluséo por
azul de Tripan a 0,1% a fim de se utilizar, para cada determinacdo, 100% de células

viaveis.

4.6.2 Avaliacéo da viabilidade celular

Foi empregada para a determinacdo da viabilidade celular a técnica
colorimétrica utilizando uma solu¢cdo de brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2)-2,5-
difeniltetrazélio (MTT), que se baseia na verificacdo da atividade e integridade
mitocondrial, interpretada como uma medida da viabilidade celular (MOSMANN, 1983).

Foram utilizadas suspensdes de neutréfilos peritoneais dos ratos
submetidos aos diferentes tratamentos. O volume correspondente a 1 x 10°
células/mL foi centrifugado a 1.500 rpm por 5 minutos a 10 °C, sendo o sedimento
de células ressuspenso em meio RPMI-1640. Em placa de 96 cavidades, 200 uL
dessas suspensdes foram adicionadas, em triplicata. Sobre essas suspensdes foi
adicionado 20 yL de uma solucdo de MTT 5 mg/mL em RPMI-1640. A placa foi
entdo incubada por 2 horas em estufa a 37 °C com tensao constante de 5% de CO..
Apbs esse periodo, o conteldo de cada cavidade foi centrifugado a 1.500 rpm por
10 minutos, descartando-se o0 sobrenadante. O sedimento de células foi
ressuspendido em 100 uL de alcool isopropilico para solubilizacdo dos cristais de
formazana formados. A leitura foi feita em leitor de ELISA a 540 nm com filtro de
referéncia a 620 nm.

Uma segunda placa foi preparada nas mesmas condi¢cdes descritas
acima, porém com tempo de incubacgéo de 18 horas.

A reducdo do sal de MTT por enzimas microssomais e também pela

enzima succinato desidrogenase mitocondrial das células viaveis gera como produto
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final cristais de formazana, insollveis e de cor parpura, que se acumulam nas
células devido a sua incapacidade de atravessar a membrana celular. O &lcool
isopropilico por sua vez, € utilizado para a solubilizacdo da formazana, produzindo
uma solucdo homogénea que possibilita a medicdo da densidade Optica em

espectrofotometro UV/Visivel (MATOS, 2008).

4.6.3 Quimioluminescéncia dependente de luminol

A producédo de EO foi determinada por quimioluminescéncia dependente
de luminol, um agente amplificador da quimioluminescéncia comumente utilizado
para o estudo da atividade oxidativa de fagdcitos.

Para a avaliacdo da producdo das EO, a suspensao de neutrofilos (1 x
10° células viaveis/mL) foi incubada com PBS e luminol 1 mM, utilizando-se acetato
de forbol miristato (PMA) (53 ng por teste) como estimulo, em um volume final de
300 pL (Souza FERREIRA et al., 2012). A intensidade da quimioluminescéncia foi

monitorada em lumindmetro Geomax® 20/20 durante 30 minutos.

4.6.4 Atividade de NADPH oxidase (reduc¢éo do citocromo C)

A producéo de O," pelo sistema NADPH oxidase nos neutrdfilos dos ratos
submetidos aos diferentes tratamentos foi monitorada pela reducéo do citocromo C,
segundo Jones e Hancock (1994).

A reacdo foi montada em cubeta de plastico contendo 2 x 10° células
viaveis/mL, citocromo C 100 uM e catalase 20 pg/mL em PBS glicosado. As cubetas
foram incubadas em banho-maria a 37 °C por 5 minutos e, ap0s esse periodo, a
producado de O, foi iniciada pela adicdo de PMA 100 ng/mL. A reacao foi monitorada
em espectrofotdbmetro a 550 nm durante 3 minutos.

Os resultados foram expressos em uM de O," produzido por minuto

utilizando-se o coeficiente de extingdo molar do citocromo C (€550 21.100 M?tcm '1).
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4.6.5 Atividade de MPO (producao de HOCI)

A formacdo de HOCI reflete a atividade de MPO e foi acompanhada por
espectrofotometria baseada na formacao de taurina-cloramina resultante da reacéo
de HOCI com taurina (KETTLE; WINTERBOURN, 1994).

As reacbBes foram montadas em microtubos contendo neutrdéfilos
peritoneais (3 x 10° células viaveis/mL), taurina 12 mM, utilizando-se 100 ng/mL de
PMA como estimulo, em um volume final de 1 mL. A reacéo foi incubada em banho-
maria a 37 °C por 30 minutos e, apos incubacdo, foi interrompida pela adicdo de 20
pMg/mL de catalase e colocando-se os microtubos em gelo por 5 minutos. Em
seguida, os microtubos foram centrifugados a 12.000 g por 10 minutos a 4 °C. A
concentracdo de taurina-cloramina presente no sobrenadante foi quantificada pela
oxidacao do acido 5-tio-2-nitrobenzoico (TNB) a 5,5’-ditiobis-2-nitrobenzoico (DTNB)
em espectrofotometro a 412 nm por 3 minutos.

Os resultados foram expressos em PM de HOCI utilizando-se o
coeficiente de extingdo molar do TNB (412 14.100 M™* cm ™) e considerando que,

nesta reacao, um mol de taurina-cloramina oxida dois moles de TNB a DTNB.

4.7 Preparo do homogeneizado celular

A suspensdo de neutréfilos peritoneais foi submetida a sonicacdo em
Desruptor de Células Unique (Unique Industria e Comércio de Produtos Eletrbnicos,
Ltda.). A suspensao foi mantida em banho de gelo utilizando-se a frequéncia de 30
kHz em dois ciclos de sonicacdo por um periodo de 30 segundos, com intervalo de
descanso de 15 segundos entre cada ciclo.

Apds esse processo, a suspensao de células foi centrifugada a 3.000 rpm
por 5 minutos a 4 °C, sendo o sobrenadante utilizado para a determinacdo da
atividade das enzimas antioxidantes.

4.7.1 Determinagéo de proteinas totais

A determinacdo de proteinas totais no homogeneizado dos neutrdfilos
obtidos da cavidade intraperitoneal dos animais foi realizada utilizando-se a
metodologia de Bradford (1976).
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Esse método é baseado na interagcdo entre o corante Coomassie Brilliant
Blue G-250 e os residuos de aminoacidos carregados positivamente nas proteinas,
decorrentes da adicdo de acido fosforico 85%. Durante a reacdo, a interacao
provoca o deslocamento do equilibrio do corante para a forma aniénica, que absorve
em 595 nm.

O reagente de Bradford foi preparado solubilizando-se 100 mg do corante
Coomassie Brilliant Blue G-250 em 50 mL de uma mistura equimolar de metanol
99,8% e etanol 95%. Em seguida, a solucéo foi aquecida sob agitacdo a 50 °C até
total solubilizacdo. Foram adicionados 100 mL de acido fosférico 85% e o volume
completado para 1000 mL com agua destilada. A solucéo foi estocada a 4 °C por 24
horas em frasco ambar e posteriormente foi filtrada em papel Whatman n° 1,
protegido da luz. A leitura da absorbancia foi realizada em um espectrofotémetro a
595 nm. Como padréo, foi utilizada albumina sérica bovina.

A determinacdo de proteinas totais teve com objetivo a utilizacdo de
aliquotas do homogeneizado correspondentes a 35 ug de proteinas para

determinacao das atividades das enzimas antioxidantes.

4.7.2 Determinagéo da atividade de SOD

A atividade da enzima SOD foi determinada segundo Oyanagui (1984).
Aliquotas do homogeneizado de neutrdfilos (correspondendo a 35 ug de proteinas)
foram incubadas com hidroxilamina 3 mM, hipoxantina 0,07 mM e xantina oxidase
3,4 x 10 U/mL a 37 °C, durante trinta minutos, na auséncia de luz. Apés incubacéo,
foi adicionado acido sulfanilico, a-naftilenodiamino e &cido acético glacial, sendo
mantidos a temperatura ambiente por vinte minutos. A absorbancia foi determinada
em espectrofotdbmetro, em comprimento de onda de 550 nm.

Os resultados foram expressos em U/mg de proteina, onde U é
compreendida como a atividade da enzima capaz de inibir 50% da reacédo nas

condicOes citadas.

4.7.3 Determinacao da atividade de CAT
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A atividade da enzima CAT foi determinada segundo Aebi (1984), que
acompanha a decomposi¢cdo de H,O, por minuto a 240 nm. Aliquotas do
homogeneizado de neutrofilos (correspondendo a 35 ug de proteinas) foram
incubadas em PBS pH 7,4. A reacédo foi iniciada com a adicdo de H,O, 10 mM,
sendo a absorbancia monitorada durante um minuto. A cinética de decomposicao de
H,O, foi calculada utilizando-se o coeficiente de extingdo molar do mesmo a 240 nm
(43,6 Mt cm ™.

Os resultados foram expressos em U/mg de proteina, onde U
corresponde a atividade da enzima que promove a hidrélise de 1 ymol de H,O, por

minuto.

4.7.4 Determinacgéo da atividade de GPx

A atividade da enzima GPx foi determinada segundo Sinet et al. (1975) e
se baseia na oxidacdo do NADPH acompanhada a 340 nm a 37 °C. Aliguotas do
homogeneizado de neutréfilos (correspondendo a 35 pg de proteinas) foram
incubadas em PBS pH 7,4 com glutationa reduzida 1 mM, NADPH 0,2 mM e
glutationa redutase 1,8 U/mL durante trés minutos a 37 °C, monitorando-se a
absorbancia em espectrofotbmetro a 340 nm. Apds trés minutos de incubacéao, foi
adicionado t-butil-hidroperéxido 0,9 mM para que a reacdo fosse iniciada. A
absorbancia foi monitorada a 340 nm por mais cinco minutos. A cinética de oxidacao
do NADPH foi calculada utilizando-se o coeficiente de extingdo molar do mesmo a
340 nm (6,22 Mt cm ™.

Os resultados foram expressos em U/mg de proteina, onde U se refere a
atividade da enzima que oxida 1 pymol de NADPH por minuto nas condi¢des
definidas.

4.8 Analises estatisticas

Os valores observados de cada variavel foram submetidos a analise de

variancia. As compara¢gfes multiplas entre as médias dos diferentes tratamentos

foram realizadas utilizando-se o teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. As
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andlises foram realizadas utilizando-se o programa estatistico SISVAR (Sistema
para Analise de Variancia).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Matéria-prima vegetal

A determinacdo da perda por secagem das folhas de Passiflora edulis
Sims ocorreu em estufa a 39,6 + 0,7 °C com 205,24 g da matéria-prima vegetal
fresca, no qual a estabilizacdo no processo de secagem do material vegetal se deu

apos 72 h de secagem em estufa, conforme demonstram os resultados da Tabela 2.

Tabela 2 — Relacdo de massa fresca e seca das folhas de P. edulis Sims

Massa fresca (g) Massa seca (g) Perda(g/%) Temperatura (°C) Tempo (h)

205,24 51,92 153,32/74,2 39,6 £0,7 72

Fonte: Do Autor

A presenca de agua na matéria-prima vegetal favorece a acao enzimatica,
além de propiciar o crescimento de fungos e bactérias. Existem diferentes métodos
analiticos oficiais para a determinacdo de 4gua em matéria-prima vegetal, sendo o
método de secagem em estufa de simples execucdo. Entretanto, esse método
determina ndo somente a perda de agua, mas também a perda de constituintes
volateis (BORGES et al., 2005).

Além disso, 0 extrato seco obtido apds o processo de maceracao teve um

rendimento total de 18,6 g em 100 g da matéria-prima vegetal seca e pulverizada.

5.2 Analise granulométrica dos p6s

A distribuicdo granulométrica das particulas de matérias-primas vegetais
pulverizadas constitui um fator determinante na homogeneidade e na
reprodutibilidade dos processos extrativos. A homogeneidade do pulverizado pode
interferir diretamente na qualidade e eficiéncia do processo extrativo, uma vez que
interfere na superficie de contato da matéria-prima vegetal e o liquido extrator (RoLIm
et al., 2012).
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Os resultados do teste da determinagdo granulométrica dos pos de
Passiflora edulis Sims e o histograma de distribuicdo granulométrica estéo

apresentados na Tabela 3 e no Grafico 1.

Tabela 3 — Frequéncias percentuais e tamanho médio das particulas na andlise granulométrica das
folhas de P. edulis Sims

N° do tamis Aberturade malha  Massade pés retidos  Fracéo retida
(ABNT/ASTM) (um) 9) (%)
0 0 9,91 + 3,09 5,47 +0,84
120 125 13,18 £ 2,55 8,78+ 1,70
100 150 19,31 + 1,05 12,87 + 0,69
80 180 22,68 £ 0,84 15,11 £ 0,56
60 250 45,38 £ 0,45 30,25 £ 0,30
45 355 39,33 +3,42 26,21 + 2,28
25 710 0,23+ 0,03 0,15+ 0,02
dmedio (MM) 226 +7,81

Fonte: Do Autor

Grafico 1 — Histograma de distribuicdo granulométrica
das folhas de Passiflora edulis Sims
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Os resultados mostram que as particulas do material vegetal encontram-
se predominantemente distribuidas no tamis com abertura de malha de 250 um,
representando cerca de 30% de todo material. Dessa forma, segundo a
Farmacopeia Brasileira (2010), classificamos o p6 das folhas de Passiflora edulis
Sims como sendo p6 moderadamente grosso.

Além disso, o didmetro médio de particula do p6 das folhas, calculado

conforme Equacéo 8, foi de 226 + 7,81 um.

5.3 Analise quantitativa do teor de polifendis totais

A composicdo quimica de extratos secos de folhas de Passiflora edulis
Sims tem sido extensamente estudada, relatando-se a presenca de alcaloides,
saponinas e principalmente compostos fendlicos (MULLER et al., 2005; PEREIRA et al.,
2004).

Dessa forma, determinou-se, no presente estudo, a concentracdo de
fenois totais presentes no extrato seco através do meétodo de Folin-Ciocalteu
utilizando acido galico como padrdo (Gréafico 2), cujo resultado encontra-se na
Tabela 4.

Gréfico 2 — Curva analitica do acido galico
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Tabela 4 — Contetudo de polifendis totais (PT) do extrato
seco das folhas de P. edulis Sims

Extrato PT (g EAG/100 g de extrato)

Extrato seco 4,67 (0,115)

Fonte: Do Autor

Legenda: Resultados expressos em média e desvio
padréo, realizados em triplicata. PT = polifenois
totais; EAG = equivalente de &cido galico.

O principio do método de Folin-Ciocalteu se baseia na agéo redutora dos
compostos fendlicos que ao interagirem com o acido fosfotungstico-molibdico levam
a formacéo do complexo azul de molibdénio (IKAwA et al., 2003).

Os compostos fendlicos sdo substancias que possuem um anel aroméatico
com um ou mais grupos hidroxilas como substituinte. Nos vegetais, esses
compostos constituem um grupo quimicamente heterogéneo, com aproximadamente
dez mil compostos. Dentre esses, alguns sdo solUveis apenas em solventes
organicos, enquanto outros, como acidos carboxilicos e glicosideos, sdo soluveis em
adgua (ROCKENBACH et al., 2008; Su et al., 2007).

Os polifendis podem agir como antioxidantes através de sua acdo como
sequestrante de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio e quelantes de ions de
metais de transicdo in vitro (RUDNICKI et al., 2007).

Entre os compostos com agao redutora que poderiam estar presentes nas
amostras de extrato seco de Passiflora edulis Sims analisadas neste estudo
podemos destacar alguns flavonoides tais como, orientina, isoorientina, vitexina,

isovitexina, quercetina e rutina (MEDEIROS; KANIS, 2010).

5.4 Andlise por FIA-ESI-MS

Além da quantificacéo do teor de polifendis do extrato seco das folhas de
P. edulis, também foi realizada analise da composicdo quimica do extrato
empregando a técnica de espectrometria de massas com insercao direta da amostra

tendo como modo de ionizagao o electrospray (FIA-ESI-MS). O principal objetivo
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dessa analise foi obter informacdes de forma rapida e direta sobre a constituicdo
quimica do extrato, sem a necessidade de etapas de separacdes cromatogréficas.

A Figura 4 mostra o espectro full-scan, no modo negativo, evidenciando
os ions precursores das moléculas desprotonadas [M-H] do extrato seco das folhas
de P. edulis. Os ions MS 447, 431, 325, 311, 195 e 133 foram obtidos e analisados
por MS/MS para obtencdo dos fragmentos correspondentes aos seus ions

precursores (Tabela 5).

Figura 4 — Espectro de massas full-scan do extrato seco das folhas de P. edulis analisado em modo
negativo. Faixa de aquisi¢cdo de dados m/z 100-700 Da.
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Tabela 5 — Caracterizacdo por FIA-ESI-MS/MS do
extrato seco das folhas de P. edulis

Composto MS (m/z) MS/MS (m/z)

1 447 327, 357, 381
2 431 341, 325; 311
3 325 183

4 311 183

5 195 -

6 133 -

Fonte: Do Autor
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Desta forma, a andlise do extrato seco das folhas de P. edulis por FIA-
ESI-MS/MS sugere a presenca de seis compostos (Figura 5) de acordo com o
conjunto de dados fornecidos pelo espectro de massas e por estudos anteriores

segundo Cuyckens e Claeys (2004).

Figura 5 — Estrutura dos possiveis compostos presentes no extrato seco das folhas de P. edulis.
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A andlise do espectro de segunda-ordem do ion precursor m/z 447
apresentou os fragmentos m/z 327, 357 e 381 (Figura 6). Apds a analise dos dados
e comparacao com a literatura, sugerimos a presenca da molécula correspondente a
[M-H] da isoorientina (1).
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Figura 6 — Espectro de segunda-ordem do ion precursor m/z 447 utilizando 20 eV de energia de
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A analise do espectro de segunda-ordem do ion precursor m/z 431
apresentou os fragmentos m/z 341, 325 e 311 (Figura 7). ApGs a analise dos dados
e comparacao com a literatura, sugerimos a presenca da molécula correspondente a
[M-H] da isovitexina (2).

Figura 7 — Espectro de segunda-ordem do ion precursor m/z 431 utilizando 20 eV de energia de
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A andlise do espectro de segunda-ordem do ion precursor m/z 325
apresentou o fragmento m/z 183 (Figura 8). ApoOs a analise dos dados e comparacao
com a literatura, sugerimos a presenca da molécula correspondente a [M-H] de uma

cumarina C-glicosilada (3).

Figura 8 — Espectro de segunda-ordem do ion precursor m/z 325 utilizando 20 eV de energia de
colisédo
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A andlise do espectro de segunda-ordem do ion precursor m/z 311
apresentou o fragmento m/z 183 (Figura 9). Apos a analise dos dados e comparacao
com a literatura, sugerimos a presenca da molécula correspondente a [M-H] de uma

cumarina C-glicosilada (4).
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Figura 9 — Espectro de segunda-ordem do ion precursor m/z 311 utilizando 20 eV de energia de
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Através da andlise dos dados fornecidos pelo espectro de massas do ion

precursor m/z 195 e de comparacdo com a literatura, sugerimos a presenca da

molécula correspondente a da [M-H] de uma aglicona (5) (Figura 10).

Figura 10 — Espectro de segunda-ordem do ion precursor m/z 195 utilizando 25 eV de energia de
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Através da andlise dos dados fornecidos pelo espectro de massas do ion
precursor m/z 133 e de comparacdo com a literatura, sugerimos a presenca da

molécula correspondente a da [M-H] de uma aglicona (6) (Figura 11).

Figura 11 — Espectro de segunda-ordem do ion precursor m/z 133 utilizando 25 eV de energia de
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Com os resultados obtidos neste trabalho, foi possivel sugerir, sem
necessidade de isolamento, a presenca de seis compostos no extrato seco das
folhas de P. edulis, considerando seus padrdes de fragmentacdes e comparando-o0s
com os dados existentes na literatura.

Dentre esses compostos, isoorientina e isovitexina (Figuras 5.1 e 5.2,
respectivamente) sdo os principais relatados na espécie P. edulis, apresentando
diversas atividades biolégicas (PETRY et al., 2001; ZucoLoTTo et al., 2012).

Estudos in vitro mostram que a isoorientina, assim como luteolina e outros
C-glicosideos derivados da luteolina, sd@o capazes de inibir a sintese de
tromboxanos e leucotrienos (ODONTUYA; HOULT; HOUGHTON, 2005). Ha também
estudos in vivo que demonstram atividade da isoorientina sobre o edema de pata de

camundongos induzido por carragenina (KUEPELI et al., 2004).
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Em relacdo a isovitexina, estudos mostram que essa substancia causa a
inibicdo da expressdo de mRNA da oxido nitrico sintase indutiva de macrofagos
(RAW 264.7) ativados por LPS (LIN et al., 2005).

Em relacdo as cumarinas (Figuras 5.3 e 5.4), estudos mostram que esses
compostos possuem potentes propriedades antioxidantes por inibirem a peroxidagéo
lipidica e a geragéo de O,", além de interagirem com EO e serem capazes de inibir a
sintese de tromboxanos e leucotrienos (KANEKO et al., 2003).

Além disso, as agliconas derivadas de acidos fendlicos (Figuras 5.5 e 5.6)
também possuem potentes propriedades antioxidantes. Muitos desses compostos
sdo largamente utilizados na conservacdo de alimentos lipidicos, substituindo
antioxidantes sintéticos, por aumentarem a vida 0til de muitos produtos entre 15 e
200% (SOARES, 2002).

5.5 Recrutamento e viabilidade de neutrofilos peritoneais

Apés inducdo da inflamacdo com injecdo de carragenina via
intraperitoneal, os neutrdéfilos foram obtidos por lavagem e o nimero de células

recrutadas esté representado no Gréfico 3.

Grafico 3 — Efeito dos diferentes tratamentos sobre o recrutamento
de neutréfilos peritoneais
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Legenda: Os resultados representam a média e o desvio padrao de
10 determinagfes. S = salina; C = carragenina; D =
dexametasona 5 mg/kg; E5, E50 e E300 = extrato nas
doses de 5, 50 e 300 mg/kg, respectivamente. Letras
diferentes indicam diferenca estatistica (p < 0,05).
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A viabilidade celular, avaliada pelo teste de excluséo por azul de Tripan
para obtencdo de 100% de células viaveis em todas as analises, foi maior/igual que
95% em todos 0s grupos.

Conforme esperado, o tratamento com dexametasona foi capaz de reduzir
significativamente o numero de neutrdéfilos recrutados para o local da inflamacéo,
obtendo-se resultados similares aos do grupo salina. ISso acontece porque esse
medicamento pertence a classe dos glicocorticoides, conhecidos por seus efeitos
anti-inflamatoérios e imunossupressores. Dentre as acdes da dexametasona destaca-
se a repressdo, caracterizada pela diminuicdo da saida de neutréfilos dos vasos
sanguineos para os sitios inflamatérios devido a transcricdo diminuida de fatores de
adesao celular e de citocinas proé-inflamatérias (RANG et al., 2003).

Em relacdo as diferentes doses testadas do extrato de P. edulis, podemos
considerar que o extrato € antiquimiotatico, ja que sua administracdo diminuiu
significativamente o nimero de neutrdéfilos recrutados para o foco inflamatorio.

Diversos estudos demostram que, embora o liquido extrator utilizado seja
diferente, o extrato aquoso das folhas de P. edulis também €é capaz de diminuir o
recrutamento de neutréfilos em modelo de pleurisia induzida por carragenina em
camundongos (BENINCA et al., 2005; MONTANHER et al., 2007; VARGAS et al., 2007).
Dessa forma, podemos sugerir que 0S compostos presentes tanto no extrato
hidroetandlico quanto no extrato aquoso séo capazes de diminuir o recrutamento de
neutroéfilos para o foco inflamatario.

Os resultados da avaliagéo da viabilidade celular pela reducéo do sal de
MTT estdo apresentados no Gréfico 4 e mostram que o tratamento com o extrato
seco das folhas de P. edulis ndo foi capaz de alterar a viabilidade de neutrofilos

peritoneais de ratos nos tempos avaliados.
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Gréafico 4 — Viabilidade de neutrdfilos peritoneais de ratos submetidos aos diferentes
tratamentos
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Legenda: Os resultados representam a média e o desvio padrdo de uma analise realizada
em triplicata. S = salina; C = carragenina; D = dexametasona; 5 mg/kg; E5, E50
e E300 = extrato nas doses de 5, 50 e 300 mg/kg, respectivamente.

5.6 Producdo de EO e atividade do sistema NADPH oxidase

A influéncia do extrato seco das folhas de P. edulis sobre a producédo de
EO pelos neutréfilos foi analisada por meio da técnica de quimioluminescéncia
dependente de luminol. Durante o ensaio, o luminol interage com as EO formadas
durante o burst respiratério formando o &nion aminoftalato (eletronicamente
excitado) que, ao retornar ao seu estado basal, emite luz (MARTINS, 2013).

Como ativador dos neutrofilos, foi utilizado o PMA, uma substancia
sintética conhecida por sua a¢do promotora de tumores. Ele ativa o burst respiratério
nos neutrofilos sem se ligar a um receptor de membrana, mimetizando o
diacilglicerol, um ativador fisiolégico da proteina quinase C que esta diretamente
relacionada com os mecanismos de degranulacéo e producdo de EO (DECOURSEY;
LIGETI, 2005).

Os resultados obtidos (Gréafico 5) mostram que o tratamento com o extrato
seco das folhas de P. edulis diminuiu significativamente a produgéo de EO pelos

neutrofilos, principalmente na dose de 300 mg/kg.
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Gréfico 5 — Efeito dos diferentes tratamentos sobre a producéo
de EO em neutréfilos
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Legenda: Os resultados representam a média e o desvio
padrdo de 6-8 determina¢des obtidas pela oxidagcéo
do luminol 1 mM por neutréfilos peritoneais de ratos
(1 x 10° células viaveis por teste). S = salina; C =
carragenina; D = dexametasona 5 mg/kg; E5, E50 e
E300 = extrato nas doses de 5, 50 e 300 mg/kg,
respectivamente. Letras  diferentes  indicam
diferenca estatistica (p < 0,05).

As EO atuam como mediadores fisiolégicos de respostas celulares e
reguladores de expressado génica, exercendo importante papel no controle da
resposta imune. No entanto, o desequilibrio entre a producdo de EO e as defesas
antioxidantes pode levar ao estresse oxidativo, que por sua vez tem sido
considerado um importante fator patolégico em doencas neurodegenerativas e
autoimunes, bem como em doencgas metabolicas, cancer e envelhecimento (SEFORA-
SousA; DE ANGELIS-PEREIRA, 2013).

Tendo em vista os resultados obtidos na analise dos fito-constituintes do
extrato em estudo, bem como dados de estudos anteriores que demonstraram que 0
extrato hidroetandlico seco das folhas de P. edulis apresentou uma significativa
atividade sequestrante de radicais DPPH (MARTINS, 2013), os resultados observados
no presente estudo poderiam ser atribuidos a presenca de compostos fendlicos
neste extrato. Nesse sentido, diversos mecanismos tém sido propostos para justificar
a acdo de antioxidantes sobre o processo inflamatdério, entre os quais destacam-se a
modulacdo da atividade de determinados fatores de transcri¢cdo, levando a reducao

da expressao de citocinas inflamatérias e de moléculas de adesédo, bem como ao
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aumento da atividade de enzimas antioxidantes (SEFORA-SOUSA; DE ANGELIS-
PEREIRA, 2013).

Como o teste de quimioluminescéncia quantifica a producéo de diferentes
oxidantes, realizou-se 0 ensaio de reducdo do citocromo C, o qual quantifica
especificamente a producdo de O," pelo sistema NADPH oxidase. Como mostram
os resultados apresentados no Gréfico 6, o tratamento com o extrato seco das folhas

de P. edulis ndo foi capaz de alterar a producéo de O,".

Grafico 6 — Efeito dos diferentes tratamentos sobre a producédo de
0," pelo sistema NADPH oxidase
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Legenda: Os resultados representam a média e o desvio padrao de
6-8 determinacdes obtidas pela reducéo do citocromo C
100 uM por neutréfilos peritoneais de ratos (2 x 10°
células viaveis por teste). S = salina; C = carragenina; D
= dexametasona 5 mg/kg; E5, E50 e E300 = extrato nas
doses de 5, 50 e 300 mg/kg, respectivamente. Letras
diferentes indicam diferenca estatistica (p < 0,05).

A discrepancia entre os resultados obtidos por meio da técnica de
guimiluminescéncia e da técnica que utiliza como principio a reducéo do citocromo C
pode ser justificada pelo fato de que a quimioluminescéncia dependente de luminol
ndo detecta somente O,". Tem sido relatado que ONOO™ e ‘OH, assim como HOCI,
também podem oxidar o luminol, contribuindo para a emissdo de luz em sistema
celular (MYHRE et al., 2003).

Dessa forma, os dados apresentados mostram que o extrato seco das
folhas de P. edulis ndo alterou a ativagcéo do sistema NADPH oxidase, mas interferiu

na formacéo de subprodutos gerados a partir da ativagao desse complexo.
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5.7 Producao de HOCI

Durante o processo inflamatério, além da producdo de EO pelos
neutrofilos, ocorre também a degranulacdo enzimatica, que juntos completam a
bateria microbicida para a atividade de defesa desempenhada por essas células.
Dentre as enzimas liberadas esta a MPO.

Com o intuito de verificar o efeito do extrato seco das folhas de P. edulis
sobre a producédo efetora dos neutrdéfilos independente de oxigénio, a producédo de
HOCI avaliada através do ensaio de oxidacdo do TNB esta apresentada no Grafico 7
e os resultados obtidos mostram que houve diminuigdo da produgdo de HOCI nos
grupos de animais tratados com extrato quando comparado ao grupo carragenina,

sendo este efeito dose dependente.

Grafico 7 — Efeito dos diferentes tratamentos sobre a produc¢éo de HOCI
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Legenda: Os resultados representam a média e o desvio padrao de 5-6
determinacdes obtidas pela oxidacdo do TNB 200 pM por
neutrofilos peritoneais de ratos (3 x 10° células viaveis por
teste). S = salina; C = carragenina; D = dexametasona 5
mg/kg; E5, E50 e E300 = extrato nas doses de 5, 50 e 300
mg/kg, respectivamente. Letras diferentes indicam diferenca
estatistica (p < 0,05).

Tem sido demonstrado que, em neutrofilos, a emissdo de luz na presenca
de Iluminol pode ser altamente influenciada pelo sistema MPO-H,0,-HOCI
(DAHLGREN; KARLSSON, 1999). De acordo com Bylund et al. (2010), neutroéfilos

deficientes em MPO apresentam uma resposta reduzida nessa técnica, sendo esta,
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portanto, dependente da enzima MPO. Além disso, a resposta do neutréfilo a um
estimulo soluvel, como o PMA, converte uma alta taxa do oxigénio consumido no
burst respiratorio (valores entre 28-72%) para producdo de HOCI (KLEBANOFF et al.,
2013). Assim, os resultados da producdo de HOCI condizem com os resultados
obtidos no teste de quimioluminescéncia dependente de luminol (Grafico 5) e
sugerem que a acao do extrato em estudo poderia estar relacionada a uma possivel
modulacdo da atividade de MPO em neutréfilos de animais tratados com
carragenina.

Estudos demonstram que o extrato aquoso das folhas de P. edulis é
capaz de diminuir a atividade da enzima MPO (BENINCA et al., 2007; MONTANHER et
al., 2007; VARGAS et al.,, 2007). Entretanto, nesses estudos, a atividade dessa
enzima é utilizada como um marcador da migracao de neutrofilos. Como 0s mesmos
autores obtiveram um decréscimo no numero de células recrutadas, era de se
esperar que a atividade de MPO também estivesse diminuida.

Por outro lado, Zeraik et al. (2011) demonstraram que o0 extrato das
cascas do fruto de P. edulis sdo mais eficazes em inibir a atividade de MPO que o
extrato da polpa do fruto. Além disso, nesse estudo, o0s autores também
demonstraram que o composto isoorientina, presente em maior concentragdo na
casca do que na polpa do fruto do maracuja, também é capaz de inibir a atividade de
MPO, seja por fixacdo ao sitio ativo da enzima ou de um aminoacido da estrutura
proteica, ou ainda, por alteracdo da estrutura da enzima.

A analise por espectro de massas do extrato seco das folhas de P. edulis
também demonstrou a presenga do composto isoorientina (Figura 6). Desta forma,
como observamos uma diminuicdo na producdo de HOCI de uma maneira dose
dependente, podemos sugerir que essa atividade estaria relacionada com a

presenca de isoorientina no extrato em estudo.

5.8 Atividade das enzimas antioxidantes SOD, CAT e GPx

No presente trabalho, analisamos as atividades das enzimas SOD, CAT e

GPx em neutrdfilos, consideradas as principais enzimas do sistema de defesa

antioxidante enzimatico.
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Os resultados apresentados no Grafico 8 mostram que houve um
aumento da atividade de SOD em neutrofilos de animais tratados com carragenina,
porém o tratamento com o extrato seco das folhas de P. edulis ndo foi capaz de
alterar a atividade dessa enzima, nas células analisadas. Considerando que a SOD
atua na primeira linha de defesa contra a producdo de O, pelo sistema NADPH
oxidase, estes resultados corroboram com os dados apresentados no Grafico 6, no

gual observamos que o tratamento com o extrato nao alterou a producgédo de O;".

Grafico 8 — Efeito dos diferentes tratamentos sobre a
atividade de SOD
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Legenda: Os resultados representam a média e o desvio
padrdo de 5-6 determinagfes. S = salina; C =
carragenina; D = dexametasona 5 mg/kg; E5,
E50 e E300 = extrato nas doses de 5, 50 e
300 mg/kg, respectivamente. Letras diferentes
indicam diferenca estatistica (p < 0,05).

As enzimas CAT e GPx atuam em conjunto com SOD para manter os
niveis de H,0O, resultante da dismutacdo do O,". Essa dismutacdo facilita a
distribuicdo de H,O, através da difusao celular (ja que o O,", por possuir uma carga
negativa, € impermeavel a membrana), reduzindo seus efeitos pela acdo das
enzimas catalisadoras de H,O,, como CAT e GPx. Por outro lado, se as acbes
dessas enzimas antioxidantes ndo estdo orquestradas, ha uma producao
exacerbada de H,0, pela atividade da SOD, o que facilitaria a producdo de ‘OH e
seus consequentes danos (JOHNSON; GiuLivi, 2005).

Para remocé&o dos niveis de H,0,, a enzima CAT desempenha um papel

importante nos peroxissomos, organelas em que esta localizada, enquanto GPx
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possui uma atividade importante no citosol (ANTUNES; HAN; CADENAS, 2002).
Contudo, conforme apresentado por Halliwell e Gutteridge (2007, p. 123), “o H,O,
produzido em qualquer lugar da célula poderia se difundir para os peroxissomos
para ser removido (...). Entretanto, humanos e animais podem sobreviver sem CAT
e camundongos sem GPx”. Isso demostra a importante interacdo entre essas duas
enzimas para o controle dos niveis de H,0.

Os resultados apresentados nos Graficos 9 e 10 mostram,
respectivamente, uma reducdo na atividade de CAT e GPx em neutréfilos de
animais tratados com carragenina em comparagcdo aos animais do grupo tratado
com solucéo salina. Porém, o tratamento com o extrato seco das folhas de P. edulis
levou a reducdo da atividade de CAT e ao aumento da atividade de GPx em

neutroéfilos de ratos quando comparados ao grupo de animais tratados apenas com

carragenina.

Grafico 9 — Efeito dos diferentes tratamentos sobre a
atividade de CAT
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Legenda: Os resultados representam a média e o desvio
padrdo de 5-6 determinacdes. S= salina; C =
carragenina; D = dexametasona 5 mg/kg; E5,
E50 e E300 = extrato nas doses de 5, 50 e
300 mg/kg, respectivamente. Letras diferentes
indicam diferenca estatistica (p < 0,05).
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Grafico 10 — Efeito dos diferentes tratamentos sobre a
atividade de GPx

700

a
a
600 T a
I
5004 b
©
s |
-é 400 l
Q
jo2) ¢ c
£ 300 T
=) I T
g
& 200+
100
0 T
S c D E5 E50 E300

Fonte: Do Autor

Legenda: Os resultados representam a média e o desvio
padrdo de 5-6 determinac¢des. S= salina; C =
carragenina; D = dexametasona 5 mg/kg; E5,
E50 e E300 = extrato nas doses de 5, 50 e
300 mg/kg, respectivamente. Letras diferentes
indicam diferenca estatistica (p < 0,05).

Estudo realizado por Krych e Gebicka (2013) mostrou que os flavonoides
sdo capazes de inibir a atividade de CAT de figado bovino in vitro. O efeito inibidor
desses compostos deve-se, em parte, aos grupos hidroxilas presentes nessas
moléculas. A formacdo de ligacdes de hidrogénio entre a enzima CAT e o0s
flavonoides causa uma mudanca conformacional da estrutura dessa enzima, o que
impede a reacao de H,O, com o grupamento heme da CAT.

A diminuicdo da atividade de CAT observada, principalmente, na dose de
300 mg/kg de P. edulis resultaria em um acumulo de H,O, nos neutrdfilos. Isso
poderia favorecer a formacdo de ‘OH, uma espécie altamente reativa e danosa,
formada através da reacdo de H,O, com fons Fe?" (reacdo de Fenton), conforme
mostrado no esquema da Figura 12. O 'OH é a EO mais deletéria ao organismo,
pois, devido a sua meia-vida muito curta, dificilmente pode ser sequestrado in vivo.
Sua reacdo ocorre assim que ele é formado, causando danos ao DNA, RNA,
proteinas, lipidios e membranas celulares (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007; LUBOS;
LOsSCALzO; HANDY, 2011).

Portanto, o aumento nos niveis de H,O, representa um estado de

estresse oxidativo, podendo se tornar um risco a célula. Um mecanismo de
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compensacdo da diminuicdo da atividade de CAT (Gréfico 9) seria o aumento da
atividade de GPx (Grafico 10).

Figura 12 — Modelo esquemético do efeito do extrato sobre o metabolismo oxidativo
de neutrdfilos
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A GPx é considerada uma das enzimas mais efetoras em reduzir o
estresse oxidativo pela conversdao de GSH em GSSG com a concomitante reducao
de H,0O, e peroéxidos organicos (LuBoS; LoscALzO; HANDY, 2011). Como essa enzima
também utiliza perdxidos organicos como substrato (representados pela sigla ROOH
no modelo da Figura 12), o aumento na atividade de GPx pode ser relacionado a
diminuicdo da peroxidagéo lipidica.

O dano oxidativo a lipidios € um processo complexo que envolve a
interacdo de espécies reativas com acidos graxos poli-insaturados das membranas
celulares, resultando na formacdo de hidro ou lipoperoxidos. Essas espécies sao
altamente reativas e podem dar inicio a uma cascata oxidativa, que resulta em
desorganizacao estrutural e consequente perda da seletividade das membranas,
podendo levar a morte celular (TSANG; CHUNG, 2009).

Souza et al. (2012) demonstraram reducdo da peroxidacdo lipidica no
plasma de ratos Wistar que receberam suco de maracuja duas vezes por dia durante

28 dias. Além disso, estudo realizado por Silva et al. (2013) demonstrou que o
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extrato aquoso das folhas de P. edulis foi capaz de reduzir a peroxidacao lipidica no
figado em 20% em relacdo ao grupo controle. Dessa forma, observa-se que 0s
compostos presentes tanto nas folhas quanto no fruto do maracuja sao importantes
para neutralizar os danos causados pela peroxidacéo lipidica.

Outra forma importante de eliminacdo do excesso de H,O, € através da
acdo da enzima MPO, utilizando-o como substrato para producdo de HOCI.
Conforme apresentado no Grafico 7, a atividade de MPO reduziu de acordo com o
aumento da dose do extrato seco das folhas de P. edulis.

Dessa forma, podemos sugerir a seguinte hipotese em relagédo ao efeito
do extrato sobre as atividades das enzimas CAT, GPx e MPO: a inibigdo da enzima
CAT resultaria em aumento dos niveis de H,O, que, por sua vez, induziria uma
resposta adaptativa levando ao aumento da atividade de GPx para sua eliminagao
(Figura 12). Se a regulagdo sobre a enzima GPx for suficiente para reduzir o
substrato da MPO, esta acéo contribuiria para a diminuicdo da produgéo de HOCI.

Por outro lado, como mencionado anteriormente, Zeraik et al. (2011)
demonstraram que a isoorientina é capaz de inibir a atividade de MPO. Dessa forma,
outra hipotese sobre a acdo do extrato seco das folhas de P. edulis seria a inibicdo
das enzimas MPO e CAT, o que resultaria no aumento dos niveis de H;0; e,
portanto, modulagéo da atividade da enzima GPx. Entretanto, para confirmagéo de
tais hipoteses, novos estudos sao necessarios.

De uma forma geral, como as EO podem potencializar o processo
inflamatorio, nossos resultados sugerem que o potencial anti-inflamatério do extrato
seco das folhas de P. edulis Sims poderia estar relacionado ndo somente a
diminuicdo do recrutamento de neutréfilos como também a modulacdo do
metabolismo oxidativo dessas células. Dessa forma, o extrato ajudaria a prevenir a

permanéncia do processo inflamatério.
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6 CONCLUSOES

Diante dos resultados obtidos no presente estudo com o extrato seco das

folhas de P. edulis, podemos observar que:

a)

b)

f)

A andlise por espectro de massas sugeriu a presenca de seis
compostos, dentre eles isoorientina e isovitexina, principais
constituintes dessa espécie;

O extrato reduziu o recrutamento de neutréfilos para o foco
inflamatoério;

O extrato ndo interferiu na viabilidade de neutrofilos peritoneais de
ratos;

O extrato ndo alterou a ativacdo do sistema NADPH oxidase, mas
apresentou atividade antioxidante modulando os subprodutos
formados a partir da ativacdo desse sistema,;

O extrato reduziu a atividade da enzima MPO, refletida pela
diminuicéo da producgéo de HOCI;

O extrato modulou a resposta de enzimas antioxidantes reduzindo a
atividade de CAT, aumentando a atividade de GPx e n&o alterando a
atividade de SOD.
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