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Resumo - A asma é uma doenca inflamat6ria cronica pulmonar caracterizada por hiperreatividade das vias
aéreas. Tradicionalmente a utilizagdo de produtos naturais é considerada uma grande fonte para
descobertas de novos agentes terapéuticos, dentre as diversas classes de compostos podemos citar 0os
flavondides. Este estudo teve o objetivo de analisar a acdo farmacolégica dos flavon6ides Rutina e
Quercetina através do modelo experimental de hiperreatividade pulmonar induzido com LPS. Foram
utilizados 35 camundongos da linhagem Balb/c, os quais foram separados em cinco grupos. O processo
inflamat6rio foi induzido pela instilacdo de LPS e antes deste procedimento, 2 grupos receberam tratamento
com flavonoides, 1 com corticdide e 2 com salina. Apés 24 horas, foi coletado o LBA dos animais e
realizada a contagem total de células inflamatérias. Os dados foram analisados por meio do teste
estatistico. Observamos que os grupos desafiados pelo LPS e tratados com os flavonoéides tiveram reducao
do numero de células totais no LBA. Concluimos que a utilizacéo destes flavonoéides isolados pode possuir
atividades antiinflamatorias, sugerindo assim suas potencialidades para fins terapéuticos.
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Introducéo

A asma brénquica pode ser definida como uma
doenga inflamatoria crbnica caracterizada por
obstrucdo variavel e reversivel da via aérea e
hiperreatividade brénquica (DALCIN; PERIN,
2009). Acomete cerca de 5% da populacdo adulta
mundial. No Brasil, é a quarta causa de
internacdes e responsavel por 2,6% das visitas em
postos de emergéncias da rede publica
(BRANDAO et al., 2009).

Observa-se que na asma O processo
inflamatério € um dos principais fatores de
complicacdo, pois ocasiona alteracbes do fluxo
sanguineo (vasodilagdo com o aumento da
permeabilidade das vénulas, extravasamento de
fluidos, formacé&o do edema), além da migracao de
células inflamatdrias neutrofilos, células
dendriticas, mondécitos/macrofagos, linfocitos e
principalmente eosinéfilos (POBER; SESSA,
2007).

Para o asmatico os corticosteroides podem ser
considerados como o pilar terapéutico do
tratamento, pois propicia alivio rapido e direto dos
sintomas, porém como todo farmaco sintético, os
corticoides apresentam uma vasta lista de efeitos

colaterais como: supressao adrenal,
desmineralizacéo 0ssea, alteracdes do
metabolismo dos carboidratos, reducéo linear do
crescimento infantil, distirbios comportamentais,
alteracdes no metabolismo hidrossalino, edema,
hiperglicemia entre outros (CORREA; MELO;
COSTA, 2008).

A utilizacdo de produtos naturais € uma grande
fonte para descobertas de novos agentes
terapéuticos, entre eles podemos citar o0s
flavonoides (OLIVEIRA et al; 2010). Os
flavonoides pertencem a uma classe de
compostos fenolicos e sédo encontrados em
diversas fontes vegetais, como frutas, graos,
flores, folhas e sdo capazes de atuar como
imunomoduladores, antiinflamatérios, antivirais,
bactericidas, hepatoprotetores, gastroprotetores e
antioxidantes (GUARDIA et al.; 2001).

Assim,  esperou-se analisar a acéo
farmacoldgica dos flavondides Hidrato de Rutina e
Dihidrato de Quercetina através do modelo
experimental de hiperreatividade pulmonar
induzido com lipopolissacarideo (LPS) de
Escherichia coli em camundongos asmaticos.
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Metodologia

Para consecucdo dos objetivos propostos
deste trabalho, optou-se por um estudo
experimental. Todos os procedimentos seguiram
as normas estabelecidas pelo Colégio Brasileiro
de Experimentacdo Animal (COBEA/91) e foram
aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa
(CEP) da Universidade do Vale do Paraiba,
protocolo n° A059/2009/CEP.

Foram utlizados 35 camundongos da
linhagem Balb/c, fémeas, adultas jovens, pesando
24g + 2g, provenientes do biotério do Centro
Multidisciplinar para Investigacdo Biol6gica da
Universidade de Campinas (CEMIB-UNICAMP) e
alojados no biotério do Laboratério de Fisiologia e
Farmacodindmica do Instituto de Pesquisa e
Desenvolvimento da Universidade de Vale do
Paraiba, em condi¢cbes de ciclo claro e escuro
(12h) e ragédo e agua ad libitum. Apds o periodo de
adaptacdo dos animais, 0os mesmos foram
separados aleatoriamente em 5  grupos
experimentais, sendo: controle salina estéril (n =
7); LPS (n=7); LPS +D (n=7); LPS+ R (n=7) e
LPS + Q (n=7).

Trinta minutos antes da instilacdo de LPS, os
animais do grupo LPS+R e LPS+Q receberam
respectivamente as substancias isoladas, Hidrato
de Rutina (15 mg/kg) e Dihidrato de Quercetina
(15mg/kg) (Sigma®) via i.p. diluidos em volume
constante de 100ul de salina estéril. O grupo LPS
+ D, recebeu dexametasona na dose 5mg/kg por
via i.p. diluidos em 100ul de salina estéril. Os
grupos Controle e LPS também receberam por via
i.p. 100ul de salina estéril (0,9%). Apos trinta
minutos, os animais dos grupos LPS, LPS+D,
LPS+R e LPS+Q sob anestesia inalatoria
(halotano), receberam o LPS de Escherichia coli
por instilagdo via intranasal, com auxilio de uma
micropipeta automatica de 100 pl, na dose de 0,5
mg/kg, diluidos em 60 pl de solugéo salina estéril
(0,9%). E o grupo controle seguindo o mesmo
procedimento recebeu a mesma quantidade de
solucao salina estéril (0,9%). Vinte e quatro horas
apos a administracdo i.n. de LPS ou salina estéril
(0,9%), os animais foram  previamente
analgesiados com Xilasina (40mg/kg i.p.) em
seguida anestesiados com Ketamina (50mg/kg,
i.p.). Ap6s a confirmacdo do plano anestésico,
cada animal foi posicionado na mesa cirdrgica,
onde foi realizada uma pequena incisédo
longitudinal na regido anterior do pesco¢o do
animal. Os tecidos adjacentes foram divulsionados
e abatidos até que a traquéia ficasse exposta,
guando entdo se realizou uma incisdo transversal
entre dois anéis fibrosos para que se pudesse
introduzir uma céanula de traqueostomia para
coleta do lavado broncoalveolar (LBA). Em
seguida realizou-se 3 lavagens sucessivas com
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0,5 ml de solucdo tampéo fosfato (PBS),
totalizando 1,5ml. Do volume recuperado (aprox. 1
ml) do LBA, 20 ul de cada amostra foi utilizado
para contagem total de células inflamatorias, os
quais foram diluidos em 380 pl de solugao de Turk
(0,2% de cristal de violeta em 30% de acido
acético), para determinar o numero total de células
presentes, sendo a contagem feita em camara de
Neubauer, através do emprego de um microscépio
Optico Nikon® OLYMPYS CH30 sob aumento de
400 vezes.

Analise estatistica

Para todos os dados obtidos foram realizados
calculos de média e erro padrao da média. As
diferencas entre os grupos foram analisadas
utilizando-se o teste de variancia ANOVA com poés
teste de TURKEY-KRAMER para comparacao
multipla onde foram considerados significativos
qguando p < 0,05.

Resultados

Na figura | podemos observar os resultados
obtidos do experimento, e verificar a acao do LPS
e/ou administracdo aguda dos flavonéides Rutina
e Quercetina sobre a migracdo inflamatéria no
LBA de camundongos (contagem total).
Observou-se que no grupo LPS houve aumento
significativo da migracdo celular em relagdo ao
grupo controle. Observamos também, que o0s
grupos desafiados pelo LPS e tratados com
hidrato de rutina (15 mg/kg), Dihidrato de
guercetina (15 mg/kg) ou dexametasona (5 mg/kg
i.p.), tiveram reducdo estatisticamente significativa
do nimero de células totais no LBA em relacéo ao
grupo LPS (p<0,001). A dose escolhida dos
flavondides rutina e quercetina em vinte quatro
horas apresentaram uma reducdo em relacdo ao
grupo LPS de 34,33% e 36,31% respectivamente
do ndmero de células totais no LBA. A
dexametasona reduziu em 65,67% o numero de
células totais no LBA.
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Figura |: Contagem total de células no lavado
broncoalveolar.Contagem total de células presentes
no lavado broncoalveolar apds 24 horas da instilagcdo do
LPS e tratados com salina (Controle e LPS) e tratados
com Dexametasona(LPS+D), Rutina (LPS+R) e
Quercetina (LPS+Q). Os dados representam a
MEDIA+EPM, n=7, # p<0,001 quando comparados com
o grupo controle; # < p 0,001 e * p<0,01 quando
comparado com o grupo LPS.

Discussao

O trato respiratorio € o principal 6rgdo que
funciona como porta de entrada no corpo para
poluentes inalados, que consequentemente sera
encaminhado até o pulm&o. Dependendo da
toxidade e da natureza do poluente, a interacdo
com as células do trato respiratério podera
desencadear uma resposta inflamatéria
(HANRDERSON, 2005).

A resposta inflamatéria enddégena do
organismo apds a exposicdo as endotoxinas
promove alteracfes diretas e indiretas nas células,
causando lesBes, alterando suas funcdes,
liberando ou ativando a cascata de mediadores
inflamatdrios (D’ACAMPORA, 2004). Estes
mediadores liberados no fluido epitelial de
revestimento podem ser detectados no lavado
broncoalveolar, que contera indicadores
citolégicos em resposta celular ao poluente
inalado (HOFFMAN, 2008).

O modelo animal induzido pela administracao
de LPS pela via intranasal (i.n.) para estudos de
inflamacdo tem demonstrado uma resposta de
influxo de células inflamatérias nos espacos
aéreos com pico variando entre 8 a 36 horas apds
inducao (RYDELL-TORMANEN; ULLER;
ERJEFALT, 2006).

Estes achados s&do descritos também no
processo de inflamacdo crénica, conforme
relatado por Douwes e colaboradores (2002), os
quais observaram um padrdo de
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hiperresponsividade das vias aéreas
caracterizadas por um macico recrutamento de
leucécitos em LBA. Corroborando desta forma
com os resultados encontrados neste trabalho o
qual apresentou um padrdo de resposta
caracteristico de uma exacerbacgéo severa, devido
o elevado nivel de leucdcitos encontrados apés 24
horas da instilacéo de LPS.

No Brasil tem se tornado comum as
pesquisas utilizando produtos naturais, sejam eles
provenientes de fitoterapicos ou compostos
isolados de uma determinada planta medicinal.
Relaciona as espécies vegetais ou seus
constituintes com as atividades antiinflamatdrias,
antimicrobiana, antitumoral, analgésica e
citotoxica, proporcionando muitas vezes alivio de
sintomas comparavel aquele obtido com
medicamentos alopaticos (HOLETZ, 2002).

A maioria dos farmacos clinicamente
significativos possui acdo poderosa para o
tratamento de varias doencas inflamatérias, como
os corticéides, porém esta classe de farmacos
apresenta varios e severos efeitos adversos
(AREND et al.,20086).

Embora a utilizagcdo de produtos naturais
seja uma pratica comum, ainda se faz necessario
a realizagdo de um maior nimero de estudos
cientificos para testar sua eficacia e limitagGes.
Além de avaliar os efeitos farmacologicos de
extratos brutos vegetais, como uma estratégia de
pesquisa para a busca de novas moléculas
(ORTHOLAND; GANESAN, 2004).

Martinez e colaboradores (2008) investigaram a
acdo do flavondide quercetina na inflamacdo e
fiborose pulmonar induzida por bleomicina e
concluiram que a quercetina exibiu efeitos
antiinflamatérios e correlacionaram parte deste
feito, pelas suas propriedades oxidantes. Do
mesmo modo, PARK e sua equipe (2008), numa
universidade da Correia, analisaram a acdo de
seis flavondéides em doencga alérgica, entre eles a
rutina e quercetina, e sugeriram que dentre as
acOes farmacolégicas destes flavonoides estavam
a acado antiinflamatéria e este mecanismo ocorreu
devido a regulacao da ativacdo dos mastécitos.

Em nosso estudo, encontramos redu¢des na
guantidade de células encontradas apés 24 horas
da inducdo do processo inflamatério, quando
tratados com a rutina e quercetina, porém a
reducdo obtida foi metade da resposta com o
tratamento de corticoide, que como ja descrito
possui agdo efetiva no processo inflamatério e
antialérgico, pois promove bloqueio precoce dos
eventos da cascata da inflamacdo. Porém néo
podemos deixar de citar que do mesmo modo que
0 corticdide apresenta sucesso no tratamento,
juntamente apresenta diversos efeitos colaterais
ndo desejaveis. Enquanto os flavondides nao
possuem este efeito, pois estas substancias sdo
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frequentemente  encontradas em  produtos
naturais, como plantas, flores, vegetais e frutas.

Concluséao

Os resultados obtidos neste estudo mostram
que os flavondides isolados rutina e quercetina
possuem constituintes ativos com atividades
antiinflamatérias, e reduziu de forma significante a
inflamacé&o pulmonar induzida pelo LPS.

Diante deste resultado sugere-se que ambos
os flavondides podem ser considerados um
potencial terapéutico no tratamento de inflamacéo
pulmonar e ainda, indica-se que futuramente seja
realizado novos experimentos, utilizando doses
maiores, com o intuito de aproximar ou igualar ao
resultado obtido com a acéo de corticoide, com a
vantagem de ndo apresentar as mesmas reacoes
adversas deste farmaco sintético.
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