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Sistemas de vetorizacao/liberacdo de extratos vegetais em modelos experimentais
de enfisema pulmonar. RAFAEL LEITE DANTAS. Orientador: Dr. Livio César
Cunha Nunes. Dissertacdo de Mestrado. Programa de Poés-graduacdo em Ciéncias
Farmacéuticas. Centro de Ciéncias da Saude. Curso de Farmacia, UFPI, 2013.

RESUMO

O enfisema pulmonar € uma patologia com caréncia de estratégias de tratamento
eficazes. Como forma de tentar reverter esse cenario, o presente trabalho teve como
objetivo desenvolver uma formulacdo a partir da Mikania glomerata Spreng para o
tratamento dessa doenca. Essa planta é amplamente utilizada no tratamento de alergias e
inflamagdes, particularmente do sistema respiratorio. O efeito do tratamento com a M.
glomerata foi avaliado em um modelo animal de enfisema. Devido a algumas
desvantagens apresentadas nos modelos de enfisema em animais, fez-se uma adaptagéo
no modelo de enfisema com papaina e, entdo, 0 comparou com o modelo de enfisema
com inalacdo de fumaca de cigarro. Os resultados dos estudos com animais
evidenciaram que o modelo de enfisema com pulverizacdo de papaina mostrou-se mais
adequado para o estudo isolado do enfisema do que o com cigarro. No modelo com
pulverizacdo de papaina foi observado um maior recrutamento neutrofilico e destruicdo
parenquimatosa e uma menor quantidade de metaplasia de células caliciformes,
deposicdo de colageno e muco. Na analise do efeito da castracdo sobre o
desenvolvimento do enfisema, ndo foram encontradas diferengas significativas. Dessa
forma, o modelo de enfisema com pulverizacdo de papaina se mostra uma ferramenta
atil, particularmente, para o estudo de lesdo proteolitica e inflamatoria. A formulagéo
para o tratamento dos animais foi desenvolvida em um Spray dryer, pois esse fornece
pds com as caracteristicas necessarias para a entrega pulmonar. No entanto, como esse
aparelho opera em altas temperaturas, uma formulacédo por liofilizacdo foi desenvolvida
para servir de parametro. Para isso, foi realizado um planejamento fatorial para avaliar a
influéncia da temperatura de entrada e da percentagem de adjuvante de secagem. Na
analise de UV, utilizou-se a cumarina como marcador. Também foi avaliado a atividade
antioxidante, pelo método de eliminacdo do radical livre 1,1-difenil-2-picrilhidrazil
(DPPHe), e a analise microbiologica dos produtos acabados. Os resultados evidenciaram
uma perda de atividade antioxidante quando a secagem foi realizada com temperatura
de entrada de 170°C e a preservacdo das caracteristicas fisicas, a longo prazo, nos
extratos secos com 30% de Aerosil®200 como adjuvante de secagem. Diante disso,
podemos concluir que o melhor método de secagem por aspersdo utiliza 30% de
Aerosil®200 e uma temperatura de entrada de 140°C. Ficou evidente, ainda, que a
preservacao do teor de cumarina no extrato seco por aspersao, se deve, provavelmente, a
microencapsulacdo promovida pelo Aerosil®200. Pdde-se constatar que a secagem por
aspersdo e liofilizacdo, mantiveram, estatisticamente, a mesma populagédo
microbiologica. A utilizagdo do extrato seco da M. glomerata no tratamento do
enfisema pulmonar mostrou-se muito eficiente, uma vez que houve uma diminuigéo
significativa no recrutamento neutrofilico e na contagem total de células. Outros
resultados evidenciaram um incremento, proporcional, no recrutamento de macrofagos
no grupo tratado com a planta, o que pode ocorrer devido a um acumulo de extrato seco
de M. glomerata no pulméo. Dessa forma, existe a necessidade de otimizar algumas
caracteristicas do extrato seco (como a biodegradabilidade) e a dose entregue sem,
contudo, afetar a eficacia de seu efeito terapéutico.

Palavras-chave: Enfisema pulmonar; Mikania glomerata; Modelos Animais;
Ovariectomia; Papaina.
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Systems of vectorization/drug delivery of plant extract in experimental models of
pulmnary emphysema. RAFAEL LEITE DANTAS. Advisor: Dr. Livio César Cunha
Nunes. Master’s dissertation. Post-Graduate Program in Pharmaceutical Sciences.
Center for Health Sciences. Pharmacy course, 2013.

ABSTRACT

Pulmonary emphysema is a disease with a lack of effective treatment strategies. In an
attempt to reverse this scenario, the present study aimed to develop a formulation from
Mikania glomerata Spreng for the treatment of this disease. This plant is widely used to
treat allergies and inflammation, particularly of the respiratory system. The effect of
treatment with M. glomerata was evaluated in an animal model of emphysema. Due to
some disadvantages of animal models of emphysema, was performed an adaptation in
the papain-induced experimental emphysema model and then compared it to the
cigarette smoke-induced emphysema model. The results of animal studies have shown
that the animal emphysema model with spraying papain was more suitable for the
isolated study of emphysema than the cigarette smoke-induced emphysema model. In
the spraying papain model was observed increased neutrophil recruitment and
parenchymal destruction and fewer goblet cell metaplasia, deposition of collagen and
mucus. Analyzing the effects of castration on the development of emphysema, no
significant differences were found. Thereby, the spraying papain model proves to be
useful, particularly for the study of proteolytic and inflammatory injury. Formulation for
the treatment of animals was performed in a spray dryer, as this equipment provides
powders with the necessary characteristics for the pulmonary delivery. However, since
this equipment operates at high temperatures, a formulation was developed by
lyophilization as parameter. For this, a factorial design was conducted to evaluate the
influence of the inlet temperature and the percentage of glidant. In the analysis of UV
was used as a marker coumarin. We also assessed the antioxidant activity by the method
of elimination of free radical 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH ¢), and
microbiological analysis of finished products. The results showed a loss of antioxidant
activity when drying was performed with inlet temperature of 170°C and long-term
preservation of the physical characteristics in dry extracts with 30% Aerosil®200 as a
glidant. Therefore, we conclude that the best method of spray drying uses 30% of
Aerosil®200 and an inlet temperature of 140°C. Besides, the preservation of the
coumarin content of the spray dried extract is probably promoted by Aerosil®200
microencapsulation. It could be observed that the spray drying and freeze drying,
remained statistically the same microbial population. The use of dry extract of M.
glomerata in the treatment of pulmonary emphysema proved to be very effective, since
was found a significant reduction in neutrophil recruitment and total cell count. Other
results showed an increase, proportionally, in the recruitment of macrophages in the
group treated with the plant, which can occur due to an accumulation of dry extract of
M. glomerata in the lung. Thus, there is a need to optimize certain characteristics of dry
extract (such as biodegradability) and the dose delivered without, however, affecting the
efficacy of therapeutic effect.

KEYWORDS: Pulmonary Emphysema; Mikania glomerata; Animal Models;
Ovariectomy; Papain.
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1. INTRODUCAO

O entendimento dos mecanismos patogénicos de uma doenca e 0 consequente
desenvolvimento de uma nova opcao terapéutica, muitas vezes, alteram as estimativas
de crescimento de uma patologia. As estimativas de crescimento da doenga pulmonar
obstrutiva cronica (DPOC), entretanto, continuam dentro do esperado. Se assim
continuar, a DPOC sera a terceira principal causa de morte no mundo em 2020
(YOSHIDA; TUDER, 2007).

Dentre os esforgos para reverter esse quadro, podemos destacar os estudos que
desenvolveram e/ou aprimoraram modelos pulmonares de enfisema em animais. Esses
modelos sdo ferramentas que possibilitam a analise de forma isolada de determinadas
vias moleculares, o que permite o melhor entendimento do complexo mecanismo
multifatorial da doenca e, principalmente, possibilitam a compreensdo dos eventos
primarios (ROBBESOM et al., 2007).

Hoje, j& sdo conhecidos muitos dos mecanismos moleculares envolvidos com a
evolucdo das alteracGes patoldgicas inicias da DPOC. Diante disso, esses mecanismos
serviram de base para o desenvolvimento desta pesquisa. Nesta dissertacao, intitulada:
Sistemas de vetorizacédo/liberagdo de extratos vegetais em modelos experimentais de
enfisema pulmonar, foram descritos experimentos que visam, de alguma forma,
acrescentar novos dados aos mecanismos patogénicos do enfisema e,
concomitantemente, despertar a atencéo e mostrar as possibilidades do desenvolvimento
de novas formulacGes para entrega pulmonar a partir de plantas medicinais.

Dentre as varias plantas medicinais conhecidas, a Mikania glomerata Spreng foi
escolhida em virtude de sua ampla utilizacdo em situacdes alérgicas e inflamatodrias,
particularmente do sistema respiratorio. Existem evidéncias pré-clinicas de sua agéo
broncodilatadora, anti-inflamatoria, antiespasmaédica e na inibicdo da inflamacao
imunoldgica (FALCAO et al., 2005; GASPARETTO et al., 2010; CZELUSNIAK et al.,
2012). Além disso, € uma planta que integra a lista dos 12 fitoterapicos de interesse do
Sistema Unico de Satde (SUS) (RODRIGUES, SANTOS; AMARAL, 2006).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Desenvolver sistemas de vetorizagdo/liberagdo de extratos vegetais em modelos

experimentais de enfisema.

2.2 Objetivos Especificos

Desenvolver e otimizar uma formulacdo para entrega pulmonar;

Realizar a caracterizacdo das formulacdes desenvolvidas, comparando as
caracteristicas das particulas obtidas por liofilizacdo com as obtidas por spray
dryer;

Desenvolver/otimizar modelos de enfisema em ratos;

Avaliar a influéncia da auséncia dos hormdnios sexuais femininos na protecédo

pulmonar;

Avaliar o tratamento com as formulacdes obtidas nos modelos

desenvolvidos/otimizados.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 ADPOC e o enfisema pulmonar

A DPOC ¢é uma doenca heterogénea caracterizada pela obstrugdo crénica e nao
totalmente reversivel do fluxo aéreo (MANNINO; BUIST, 2007). Cada um dos
componentes da DPOC, o que inclui o enfisema pulmonar, a doenga das pequenas vias
aéreas e a bronquite cronica, contam com caracteristicas especificas que contribuem
para a reducdo do volume expiratorio forcado em um segundo (VEF1) (YOSHIDA;
TUDER, 2007).

Dos componentes da DPOC, o principal é o enfisema pulmonar (ISHII et al.,
2011). O enfisema é caracterizado pela destruicdo das paredes alveolares, pelo
alargamento permanente dos espacos aéreos distais aos bronquiolos terminais e pela
perda de elasticidade do parénquima pulmonar, ilustracio 1 (ROSENBLOOM;
ABRAMS; MECHAM, 1993; KIELTY; SHERRATT; SHUTTLEWORTH, 2002;
BARR et al., 2010).

Enfisema
Muco no bronquio —gme—

— Dilatacdo alveolar —|*===4

llustracéo 1: Caracteristicas do enfisema pulmonar. Adaptada de West (2011).

Além da DPOC ser uma doenca com mecanismos patogénicos heterogéneos,
esses mecanismos ndo sdo totalmente compreendidos. Isso acaba se refletindo na
auséncia de tratamentos eficazes, o que favorece a alta mortalidade e morbidade que sédo
encontradas. Em 2012, a DPOC foi a quarta principal causa de morte no mundo
(AGUSTI; SOBRADILLO; CELLI, 2011; DECRAMER, 2012).
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3.2 Mecanismos patogénicos associados ao enfisema

Vaérios insultos, como a fumacga do cigarro, induzem a producdo de quimiocinas
e outros quimioatrativos, tais como a interleucina-8 (IL-8), a proteina quimiotatica de
monocitos-1 (PQM-1) e o leucotrieno B4 (LTB4). Esses quimioatrativos promovem o
acumulo de células inflamatérias no pulmdo. Essas células, principalmente os
neutrofilos e os macrofagos, produzem citocinas inflamatdrias, como o fator de necrose
tumoral (FNT)-a, IL-1p, IL-6 e espécies reativas de oxigénio (ERO); em particular, o
anion superoxido (RUBIO et al., 2004; FORONJY et al., 2006; KINOSHITA et al.,
2007). Além disso, liberam proteinases, incluindo as elastases e a matriz
metaloproteinase-9.  Essas citocinas e proteinases, por fim, contribuem para a
degradacdo dos componentes da matriz extracelular e, eventualmente, para o
desenvolvimento do enfisema (CALVERLEY; RENNARD, 2007).

Embora niveis aumentados de 6xido nitrico (ON) (BRINDICCI et al., 2005) e da
nitracdo de proteinas (RICCIARDOLO et al., 2005) tenham sido encontrados em
pacientes com DPOC, as isoformas Il (iNOS) e Il (eNOS) da Oxido nitrico sintetase
(ONS) ndo se mostraram necessarias para a inducdo do enfisema em um modelo
pulmonar de enfisema induzido por elastase (BOYER et al., 2010).

Todos esses achados, que compdem a hipdtese protease/ antiprotease e a
hipbtese oxidante/anti-oxidante, tém sido o conceito dominante na patogénese do
enfisema (ELIAS; LEE, 2005). Contudo, os agentes anti-inflamatdrios ou anti-oxidantes
somente reduzem os sintomas, eles ndo afetam o declinio da VEF1 (CALVERLEY;
RENNARD, 2007). Dessa forma, outros mecanismos patogénicos devem estar
envolvidos com o desenvolvimento do enfisema. Além disso, embora o ato de fumar
seja considerado o mais importante fator de risco para o enfisema, apenas 15-20% dos
fumantes realmente desenvolvem a doenca (FLETCHER; PETO, 1977; PAUWELS et
al., 2012). Isso sugere que a susceptibilidade para a DPOC para cada individuo &, pelo
menos em parte, determinada geneticamente (PATEL et al., 2008).

Como forma de descobrir novos alvos potenciais para o desenvolvimento de
estratégias terapéuticas contra o enfisema, nos Gltimos anos, varias pesquisas tém sido
realizadas. Essas pesquisas geram hipoteses que podem elucidar o desenvolvimento da

patologia.

3.2.1 A ceramida e a apoptose celular
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Uma dessas hipoteses demonstra que a apoptose de células estruturais do pulmao
€ um evento primario e significativo na patogénese do enfisema. A apoptose contribui
para 0 acimulo de proteases locais que podem, em seguida, gerar um feedback de
degradacéo nas proteinas da matriz do septo alveolar exposto. Esses eventos, podem ser
confirmados através do bloqueio do fator de crescimento do endotélio vascular (FCEV)
e pela administracédo intrapulmonar de caspase 3 ativada. Nesse contexto, destacamos o
papel da ceramida. A ceramida é um segundo mensageiro regulador de esfingolipidios
que coordena as respostas ao stress, modula as respostas proliferativas e oxidativas e ¢é
um potente indutor de apoptose. A molécula € produzida por uma variedade de tecidos
em resposta a uma série de estimulos, incluindo endotoxinas, stress oxidativo e
citocinas. Foi encontrado que as ceramidas pulmonares se mostram aumentadas e
qualitativamente alteradas nos tecidos pulmonares de individuos com enfisema induzido
por fumaca de cigarro. Corroborando com esses dados, foi observado que a instilacdo
pulmonar de ceramida é indutora de enfisema em camundongos. Além disso, a inibi¢do
das enzimas que controlam a sintese da ceramida previne a apoptose de células do
alvéolo, o estresse oxidativo e o enfisema em camundongos com bloqueio do FCEV.
Outro ponto importante é que a estimulacdo do 1-fosfato de esfingosina, lisofosfolipidio

que inibe a ceramida, previne a apoptose no pulmao (ELIAS; LEE, 2005).

3.2.2 Fator de crescimento placentario

Ainda em relacdo a apoptose celular, foi descoberto que o fator de crescimento
placentario (FCP) induz a apoptose de células epiteliais do pulmdo (CEP) e inibe a
proliferacdo celular (TSAO et al., 2004). O FCP pertence a uma familia do FCEV e sua
principal funcdo bioldgica é promover a angiogénese através do FCEV-1 (DE FALCO,
2012; DEWERCHIN; CARMELIET, 2012). O FCP € expresso na placenta, coracéo,
pulméo, tiredide, cérebro e musculo esquelético (DIPALMA et al., 1996).

Foi descoberto que, em ratos, a fumagca de cigarro aumenta a expressédo do FCP
no pulmdo (TSAI; CHIEN, 2012). Além disso, camundongos transgénicos com
superexpressdo do FCP desenvolvem o fenotipo do enfisema (TSAO et al., 2004). J& os
camundongos com blogueio génico do FCP, ao serem estimulados com elastase
pancreatica de porco (EPP), ndo desenvolvem esse fenotipo (SHIH et al., 2009).

Corroborando com os resultados em animais, foi encontrado que pacientes com

DPOC apresentam niveis maiores de FCP no soro e no lavado broncoalveolar (LBA).
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Essa variacdo no nivel do FCP, também € inversamente relacionada com a funcao
pulmonar (CHENG et al., 2008).

Essa participagdo do FCP na patogénese do enfisema induzido por EPP,
provavelmente, ocorre através do estimulo ao receptor de resposta precoce ao
crescimento-1 (RRPC-1). Além disso, o FCP ativada as vias c-Jun N-terminal quinase
(JNK) e proteina quinase ativada por mitdgeno (PQAM) p38, que também estdo
diretamente envolvidas com o desenvolvimento da doenga (HOU et al., 2013).

Como nota, os estudos de apoptose induzidas pelo FCP associados aos estudos
de apoptose induzidas pela ceramida mostram um provavel mecanismo de interacdo
entre essas duas vias. Nelas, ocorre a participacdo crucial do FCEV no desenvolvimento
do enfisema. Entretanto, ainda ndo existem estudos que mostrem essa relagdo. Além
desses estudos com o FCP e a ceramida, outras pesquisas também ajudam a elucidar a

patogénese do enfisema.

3.2.3 Prothymosin a

A Prothymosin o (ProT) é uma proteina nuclear acida que possui diversas
funcBes intracelulares e extracelulares que estdo envolvidas na proliferacdo, apoptose,
stress oxidativo, imunomodulacdo e acetilagio (WU; SHIAU; LIN, 1997;
EVSTAFIEVA et al.,, 2003; LETSAS; FRANGOU-LAZARIDIS, 2006; MOSOIAN,
2011; IOANNOU et al., 2012; UEDA; MATSUNAGA,; HALDER, 2012). Essa proteina
nuclear pode acetilar a histona H1do linker (KARETSOU et al., 1998; ZAKHAROVA
et al., 2011) e histonas do nacleo (COVELO et al., 2006), o que modula a estrutura da
cromatina. Além disso, pode interagir com duas diferentes histonas acetiltransferases
(HATSs): proteina CREB-binding (PCB) e p300 (COTTER; ROBERTSON, 2000;
SUBRAMANIAN et al., 2002). Através da interagdo com a PCB, a ProT estimula a
transcricdo dependente de AP-1 e do fator nuclear kappa B (FN-kp) (KARETSOU et
al., 2002).

Particularmente sob exposicdo a fumaca de cigarro, a ProT aumenta a acetilacéo
de histonas e do FN-kB, o que ocasiona 0 aumento da matriz metaloproteinase 2
(MMP2) e 9 (MMP9). Além disso, a superexpressdo da ProT no pulmdo esta
correlacionada com a gravidade do enfisema em pacientes. Em modelos animais,
camundongos transgénicos homozigotos para ProT desenvolvem alargamento
espontaneo do espaco aéreo e destruicdo da parede alveolar caracteristicos do enfisema.
Os camundongos heterozigotos desenvolvem, apenas, leves ampliagbes do espaco
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aéreo. No entanto, ao serem estimulados com fumaca de cigarro, ocorre aumento
significativo da incidéncia e gravidade do enfisema com aumentos concomitantes na
expressao da ProT (SU et al., 2013).

3.2.4 Receptor toll like 4 e a IL-17

Muitos estudos indicam que os receptores toll like (RTLs) desempenham papéis
criticos no desenvolvimento e na resolucdo do enfisema. Os RTLs podem iniciar e
orquestrar a resposta imunitaria inata e adaptativa. Além disso, funcionam como
sensores de danos e estdo envolvidos com varias doencas inflamatdrias ndo-infecciosas,
tais como a sindrome do desconforto respiratério agudo, a asma e a DPOC (ZHANG et
al., 2006; LEE et al., 2007).

Dentre os RTLs, 0 RTL4 e o RTL2 sdo os que desempenham um papel
proeminente nas interacdes gene-ambiente, as quais sdo relevantes para os fenétipos da
DPOC. Isso ocorre porque a interacdo entre a carga microbiana e o sistema imunoldgico
é um fator determinante para a funcdo imune e para a susceptibilidade a asma/enfisema
(VERCELLI, 2010).

Foi encontrado que uma mutacdo no TLR4 resulta em enfisema através da
regulacdo positiva da NADPH oxidase (Nox) 3 nos pulmdes e nas células endoteliais, o
que provoca um aumento nas atividades oxidante e elastolitica (ZHANG et al., 2006).
Tem sido demonstrado que a reducao/oxidacdo (redox) regula a polarizacdo da célula T
(GILL; TSUNG; BILLIAR, 2010) e que o acumulo de ERO ¢ critico para a
diferenciacéo de células Th naive em Thl ou Th17. As células Th17 desempenham um
papel importante na inflamacéo e em doengas como o enfisema (INOUE et al., 2006;
WON et al., 2010).

A IL-17, alem de desempenhar um papel vital em doencas autoimunes como um
importante mediador pro-inflamatorio que promove a producdo de muitas citocinas,
quimiocinas e fatores de crescimento (HONG; LEE, 2010), promove o crescimento de
células epiteliais das vias aéreas (INOUE et al., 2006). Isso € relevante devido o
desenvolvimento do enfisema possuir um forte carater autoimune (LEE et al., 2007), o
que é fundamentado pela descoberta de que foliculos linfaticos contendo células
dendriticas (CD) e células Th1l estdo presentes no parénquima do pulméo enfisematoso
(CALVERLEY; RENNARD, 2007).

Foi observado que o TGF-B1 e¢ a IL-6 demonstram ser necessarios para a
diferenciacdo de células T naive em células Thl7 em camundongos (KORN et al.,
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2009). Além disso, foi verificado que a IL-23 estabiliza e aumenta a populacdo de
celulas Th17 (MCKENZIE; KASTELEIN; CUA, 2006) e que a IL-17 é um indutor
importante da expressdo de IL-6. Em outras palavras, existe um ciclo de
retroalimentacdo que mantém o nivel da IL-17, o que mantém a infiltracdo de células
Th17 no pulméo (KISHIMOTO, 2005).

Grande parte dessas observagbes foi fundamentada apds estudos em
camundongos com nocaute génico do RTL4 (RTL4"). Nesses, os niveis de expressdo de
IL-17, IL-6 e IL-23 sdo todos deprimidos, o que resulta em atenuacao na infiltracdo de
células Th17 no pulméo. Além disso, o tratamento de camundongos RTL4 com IL-17
exogena aumenta a fosforilacdo da MAP quinase p38 e a expressdo do AP-1, o que
diminui os niveis de apoptose e reverte o enfisema pulmonar em camundongos RTL4"
(WANG et al., 2011).

3.2.5 Fibrilina-1

A rede de fibras elésticas € um elemento estrutural importante no parénquima
pulmonar e €, em grande parte, responsavel pelas propriedades de recolhimento elastico
do pulmdo (ROSENBLOOM; ABRAMS et al., 1993; KIELTY; SHERRATT et al.,
2002). As fibras elasticas sdo compostas de microfibrilas, que variam de 10-12nm e
estdo localizadas em torno da elastina amorfa (ROBINSON; GODFREY, 2000;
KIELTY et al., 2002). Dentre os componentes das fibras elasticas, o principal é a
elastina. Ela tem atraido muita atencdo nos estudos sobre enfisema, pois a substituicdo
de aminoécido no seu gene tem sido associada & DPOC (KELLEHER et al., 2005).

Nesse contexto, podemos destacar o papel da fibrilina-1, uma vez que essa € o
principal componente da parte microfibrilar das fibras elasticas, embora outros
componentes estejam presentes, dentre os quais podemos citar outras fibrilinas,
(ZHANG et al., 1994; ROARK et al., 1995 YANAGISAWA et al.,, 2002)
glicoproteinas associadas a microfibrilas, (GIBSON et al., 1986; GIBSON;
KUMARATILAKE; CLEARY, 1989; GIBSON et al., 1996) e emilins (BRESSAN et
al., 1993; DOLIANA et al., 1999; COLOMBATTI et al., 2000).

Outro dado importante que destaca a participacdo da fibrilina-1 é o fato de o
desenvolvimento do enfisema ter sido observado em pacientes com sindrome de
Marfan. Essa sindrome é caracterizada por ser uma doenca autossdmica causada por
mutacdes no gene que codifica a fibrilina-1 (COLLOD-BEROUD; BOILEAU, 2002;
JACOBS et al., 2002; PYERITZ; DIETZ, 2003). Em camundongos, a muta¢do do gene
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da fibrilina-1 resulta no desenvolvimento de enfisema que €, em muitos aspectos,
semelhante ao observado em humanos (PEREIRALRZ et al., 1997; KIELTY et al.,
1998; GAYRAUD et al., 2000).

Entretanto, a parte mais relevante dos estudos com a fibrilina-1 foi realizada no
parénquima pulmonar de pacientes que, embora sem manifestagdes clinicas,
apresentavam alteragdes microscopicas do enfisema. Nesses pacientes, foi possivel
estabelecer uma associacdo significativa entre a fibrilina-1 e os trés parametros
morfométricos mais importantes para o enfisema, a citar: a destruicdo alveolar, o
alargamento do espaco aéreo e as alteracbes morfoldgicas associadas a doenca. Em
adicdo, foi verificado que, no estagio inicial do enfisema, as outras moléculas da matriz
extracelular (laminina e colageno tipo | e 1V) ndo estavam alteradas (ROBBESOM et
al., 2007).

3.2.6 Proteina D do surfactante

O surfactante é formado por proteinas (SP) hidrofobicas (SP-B e SP-C) e
hidrofilicas (SP-A e SP-D). Enquanto as proteinas hidrofobicas baixam a tensdo
superficial do alvéolo, as proteinas hidrofilicas medeiam a funcdo de defesa. Dessa
forma, no que se refere ao estudo do enfisema, sdo as proteinas hidrofilias que
interessam. Essas proteinas sdo colectinas (colageno-lectinas) que consistem em quatro
dominios estruturais, incluindo um dominio de colageno e um dominio de
reconhecimento de carboidratos C-terminal (CRD). O CRD medeia interacbes com o
patdégeno, mediando, assim, a fagocitose celular. As colectinas também se ligam aos
receptores de superficie dos macrofagos alveolares e, principalmente, aos pneumécitos
tipo Il. Além disso, foi descoberto que camundongos com nocaute génico da SP-D
desenvolvem enfisema pulmonar (HARTL; GRIESE, 2006).

Ratificando esses resultados, foi encontrado que a concentracdo de SP-D no
liquido broncoalveolar de humanos esté correlacionada com a limitacdo do fluxo aéreo
(SIN et al., 2008). Esse resultado, observado em duas populagdes distintas, ocorre
devido a um polimorfismo de nucleotideo simples (PNS) da SP-D. A presenca do alelo
C em rs721917 resulta na substituicdo da Met por Thr na posi¢édo 11 da SP-D, o que
esta relacionado com a suscetibilidade ao enfisema. Outrossim, a concentracao sérica de

SP-D prediz o gendtipo da SP-D e indica a suscetibilidade a doenga (ISHII et al., 2011).

3.3 Alternativas terapéuticas relevantes para o enfisema pulmonar
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Dentre as opcOes terapéuticas que estdo sendo desenvolvidas contra o enfisema,
a mais promissora é a que utiliza o fator de crescimento de hepatocitos (FCH). Nos
pulmBes de animais de laboratério, o FCH age como mitogénico, morfogénico e
protetor pulmonar. Esse efeito é desempenhado através da fosforilacdo do c-Met, um
receptor tirosina quinase, e ocorre apds lesdo (OHMICHI;, MATSUMOTO;
NAKAMURA, 1996; YAMADA et al., 2000; SAKAMAKI et al., 2002) ou durante o
desenvolvimento pulmonar (OHMICHI et al., 1998).

O FCH ¢ o0 mais promissor tratamento porque a sua administragdo em ratos com
enfisema induzido por elastase, sobretudo por meio das vias aéreas, induz a migracéo de
células-tronco derivadas da medula 6ssea (CD34 (+) e de c-kit (+)) e a proliferacdo de
células-tronco enddgenas do pulmao (Sca-1 (+) e CD34 (+)), que também sdo ativadas
em resposta a lesdo e participam na regeneracdo do pulmao. Esse processo, orquestrado
pelo FCH, reverte as lesdes enfisematosas do pulmdo. Vale salientar que, apds
administracdo exodgena de FCH por via aérea, sua presenca nao € detectada no soro dos
animais, indicando que ndo ocorre a difusdo do FCH a partir do pulmdo para a
circulacdo. Outrossim, apos a observacdo dos camundongos por varias semanas, ndo foi
observada a retomada da destruicdo do pulmdo. A complacéncia pulmonar estatica
também voltou aos niveis normais dentro de 2 semanas de tratamento com o FCH
(HEGAB et al., 2008).

Esse processo de cura do FCH ndo se deve apenas ao seu potente efeito
mitogénico sobre os pneumacitos tipo Il (PT2), que ocorre in vivo (PANOS; PATEL,;
BAK, 1996; SAKAMAKI et al., 2002) e in vitro (MASON et al., 1994). Embora se
saiba que os PT2 podem reparar danos do epitélio alveolar (ASO; YONEDA;
KIKKAWA, 1976), foi observado, ap6s injuria pulmonar de camundongos adultos, que
é uma populacdo de células-tronco do tecido pulmonar que se diferencia em células da
Clara e em PT2. Sdo esses novos PT2 que regeneram os alvéolos através da
diferenciacdo em pneumacitos tipo | (KIM et al., 2005). Dessa forma, o FCH promove a
migracdo e a transdiferenciacdo de ceélulas tronco. Esse processo, que acontece
fisiologicamente, se mostra insuficiente quando o quadro de enfisema esta estabelecido
(IWASAKI et al., 2005; APTE et al., 2006; FORTE et al., 2006; LI et al., 2006;
HEGAB; KUBO et al., 2008).

Entretanto, embora que no tratamento intranasal de camundongos saudaveis com
HGF por 4 semanas, e com posterior observagdo por vérias outras, ndo tenha sido
detectada nenhuma alteragdo morfoldgica ou funcional no pulmdo (HEGAB et al.,
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2008), a participacdo da expressdo descontrolada do FCH e seu receptor c-Met sdo
conhecidas por estarem associadas com uma variedade de tumores humanos,
particularmente os tipos mais agressivos (HADDAD; LIPSON; WEBB, 2001; DULAK
etal., 2011).

As células-tronco, no entanto, também contam com a opc¢do de serem
administradas exogenamente ou induzidas, de outras formas, a se mobilizarem da
medula 6ssea para o pulmdo lesionado (GRIFFITHS; BONNET; JANES, 2005), nesse
caso, 0 mais adequado seria a utilizacdo do &cido all-trans-retingico e do fator
estimulador de colénias de granuldcitos humanos (FECGH) (ISHIZAWA et al., 2004).

Por sua vez, os tratamentos cirdrgicos disponiveis, tais como a cirurgia de
reducdo de volume e o transplante de pulmé&o, sdo adequados somente para um
subgrupo limitado de pacientes (HEGAB et al., 2008).

Além dessas opc¢Oes terapéuticas, as quais precisam ter um desenvolvimento
tecnolégico que as tornem viaveis, existe a op¢do de se utilizar a tecnologia
farmacéutica como ferramenta para otimizar os resultados clinicos de medicamentos
que ja foram aprovados para uso e que tém o potencial de se tornarem mais eficazes.

Dentre esses medicamentos, podemos destacar os fitoterapicos.

3.4 Fitoterapia no enfisema: o guaco

Segundo a resolucdo — RDC n° 10, de 9 de marco de 2010, os fitoterapicos, ou
drogas vegetais, sdo medicamentos oriundos de “plantas medicinais ou suas partes, que
contenham as substancias, ou classes de substancias, responsaveis pela acao terapéutica,
apoOs processos de coleta ou colheita, estabilizacdo e secagem, integras, rasuradas,
trituradas ou pulverizadas” (BRASIL, 2010). Em outras palavras, sdo medicamentos
que contém principios ativos de origem vegetal, diferentemente de um medicamento
comum, o qual pode ter componentes sintéticos e bioldgicos. Uma vez que séo
medicamentos, os fitoterapicos precisam apresentar estudos cientificos que comprovem
a sua seguranca e a eficacia de sua utilizagdo para que possam ser comercializados
(CARVALHO et al., 2008).

Essa necessidade de comprovacdo, aliada a outras exigéncias atuais, fez com
que muitos remédios antigos ndo conseguissem se adaptar. Isso acarretou a diminuicéo
do numero de fitoterapicos registrados: de 512 em 2008 para 384 em 2011, ou seja, uma
reducdo de 25,0%. Além disso, nesse mesmo periodo, ocorreu a reducgdo de 34,45% no
numero de empresas produtoras de fitoterapicos no pais. Em contrapartida a essa
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diminuicdo, a Vigilancia Sanitaria discute a criagdo da categoria “Produto Tradicional
Fitoterapico”. Essa categoria englobaria substancias cuja seguranca seja comprovada
pelo uso tradicional, desde que cumpram as condigdes adequadas de higiene em sua
fabricacdo (BRASIL, 2013).

Mesmo com esse novo panorama, que ja é uma realidade na Europa (FAN et al.,
2012), existe a necessidade da fundamentacéo cientifica do uso das plantas brasileiras.
Dentre essas plantas, uma com acdo potencial contra o enfisema e que pode ser

otimizada atraves da tecnologia farmacéutica € a Mikania glomerata spreng.

3.5 Mikania glomerata Spreng.

A Mikania glomerata Spreng., ilustracdo 2, € uma planta cujo uso ja foi validado
pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa), por isso possui aplicacdo
promissora na tecnologia farmacéutica. Além disso, ela é um dos 12 fitoterapicos
ofertados pelo SUS na atengdo bésica, o que constitui em uma das estratégias do
Programa Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos, lancado em 2008 com o
objetivo de ampliar as opcOes terapéuticas e fortalecer o complexo produtivo e 0 uso
sustentavel da biodiversidade brasileira (BRASIL, 2008).

llustracdo 2: Mikania glomerata Spreng. Legenda: (a) folha; (b) flor; (c) exsicata.
Adaptada de Santos (2005).

3.5.1 Familia, género e morfologia

A M. glomerata pertence a familia Asteraceae. Essa familia é o grupo mais
numeroso dentro das Angiospermas e compreende cerca de 1.100 géneros e 25.000
espécies. E constituido por plantas com caracteristicas variadas, inclui geralmente
pequenas ervas ou arbustos e raramente arvores. Aproximadamente 98% dos géneros
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sdo compostos por plantas de pequeno porte que sdo encontradas em todos os tipos de
habitats, principalmente na regido tropical montanhosa da América do Sul
(CZELUSNIAK et al., 2012). O género Mikania conta com aproximadamente 430
espécies distribuidas na regido tropical e subtropical da América, sendo que 171
espeécies sdo encontradas no Brasil (KING; ROBINSON, 1987).

A planta, conhecida vulgarmente como coragdo-de-jesus, guaco-cheiroso, cipo-
caatinga e erva-de-cobra (GASPARETTO et al.,, 2010), é um subarbusto silvestre,
escandente, de folhagem densa e perene, com caule cilindrico, ramificado e glabro.
Quando seco, o caule apresenta fratura fibrosa e aspecto estriado no sentido
longitudinal, enquanto que, estando jovem, apresenta coloracdo verde-claro passando a
arroxeada e a cinzento-escura nas partes suberificadas. As folhas séo pecioladas,
cordiforme-deltoides, oval-lanceoladas, tri ou pentanervadas e agudas no apice. As
flores sdo esbranquicadas e carnosas, dispostas em inflorescéncia panicula tirsoide, com
até 30 cm de comprimento, onde os capitulos se encontram reunidos em glomérulos. As
bractéolas sdo lineares e apresentam medidas proximas a 2 mm de comprimento. O

aquénio é pentangular com aproximadamente 3 mm (CZELUSNIAK et al., 2012).

3.5.2 Atividade farmacoldgica

A M. glomerata foi oficializada desde 1929 na 1% edicdo da Farmacopéia
Brasileira (BRASIL, 1959) e encontra-se comercializada principalmente nas formas
farmacéuticas de extrato fluido, tintura e xarope. Com fins medicinais, a planta é
empregada no tratamento de afeccfes do aparelho respiratério (gripe, tosse, bronquite e
asma), além disso, também é empregada no tratamento de reumatismos, Ulceras
gastricas, nevralgias, e como sudorifera, febrifuga, depurativa e cicatrizante (RADUNZ
etal., 2012).

Essa ampla utilizacdo € sustentada por evidéncias pré-clinicas de acéo
broncodilatadora, expectorante, anti-inflamatoria, antiespasmodica e analgésica
(FALCAO et al., 2005; GASPARETTO et al., 2010; CZELUSNIAK et al., 2012). Ha,
ainda, pesquisas que relatam que uma fracdo obtida do extrato etandlico da M.
glomerata é efetiva na inibicdo da inflamacdo imunoldgica, mas ndo afeta a resposta
inflamatdria aguda no pulméo de ratos (RUPPELT et al., 1991)

Fitoquimicamente, os compostos de maior interesse presentes na M. glomerata
sd0 a cumarina, os terpenos e os diterpenos. A cumarina, 2H-1benzopiran-2-ona, é um

dos constituintes majoritarios da M. glomerata (llustracdo 3) e esta envolvido com o
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carater broncodilatador da planta, o qual ocorre atraves do relaxamento da musculatura
lisa pulmonar (LEITE, 1992). Ela é responsavel por cerca de 50% a 60% da atividade
broncodilatadora do extrato cru total (CELEGHINI; VILEGAS; LANCAS, 2001).

~

O O

lustragdo 3: Estrutura quimica da cumarina, 2H-1benzopiran-2-ona. Acervo pessoal.

Dentre os diterpenos, podemos destacar os que constituem a classe dos cauranos,
como por exemplo o &cido caurendico, ilustracdo 4, (isolado de M. glomerata e M.
laevigata), que apresenta atividade bactericida, anti-parasitaria e fangicida
(BARBOSA; FERREIRA; VALENTE, 1994; GHISALBERTI, 1997; SILVA et al.,
2004; LEYVA et al., 2008).

HsC CH,

N
O~ OH
llustracéo 4: Estrutura quimica do acido caurenoico. Acervo pessoal.

Em virtude das propriedades terapéuticas atribuidas a essa espécie, 0 xarope e a
solucéo oral da M. glomerata foram incluidos no elenco de referéncia de medicamentos
e insumos complementares para a assisténcia farmacéutica na atencéo basica em saude,
conforme anexo Il da Portaria No. 3.237 de 24 de dezembro de 2007 (CANABARRO,;
HAHN, 2009).
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3.5.3 Seguranca do extrato da M. glomerata

Os fitoterapicos e 0s compostos isolados de espécies do guaco ndo apresentaram
efeitos tdxicos nem genotoxicos em seres humanos. Entretanto, como ocorre
discrepancia dos constituintes devido as origens geograficas, aspectos agronémicos,
solvente extrator e técnica de extracdo, os efeitos e/ou toxicidade do guaco podem ser
alterados ou mascarados. 1sso revela a necessidade de estudos prévios com o0s extratos
(DALLA NORA et al., 2010).

Dentre as opcdes de inovacdo tecnoldgica que poderiam beneficiar a resposta
farmacoldgica do fitoterdpico da M. glomerata, podemos citar o desenvolvimento de

uma formulagéo para a entrega pulmonar do medicamento.

3.6 Entrega de formulacdes por via pulmonar

Durante as Ultimas décadas, tem se investido em vias de administracdo
alternativas que proporcionem elevada biodisponibilidade e baixos efeitos colaterais.
Dentre essas vias, uma das mais promissoras é a pulmonar. Essa via possui uma
superficie extensa (~75m?), fina (0,1-0,5: um) e altamente vascularizada (MANCA et
al., 2012). Essas caracteristicas trazem potencialidades, sobretudo, quando o objetivo
terapéutico é o préprio pulméo. Entretanto, a utilizacdo dessa via pode gerar limitacdes,
como a flutuacdo da concentracdo e a perda da droga, que pode ocorrer devido a
deposicdo no trato orofaringeo, a elevada depuracdo por macréfagos ou a atividade
mucociliar. Além disso, quantidades elevadas de drogas, como os antibi6ticos, podem
ter efeitos irritantes ou de toxicidade aguda no epitélio pulmonar (DOAN; COUET;
OLIVIER, 2011).

Para superar tais problemas foram criadas varias abordagens de formulacdes
com a utilizacdo de diferentes carreadores e a incorporagdo de excipientes, adjuvantes
ou agentes porogénicos que otimizassem as muitas propriedades fisico-quimicas que
tém impacto significativo sobre a entrega pulmonar, a libertagdo sustentada e a
estabilidade de armazenamento (OGAIN et al., 2011). Essas abordagens sdao oriundas,
geralmente, das varias tecnologias que estdo sob investigagdo, incluindo grandes
microparticulas porosas, particulas de polimero microencapsulado, drogas PEGylated e
conjugadas, nanoparticulas e microparticulas intumesciveis (SELVAM; EL-
SHERBINY; SMYTH, 2011).
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Entretanto, independente da inovacdo tecnoldgica utilizada, algumas
caracteristicas das particulas sdo mantidas, uma vez que ja possuem consenso. Dentre
essas caracteristicas, o didmetro é uma das de maior consenso. Esse didmetro deve estar
entre 1-5um para que ocorra uma maior probabilidade de se atingir a porcéo inferior do
sistema respiratério (HASSAN; LAU, 2011). Esse tamanho de particula, entretanto, é o
que apresenta maxima absorcdo pelos macrofagos, o que € o desejado apenas em raros
casos, como no tratamento da tuberculose. Na maioria das vezes, entdo, séo utilizados
agentes intumesciveis que incham quando no pulmao profundo e, portanto, podem iludir
a captacdo dos macrdfagos alveolares através das suas maiores dimensGes geométricas
(KHANDWEKAR et al., 2011).

Uma vez que as caracteristicas das formula¢es se mostram tdo importantes para
a entrega pulmonar, é preciso se trabalhar com equipamentos que possibilitem a
alteracdo dessas caracteristicas para que se obtenha uma melhor otimizacdo da entrega.
Um aparelho que possibilita tais alteracdes € o Spray Dryer. Entretanto, por ser um
aparelho que trabalha com muitas varidveis, é preciso estabelecer metodologias para se
obter as formulagdes com as melhores caracteristicas. Para tanto, existe o planejamento

de experimentos.

3.7 Planejamento e otimizagdo de experimentos

A atividade estatistica mais importante ndo é a analise de dados, e sim o
planejamento dos experimentos em que esses dados devem ser obtidos. Quando isso nao
é feito da forma apropriada, muitas vezes, ndo é possivel obter uma concluséao plausivel
a partir dos resultados. Um bom planejamento é o que fornece exatamente o tipo de
informacdo procurada. Para isso € preciso organizar a evolucdo do estudo empirico.
Essa organizagdo consiste, inicialmente, em uma triagem das variaveis de maior
influencia, descartando dessa forma as variaveis ndo significativas. Em seguida é feita
uma avaliacdo da influéncia das variaveis, nesse caso é utilizado o planejamento
fatorial. Por fim, sdo construidos os modelos empiricos e mecanisticos, que possibilitam
a otimizacdo do estudo. Entretanto, construir modelos empiricos néo basta. E preciso
também avaliar se eles sdo realmente adequados ao sistema que se quer descrever
(BARROS, 2003). Entdo, uma vez que se objetive avaliar a influéncia de variaveis, o
mais adequado é o planejamento fatorial.

3.7.1 Planejamento fatorial
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O planejamento fatorial € uma ferramenta extremamente eficiente e econémica
que pode ser utilizada para avaliar, quantitativamente, a influéncia de dezenas de
fatores, simultaneamente, sobre a resposta de interesse, bem como as possiveis
interacdes entre os fatores (BARROS, 2003).

3.8 Perspectivas para o enfisema pulmonar: biomarcadores e células-tronco

Entretanto, embora a tecnologia farmacéutica, aliada ao planejamento de
experimentos, possa trazer grandes avancos com a otimizacdo de medicamentos ja
existentes para o tratamento do enfisema, a longo prazo, a cura da patologia sera,
possivelmente, conseguida através do diagnostico precoce por biomarcadores e/ou
tratamento com células tronco.

Os biomarcadores séo entidades que podem ser medidas como um indicador de
processos bioldgicos normais ou patologicos, ou ainda como indicador de resposta a
terapia (ATKINSON et al., 2001). Eles podem ser usados na pratica clinica para o
diagndstico ou para identificar riscos de ocorréncia de uma doenca. Podem, ainda, ser
utilizados para estratificar doentes e identificar a gravidade ou progressdao de uma
determinada doenca, prever um prognostico ou monitorizar um determinado tratamento
para que seja menos provavel que alguns efeitos secundarios ocorram. Ademais, 0 USO
de biomarcadores pode reduzir os custos no desenvolvimento de medicamentos, uma
vez que, através da triagem dos pacientes, minimiza o numero de participantes
necessarios (ROBINSON et al., 2013).

Embora os biomarcadores, geralmente, sejam utilizados para descrever uma
variavel bioquimica, como a concentracdo de uma proteina ou outra biomolécula na
circulacdo, também podem ser empregados para se analisar caracteristicas anatémicas e
estruturais, que sdo visualizadas por radiografia convencional, ultra-sonografia,
tomografia computadorizada (por exemplo, a tomografia por emisséo de pdsitrons) ou
ressonancia magnetica. As respostas celulares imunes, tracos genéticos, caracteristicas
histoldgicas do tecido doente e as proteinas ou RNAs expressos em tecidos também
podem ser utilizadas como biomarcadores (LOGOTHETIS, 2008).

Para muitas doengas, um unico biomarcador pode ser informativo em um nivel
populacional, mas ndo em um nivel individual. Dessa forma, estdo sendo desenvolvidos
biomarcadores multiplos e, em paralelo, tecnologias que permitam a analise dessas

multiplas variaveis (FU et al., 2010).
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O enfisema pulmonar é uma das patologias onde o uso de biomarcadores
maltiplos se faz necessaria. Esses biomarcadores, baseados nos mecanismos
patogénicos descritos na se¢do 3.2, permitiriam que uma proporcdo significativa de
pacientes fosse tratada antes que alteracOes irreversiveis do enfisema se instalassem.
Como forma de identificar esses biomarcadores, poderia ser utilizado, por exemplo, a
tomografia computadorizada (GALBAN et al., 2012).

Uma vez que as alteragdes irreversiveis do enfisema j& estejam estabelecidas, a
terapia mais promissora envolve, sem davidas, 0 uso ou recrutamento de células-tronco

enddgenas e exdgenas ao pulméo, conforme descrito na secédo 3.3.
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CAPITULO 1: Modelo animal de enfisema pulmonar:

papaina pulverizada ou fumaca de cigarro?
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RESUMO

O enfisema pulmonar é uma patologia com um expressivo impacto econémico e social.
Apesar disso, estamos totalmente desprovidos de agentes farmacol6gicos que alterem a
historia natural da doenca e diminuam a taxa de perda da funcéo pulmonar. Essa falta é
devido, em grande parte, ao nosso conhecimento limitado da patogénese da doenca.
Uma forma de reverter esse cenario € o desenvolvimento e a adaptacdo de modelos de
enfisema. Nesse sentido, esta pesquisa objetivou a adaptacdo do modelo de enfisema
com papaina, pois 0 seu modelo atual usa a instilagdo de uma solucdo contendo a
enzima, 0 que tende a gerar alteracfes que ndo sdo compativeis com a doenca. NOs
propomos um modelo que se assemelha mais ao que acontece no desenvolvimento do
enfisema com cigarro em humanos. Por esse motivo, como comparativo, foi utilizado o
modelo com inalacdo de fumaca de cigarro. Investigou-se, também, a influéncia da
castracdo no desenvolvimento da doenga em ratas. Para tanto, foi realizado o estudo do
lavado broncoalveolar (LBA) e do tecido pulmonar, através de analise histoldgica e por
Raio-X. No LBA foi encontrado um maior recrutamento neutrofilico e,
proporcionalmente, um menor recrutamento de macrofagos e linfocitos, enquanto que
nos achados do histopatologico foi observada uma grande destruicdo parenquimatosa,

pouca metaplasia de células caliciformes e uma menor deposicdo de colageno. Diante
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disso, o0 modelo de enfisema com papaina revelou-se mais adequado para o estudo
isolado do enfisema que o modelo utilizando o cigarro. Na andlise radioldgica e do
efeito da castragéo, ndo foram encontradas diferencas significativas.

PALAVRAS-CHAVE: Enfisema pulmonar; Lesdo por Inalacdo de Fumaca; Modelos
Animais; Papaina; Histopatologia.

Abstract: Animal models of pulmonary emphysema: spraying papain or cigarette
smoke?

Pulmonary emphysema is a disease with a significant economic and social impact. In
contrast to this, we are totally lacking in pharmacologic agents that alter the natural
history of the disease and decrease the rate of loss of lung function. This lack is due, in
great extent, to our limited knowledge of disease pathogenesis. One way to reverse this
scenario is the development and adaptation of animal models of emphysema. Seen in
these terms, this study aimed to adapt the papain-induced experimental pulmonary
emphysema model in rats, as its current model uses instillation of a solution containing
the enzyme, which tends to generate changes that are not compatible with the disease.
We have proposed a model that is closer to what happens in the development of
cigarette smoke-induced emphysema in humans. Therefore, as a comparison, was used
the cigarette smoke-induced experimental pulmonary emphysema model in rats. We
also investigated the influence on the castration on the development of emphysema in
rats. Thus, the study of bronchoalveolar lavage and lung tissue was performed by
histological, cell count and X-ray analysis. In the animal model by spraying papain was
found a higher neutrophil recruitment and destruction of the pulmonary parenchyma and
a lower goblet cell metaplasia, collagen and mucus deposition than in the animal model
by cigarette smoke. Thus, the animal model by spraying papain has proved to be more
suitable for the isolated study of emphysema that the model using cigarette smoke. In

the radiological and castration effect analysis, no significant differences were found.

KEYWORDS: Pulmonary Emphysema; Smoke Inhalation Injury; Animal Models;
Papain; Histopathology.
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1 INTRODUCAO

O enfisema pulmonar, principal consequéncia da DPOC, é caracterizado pela
restricdo permanente do fluxo de ar resultante do alargamento do espacgo aéreo alveolar
e da perda de elasticidade do pulmédo (BARNES, 2003). Seu diagndstico baseia-se em
dados funcionais respiratdrios, manifestacbes clinicas caracteristicas, achados
radioldgicos sugestivos e, por fim, alteracbes anatomopatologicas definitivas. O
principal fator de risco para o desenvolvimento, a gravidade e a progresséo do enfisema
é 0 ato de fumar (FLETCHER; PETO, 1977; BARNES, 2009; PAUWELS et al., 2012).

As estimativas sobre a prevaléncia da DPOC, e consequentemente do enfisema,
tém sido baseadas primariamente nas estatisticas de mortalidade, o que configura um
subdiagnostico. Ainda assim, essas estimativas mostram que a morbimortalidade esta se
elevando em muitas regides. A DPOC afeta 210 milhdes de pessoas, € a quarta causa de
mortalidade e representa 4,8% dos 6bitos em todo o mundo. No Brasil, estima-se que
existam 7,5 milhdes de pessoas acometidas. Cada um desses pacientes tem um custo
estimado por ano de US$ 1.522,00, quase trés vezes o custo per capita da asma
(BRASIL, 2014).

Em contraste com esse impacto econdmico e social, estamos totalmente
desprovidos de agentes farmacoldgicos que alterem a historia natural da doenca e
diminuam a taxa de perda da funcao pulmonar. Essa falta é devido, em grande parte, ao
nosso conhecimento limitado da patogénese da doenca (ELIAS; LEE, 2005). Uma
forma de reverter esse cendrio é o desenvolvimento e a adaptacdo de modelos animais
de enfisema. Esses modelos aumentam, de forma progressiva, 0 nosso conhecimento
sobre os fatores envolvidos com essa doenca (ROBBESOM et al., 2007).

Em laboratorio, o enfisema pode ser desencadeado através da inducdo de
apoptose, que pode ocorrer por blogqueio do fator de crescimento do endotélio vascular,
pela administracdo intrapulmonar de caspase 3 e ceramida (ELIAS; LEE, 2005) e pela
superexpressdo do fator de crescimento placentario (HOU et al,, 2013) e da
Prothymosin o (SU; TSENG et al., 2013). Outros métodos de desencadear um enfisema
é por nocaute génico do receptor toll like 4 (WANG et al., 2011) e da fibrilina-1
(ROBBESOM; KOENDERS et al., 2007), pelo desequilibrio nas atividades
protease/antiprotease e oxidante/anti-oxidante, que pode ser induzido por fumaca de
cigarro (WRIGHT; CHURG, 2002), pela administracdo de papaina (GROSS et al.,
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1965), por elastase pancreatica de porco e de neutrofilos humanos (SNIDER; LUCEY;
STONE, 1986) e, por fim, pelo bloqueio da alfa-1-antitripsina (ERIKSSON, 1965).

Nesses modelos de enfisema nos deparamos com as complexas relagdes
envolvidas com a doenca, incluindo a participacdo das interacdes gene-ambiente
(WANG et al., 2011), do sistema autoimune (TARASEVICIENE-STEWART et al.,
2005; CALVERLEY; RENNARD, 2007; LEE et al., 2007) e dos fatores genéticos
(MAHADEVA; SHAPIRO, 2002; WRIGHT; CHURG, 2002; PATEL et al., 2008;
ISHII et al., 2011). A participacdo dos fatores genéticos pode ser verificada, por
exemplo, quando se observa que o ato de fumar s6 causa enfisema em cerca de 15-20%
dos fumantes (FLETCHER; PETO, 1977; PAUWELS et al., 2012).

Nesse contexto, faz-se necessario a utilizacdo de modelos pulmonares que
possibilitem o conhecimento exato do inicio da doenca, para que tenhamos um melhor
entendimento dessa patologia. Dessa forma, este estudo teve como objetivo adaptar o
modelo de enfisema com papaina, enzima proteolitica extraida da fruta e seiva da papaia
(Carica papaya). Essa enzima foi escolhida devido ao seu baixo custo, facilidade de
obtencdo e por possuir acdo semelhante a elastase neutrofilica no desenvolvimento do
enfisema pulmonar (FUSCO et al., 2002; WEST, 2010).

Grande parte dos modelos experimentais de enfisema a base de papaina usam a
instilacdo de uma solucdo contendo a enzima. A presenca de liquido no pulméo, embora
em pequenas quantidades, tende a gerar atelectasias (JOHNSTON; CARVALHO, 2008)
e outras alteracdes que ndo sdo compativeis com o enfisema (IRION; MARCHIORI;
HOCHHEGGER, 2009). Por ser mais fisiolégico, ndés propomos um modelo com a
pulverizacdo do pé da papaina. Além disso, nos fracionamos a dose com o objetivo de
parcelar o recrutamento celular, o que acontece no desenvolvimento do enfisema com
cigarro em humanos. Por esse motivo, como comparativo, foi utilizado o modelo com
inalacdo da fumaca do cigarro. Investigou-se, também, o efeito da castracdo, como
forma de avaliar se as mulheres pds-menopausa correm riscos adicionais de desenvolver
a doenca. Além disso, como a radiografia convencional de torax, exame de simples
execucao, geralmente € um dos primeiros a serem solicitados na avaliacdo de paciente
com queixas e historia de exposicdo compativeis com o enfisema (BRUNO et al.,

2009), realizou-se a andlise radioldgica dos animais.

2 MATERIAIS E METODOS
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2.1 Metodologia com Animais

Os experimentos com animais foram realizados apds aprovacdo pelo Comité de
Etica e Pesquisa da UESPI (CEP-UESPI 001/2012) e foram desenvolvidos em
conformidade com as diretrizes do conselho nacional de controle de experimentacédo
animal - CONCEA. Foram utilizados ratos (Rattus norvegicus, albinus, Wistar), com
trés meses de vida e peso médio de 300 g = 20 g provenientes do Biotério da UFPI. Os
animais foram mantidos sob condicGes livres de organismos patogénicos. Os
procedimentos de anestesia foram realizados com administracdo subcutanea de 0,2 ml

de midazolam e 0,3 ml de ketamina. Para a eutanésia foi realizada tragéo cervical.

2.1.1 Grupos experimentais
Foram formados 5 grupos (n=10): grupo controle; grupo enfisema/papaina 22d,
grupo enfisema/papaina 31d; grupo enfisema cigarro e grupo enfisema/papaina

22d/castracéo.

2.1.2 Ooforectomia das ratas

O procedimento de ooforectomia pode ser visualizado na ilustragédo 1.

llustracdo 1: Ooforectomia das ratas.

Ap0s a inducdo anestésica, os animais foram imobilizados em decubito ventral e,
em seguida, foi realizado a tricotomia do dorso entre as Ultimas costelas e a regido
pélvica, ilustracdo 1.a. A sepsia foi feita com alcool iodado a 2%. Em seguida, foi feito
uma incisdo de 1 cm na pele e na musculatura, ilustracdo 1.b, possibilitando o acesso a
cavidade abdominal. Com uma pinca, foi puxada delicadamente a gordura que envolve

0 ovério para fora da incisdo, expondo o 6rgdo e a por¢do superior do corno uterino,
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ilustracdo 1.c. Com uma pingca hemostatica, foi pincado o tecido entre o ovario e 0
oviduto, ilustracdo 1.d, procedendo a uma ligadura (com o fio) e excisdo do ovério,
ilustracdo 1.e. Entdo, pela mesma inciséo foi puxado o segundo corno uterino para que a
operacdo fosse realizada no outro ovario, ilustracdo 1.f. Por fim, foram recolocados os
cornos uterinos na cavidade abdominal e realizada a suturada na camada muscular e na

pele, ilustragéo 1.h.

2.1.3 Inducéo do enfisema

Os modelos utilizados neste estudo sdo apresentados na ilustracédo 2.

Modelo de enfisema com cigarro Modelo de enfisema com papaina

traquéia
aerossol
carina

Jf s

llustracéo 2: Modelos de enfisema. Legenda: (a) grupo cigarro; (b) grupos papaina.

Para induzir o enfisema com cigarro, 0s animais ficaram em uma camara acrilica
medindo 40x30x25 cm por 30 minutos duas vezes ao dia, totalizando 8 cigarros (marca
US Mild) com filtro por dia, durante 45 dias. A camara de inalagdo continha quatro
aberturas superiores, para permitir a ventilagdo, e duas aberturas laterais para a
introdugdo dos cigarros, destaques na ilustragdo 2.a. A inducdo do enfisema pulmonar
por papaina foi realizada por meio de trés pulverizacdes, com intervalos de 7 dias entre
elas, de 3 mg de papaina, ilustracdo 2.b. A pulverizacdo foi realizada utilizando um
microspray (Penn-Century®). A dosagem estabelecida foi adaptada do modelo
experimental de Fusco (FUSCO et al., 2002).

2.1.4 RX dos animais
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Para a andlise dos achados radiologicos, os animais foram anestesiados e
dispostos em decubito ventral e perfil para a realizacdo do RX em um RAEX RC/300
D®. Foram utilizados, como pardmetros, 225mA e 49K V.

2.2 Metodologia com células e tecidos
No 22° e 31° dia da primeira pulverizacdo de papaina e no 45°dia de inalacéo de
cigarro, os animais foram eutanasiados para a realizacdo do LBA, que permite a

contagem total e diferencial de células, e do histopatologico.

2.2.1 Lavado broncoalveolar

A canulacdo da traqueia para a realizagdo do lavado é apresentada na ilustracéo 3.

llustracdo 3: Lavado broncoalveolar

Ap0s a anestesia, foram retirados 10 ml de sangue pela artéria abdominal. Em
seguida, foi realizado a traqueostomia e o acoplamento da canula, ilustracdo 3.a-c, a
qual foi fixada a traqueia para evitar o extravasamento da Solugdo Salina Fosfatada
Tamponada (PBS), indicada pela seta na ilustragdo 3.c. Através da cénula, foram
introduzidos 20 ml de PBS, ilustracdo 3.d. Durante a introducdo, foi realizada uma
massagem na regido toracica e em seguida, foram aspirados de 17 a 20 ml do lavado, o
qual foi centrifugado por 10 min a 1500 rpm. Entdo, foram coletados 0,5 ml para
contagem diferenciada (cdmera de suta). Ao botéo celular, foram adicionados 0,5 ml de
PBS e 0,8 ml de cristal violeta. Em seguida foi coletado 0,1 ml da amostra para
contagem em camera de Neubauer. A contagem diferenciada foi realizada apds coracédo

com panético rapido, de acordo com as instrucdes do fabricante, Laborclin®.

2.2.2Histopatoldgico
Para retirada do pulméo foi realizada uma perfusdo cardiaca para a retirada do

sangue pulmonar. Em seguida, os animais foram novamente acoplados a cénula.
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Através dessa, foi introduzido formaldeido a 10% tamponado. Os pulmdes foram
conservados por um periodo de 24 horas e entdo, transferidos para recipientes contendo
alcool etilico a 70%, onde permaneceram por cerca de 72 horas. Em seguida, procedeu-
se a desidratacdo das pecas em serie alcoolica de concentracdo crescente (80% por 1
hora, 90% por uma hora, 95% por uma hora e 100% em dois banhos de uma hora cada).
Entdo foram diafanizadas em xilol (duas passagens de duas horas), impregnadas em
parafina histoldgica (duas passagens de duas horas em estufa a 60°C) e colocadas em
blocos de parafina. Os blocos foram seccionados em microtomo Olympus, modelo CUT
4055 |1, em se¢des com 5,0 um de espessura. As amostras seccionadas foram, em
seguida, desparafinizadas em xilol (2/ 3 minutos) e hidratadas em série alcodlica de
concentracdo decrescente até agua pura (100%/2 minutos, 95%/2 minutos, 70%;/2
minutos e dgua destilada), conforme descrito anteriormente (SILVA et al., 2004).

As laminas contendo os cortes histoldégicos foram, entdo, coradas com
Hematoxilina-Eosina (HE), PAS-Alcian Blue, Tricrdmicos de Masson e Picrosirius, de
acordo com as instrucdes do fabricante, Easypath®.

2.3 Andlise estatistica

Os resultados obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e, em
seguida, ao teste Newman-Keuls. As analises estatisticas foram conduzidas utilizando o
GraphPad Prism 5. Os resultados foram expressos como a meédia + erro-padrdo da

média (EPM). Valores de p<0,001 foram considerados significativos.

3 RESULTADOS E DISCUSSOES

O enfisema induzido por fumaca de cigarro em modelos animais, assim como 0s
modelos de enfisema com papaina, contam com o inconveniente da falta de
padronizacdo, pois diferem no tempo de exposic¢éo, no protocolo utilizado para induzir
as lesdes e, consequentemente, nos graus de alterac6es produzidas (WRIGHT; CHURG,
2002). O primeiro modelo animal de enfisema com inalagdo de fumaca de cigarro foi
relatado em 1990. Nesse modelo, a exposic¢do de porquinho-da-india a 10 cigarros por
dia, 5 dias por semana, durante 1, 3, 6 e 12 meses resultou em enfisema e perda
progressiva da funcdo pulmonar semelhantes ao observado em humanos (WRIGHT;
CHURG, 1990). Entretanto, a exposicdo de cigarro por 45 dias ja é o suficiente para se
obter recrutamentos neutrofilicos e alteragdes histopatoldgicas compativeis com o
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enfisema, como ja havia sido relatado (OLIVEIRA et al., 2010; ALVES et al., 2010).
Por esse motivo, os animais do grupo cigarro foram expostos a 45 dias de inalacéo.

O primeiro modelo com papaina foi desenvolvido em ratos ha quase 50 anos
(GROSS et al., 1965). Depois dele, outros modelos surgiram, como o desenvolvido com
instilacdo (TAKARO; WHITE, 1973) e nebulizacdo (HADDAD et al., 1979) de solucao
de papaina em cées. Dentre os modelos de papaina em ratos, podemos destacar o que
causou enfisema com a instilacdo de cerca de 6mg de papaina por animal e avaliou o
enfisema ap6s 50 dias. Esse modelo de enfisema, em muitos aspectos, se assemelha ao
encontrado em humanos (FUSCO et al., 2002). Entretanto, a curto prazo, esse modelo
ndo se mostrou tdo compativel, uma vez que foram encontradas grande &reas de
congestdo e de colabamento alveolar (DANTAS et al.,, 2012). Uma forma de se
contornar esse problema é através do modelo proposto por este estudo, onde o
fracionamento e a pulverizacdo do pd de papaina permitiram, em pouco tempo, que 0s
achados caracteristicos do enfisema fossem encontrados. Os dados que fundamentam
ISSo podem ser encontrados nas ilustracdo 4-8.

Na ilustracdo 4, sdo apresentados os dados da contagem total de células do LBA.

Contagem total de celulas
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llustracéo 4: Contagem total de células do LBA. Os valores apresentados representam
a média = E.P.M. dos experimentos realizados (n = 10).***, estatisticamente
significativo, p<0,001. ANOVA seguida de Newman-Keuls.

Os dados apresentados na ilustracdo 4 mostram que 0S grupos papaina e o0 grupo

cigarro apresentaram, em relacdo ao controle, um aumento significativo na contagem
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total de células inflamatorias, os dois modelos séo potentes indutores inflamatérios. Isso
é relevante porque existe uma associacdo positiva entre o numero de células
inflamatdrias e a gravidade do enfisema (CHUNG; ADCOCK, 2008).

Ainda na ilustracdo 4, ao compararmos 0s dois grupos papaina, é possivel
constatar uma rapida progressao do recrutamento celular, no grupo papaina 31d em
relagcdo ao grupo 22d, uma vez que o grupo 31d apresentou um aumento significativo na
contagem celular do LBA. Esse acréscimo pode ser atribuido a existéncia de um
feedback de degradacdo (ELIAS; LEE, 2005). Esse feedback pode ser causado, por
exemplo, pelas proteinases do hospedeiro (KUHN; STARCHER, 1980). Em outras
palavras, esses dados mostram que existe uma progressao da inflamag&o no modelo de
enfisema induzido por papaina.

Na ilustracdo 5, sdo apresentados os dados da contagem de neutrofilos do LBA.

Contagem de neutrofilos
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llustracéo 5: Contagem de neutrdfilos do LBA. Os valores apresentados representam a
média + E.P.M. dos experimentos realizados (n = 10).*** estatisticamente
significativo, p<0,001. ANOVA seguida de Newman-Keuls.

E possivel observar na ilustragdo 5 que o grupo controle apresentou uma
contagem de neutrofilos estatisticamente préximo a zero. Isso mostra que 0s animais do
grupo controle estdo saudaveis, os neutréfilos sdo abundantes no sangue, mas
praticamente ausentes nos tecidos pulmonares saudaveis (WAGNER; ROTH 2000).

Também é possivel observar que 0s grupos papaina apresentaram uma propor¢do maior
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de neutréfilos que o grupo cigarro. Vale salientar que os neutrofilos sdo as células
inflamatorias encontradas em maior quantidade em pacientes com enfisema, eles sdo
observados no escarro induzido e no LBA desses pacientes. Os neutrofilos secretam
proteinases como a elastase neutrofilica, a catepsina neutrofilica e a proteinase
neutrofilica-3, que irdo contribuir para o desequilibrio entre proteases e antiproteases e
irdo provocar a destruicdo do tecido pulmonar. Além disso, no periodo da exacerbacéo
da DPOC, ha maior aumento do numero de neutrofilos nas vias aéreas e no LBA

(TARANTINO, 2008).

Na ilustracdo 6, sdo apresentados os dados da contagem de macréfagos do LBA.

Contagem de macrofagos
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llustracéo 6: Contagem de macréfagos do LBA. Os valores apresentados representam a
média + E.P.M. dos experimentos realizados (n = 10).*** estatisticamente
significativo, p<0,001. ANOVA seguida de Newman-Keuls.

Os macréfagos alveolares sdo representantes da primeira linha de defesa
pulmonar e atuam na depuracdo pulmonar através da captacéo, transporte e eliminacao
de particulas, microorganismos e liquido por processos de fagocitose, pinocitose e
digestdo (VALENCA et al.; 2004, VALENCA; PORTO 2008). Em condig¢des normais,
representam 90% das células aspiradas na contagem celular do LBA, o que explica a
grande propor¢do de macrofagos no grupo controle, ilustracdo 6 (RUFINO; SILVA,
2006).

Na ilustragdo 7, sdo apresentados os dados da contagem de linfocitos do LBA.
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Contagem de linfocitos
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llustracdo 7: Contagem de linfocitos do LBA. Os valores apresentados representam a
média + E.P.M. dos experimentos realizados (n = 10).*** estatisticamente
significativo, p<0,001 . ANOVA seguida de Newman-Keuls.

Os macrofagos também desempenham um papel importante na inflamacdo da
DPOC por meio da liberagdo de mediadores, tais como o TNF-alfa, IL-8 e LTB4, que
promovem a inflamacdo neutrofilica (MENEZES et al., 2005). Entretanto, no LBA de
pacientes com DPOC ocorre uma diminuicdo percentual de macréfagos e uma
manutencdo na contagem total de linfocitos (TARANTINO, 2008; RUFINO; SILVA,
2006; RUFINO et al., 2007). Dessa forma, o modelo de enfisema com papaina
mostrou-se mais adequado do que o modelo utilizando o cigarro por 45 dias pois,
proporcionalmente, o modelo com papaina apresentou uma proporcdo menor de
macrofagos, ilustracdo 6, e linfdcitos, ilustracdo 7, em relagdo ao modelo utilizando o
cigarro. Nesse ultimo, ocorreu neutrofilia acompanhada de acimulo de macrofagos e
linfocitos, 0 que ja havia sido observado em outros estudos com cigarro (WRIGHT,
2001; MESHI et al., 2002).

Isso, porém, ndo diminui a importancia dos macréfagos e linfcitos na
patogénese da DPOC. Em bidpsias bronquicas obtidas a partir de vias aéreas centrais, 0S
fumantes tiveram um aumento do numero de macrofagos e linfocitos T em comparagédo
com ndo fumantes (MENEZES et al., 2005). Foi verificado, também, que no tecido
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pulmonar de pacientes com DPOC as areas mais destruidas eram circundadas por
processo macrofagico e linfocitério. Estudos do processo inflamatorio que ocorre tanto
nas vias aéreas quanto na periferia pulmonar de pacientes com DPOC tém demonstrado
infiltrado de linfécitos T associado aos macrofagos, fazendo com que 0s autores
sugerissem a interacdo entre essas células na patogénese da DPOC (HOGG; SENIOR,
2002).

Embora seja menos acessivel, uma vez que a papaina é barata e pode ser
comprada na maioria das farméacias de manipulacdo, também é possivel desenvolver
enfisema com EPP. Estudos recentes e relevantes utilizaram o modelo de enfisema com
EPP, dentre esses, podemos citar a pesquisa envolvendo o FCP (HOU; CHENG et al.,
2013) e o anticolinérgico brometo Mepenzolate (TANAKA et al., 2013). Nessas
pesquisas, 0s autores relatam que encontraram um grau de destruicdo parenquimatosa
equivalente ao encontrado no grupo papaina 22d e 31d, foco do presente estudo, como

pode ser visto na ilustragéo 8.

llustracéo 8: Andlise histopatologica dos grupos avaliados. Laminas a, e, j objetiva de
40X, demais laminas na objetiva de 10X. Legenda: Coloracdo PAS-Alcian Blue (PAS)
(@) do grupo controle; (b) grupo enfisema papaina 31d; (c e d) grupo cigarro 45d; (e)

Picrosirius do grupo controle; (f e g) Tricrébmicos de Masson (Massom) do grupo

papaina; (h) Massom do grupo cigarro 45d; (i) Hematoxilina-Eosina (HE) do grupo
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controle; (j) HE do grupo papaina 31d; (k) HE do grupo papaina 22d; (I) Picrosirius do
grupo cigarro 45d.

Analisando a ilustracdo 8, podemos notar a auséncia de metaplasia de célula
caliciforme e de muco, ilustracao 8.a. No entanto na ilustracdo 8.b, podemos visualizar a
destruicdo do parénquima alveolar (em destaque) e a presenca de pouca metaplasia de
célula caliciforme e de muco; j& na ilustragdo 8.c, o destaque indica a presencga de
metaplasia de célula caliciforme e infiltrado celular, nessa lamina também foi
encontrado um aumento na quantidade de muco, e na ilustracdo 8.d o destaque indica a
presenca de metaplasia de célula caliciforme. Na ilustracdo 8.e, podemos perceber a
pouca concentracao de colageno (em vermelho), o que foi confirmado quando se corou
0 bloco dessa lamina com Masson (nesse caso, mostrando o colageno em azul),
enquanto que na ilustracdo 8.f e 8.g, percebe-se a presenca das fibras colagenas,
caracterizada pela cor azul. Na ilustracéo 8.h, percebe-se uma maior proporc¢éo de fibras
coladgenas do que o encontrado na ilustracdo 8.f e 8.g. Por fim, analisando a ilustracdo
8.1, percebe-se a preservacdo da estrutura pulmonar, na ilustracdo 8.j, pode-se visualizar
a presenca de infiltrado de células inflamatdrias; na ilustracdo 8.k, nota-se que houve a
perda de parénquima pulmonar e na ilustracdo 8.1, visualiza-se o0 aumento na
concentracdo de fibras colagenas.

Analisando a coloracdo PAS-Alcian Blue (PAS), ilustracdo 8, podemos observar
que, em relacdo ao controle, ilustracdo 8.a, 0 grupo cigarro 45d apresentou grandes
areas de infiltrado inflamatério, presenca de metaplasia de células caliciformes e
aumentos na quantidade de muco, ilustracdo 8.c e 8.d. Esses resultados sdo mais
caracteristicos da bronquite crénica e ndo do enfisema (MARTINEZ; GOTTSCHALL,
1979). Apesar dos grupos papaina 22d e 31d apresentarem grandes areas de infiltrado
celular, ilustragéo 8.j, ndo foi encontrado aumento significativo na metaplasia de células
caliciformes e nem no muco. Os achados mais caracteristico desses grupos foi a
destruicdo parenquimatosa, como pode ser observado nas coloragbes PAS e HE,
ilustracdo 8.b e 8.k, respectivamente.

Ainda na ilustracdo 8, podemos analisar a deposicdo de coldgeno. Essa
deposicdo, analisada pelos métodos de coracdo de Tricromicos de Masson (Masson) e
Picrosirius, revela que o grupo cigarro 45d apresentou maior quantidade de colageno
que 0s grupos papaina. Esse resultado pode ser observado ao compararmos a coragdo
Masson, ilustracdo 8.h, e Picrosirius, ilustragdo 8.1, do grupo cigarro 45d com a coragéo
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Masson dos grupos papaina, ilustracdo 8.f e 8.9. O enfisema é uma patologia sem
fibrose Obvia e esta fibrose, em grande parte, esta relacionada a deposi¢do de coladgeno
(KIELTY; SHERRATT; SHUTTLEWORTH, 2002). Dessa forma, mais uma vez, o
modelo com papaina se mostra mais adequado para o estudo do enfisema do que o
modelo com cigarro.

Embora ndo tenhamos desenvolvido uma modelo comparativo entre a papaina e
o EPP, em muitos aspectos, pelos dados da literatura, 0 modelo de enfisema com
papaina revelou-se mais adequado para o estudo isolado do enfisema do que o com
elastase. Segundo a literatura, no enfisema induzido por EPP, ocorre metaplasia de
celulas secretoras, anormalidades da fungdo pulmonar, hipoxemia, e hipertrofia
ventricular direita, as quais sdo caracteristicas da DPOC humano, ou seja, bronquite
crénica e enfisema. A administracdo intratraqueal de EPP é seguida pela perda inicial de
elastina e colageno. Ao longo do tempo, a elastina e os glicosaminoglicanos retornam
ao normal e o colageno aumenta novamente, ainda que a matriz extracelular
intraparenquimatosa (ECM) permaneca reduzida e distorcida e a arquitetura do pulmao
permaneca grosseira e permanentemente anormal (KUHN et al., 1976).

Na ilustragdo 9, sdo apresentados os RX dos grupos avaliados.

llustracédo 9: RX dos grupos avaliados. Legenda: (a) RX em perfil do grupo controle;

(b) RX péstero-anterior (PA) do grupo controle; (c) RX PA do grupo cigarro 45d; (d)
RX PA do grupo papaina castracao; (€) RX PA do grupo papaina 22d; (f) RX PA do
grupo papaina 31d.

A radiografia convencional de térax, exame de simples execucdo, geralmente é
um dos primeiros a serem solicitados na avaliacdo de paciente com queixas e histéria de
exposicdo compativeis com o enfisema. Dentre as alteracfes radioldgicas compativeis
com essa doenca, podemos destacar a presenca de hiperinsuflagédo pulmonar, apesar de
poder estar presente em outras situacbes como no transplante pulmonar e na
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bronquiolite obliterante, o aumento do diametro antero-posterior e do espaco
retroesternal e o aplainamento e retificagdo das cupulas diafragmaticas. Todos esses
achados tendem a aumentar o tamanho pulmonar. Estudos antigos j& correlacionavam a
medida objetiva do tamanho pulmonar na radiografia de torax com alteracfes
espirométricas, encontrando grande reprodutibilidade e valores preditivos positivos
muito confiaveis. Na andlise estatistica do tamanho do térax, ilustracdo 9, entretanto,
ndo foram encontradas diferencas significativas nos grupos avaliados, o que pode ser
devido ao estagio inicial da patologia, ja que poucas alteracbes morfoldgicas podem ser
surpreendidas nas fases iniciais com esse método. A medida que ocorre a progresséo da
doenca, porém, algumas alteragdes com razoavel sensibilidade e baixa especificidade
podem ser encontradas na radiografia convencional (REICH; WEINSHELBAUM,;
YEE, 1985; BRUNO et al., 2009).

Outra apresentacdo radiolégica muito associada a DPOC, e que também nao foi
encontrada na ilustracdo 9, é a formacdo de bolhas pulmonares, verdadeiras “ilhas”
avasculares e destituidas de parénquima pulmonar funcionante e responséveis por piora
funcional respiratoria atribuida a compressao de tecido preservado adjacente, além de
potencial gerador de pneumotoérax, complicacdo sempre temida no contexto da doenca
bolhosa. Apesar da clara associacdo existente entre enfisema e formacdo de bolhas,
outras patologias podem cursar com a mesma manifestacdo. Um exemplo corrente em
nosso meio é a sequela de tuberculose em sua forma de caverna insuflada gerada por
mecanismo de valvula unidirecional e desestruturacdo da arvore brénquica com
apresentacdo radiografica bastante semelhante da bolha enfisematosa (FRIEDMAN,
2008).

Por fim, a curto prazo, quando se comparou as ratas castradas com as nao
castradas, ndo foram observadas alteragcOes significativas na contagem total e diferencial
de células e nem na analise anatomopatologica. Entretanto, a longo prazo, o resultado
encontrado poderia ser diferente, pois tanto o estrogénio quanto os demais hormonios
esteroidais atuam na transcricdo génica (PRENZEL et al., 2011), no processo de
inicializacéo da lipoperoxidacédo, na protecdo contra dano no DNA (VIGO et al., 2003;
COLARES, 2011; THOMAS et al., 2011) e na regulacdo da atividade das enzimas
antioxidantes, como a glutationa peroxidase (ROBB; STUART, 2011).

4 CONCLUSAO
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De acordo com os resultados dos achados do LBA, podemos concluir que o
modelo de enfisema com papaina revelou-se mais adequado para o estudo isolado do
enfisema do que o modelo utilizando o cigarro como desencadeador do enfisema. No
modelo com papaina foi encontrado um maior recrutamento neutrofilico, em relacdo aos
macrofagos e linfocitos, bem como uma maior destruicdo parenquimatosa. Além disso,
foi encontrado uma menor metaplasia de células caliciformes e uma menor deposicao de
colageno do que a encontrada no modelo com cigarro. Dessa forma, no estudo da
bronquite crénica associada ao enfisema, a melhor opg¢éo seria 0 modelo com cigarro.

Pode-se concluir ainda que, na analise do efeito da castracdo sobre o
desenvolvimento do enfisema, ndo foram encontradas diferencas significativas, o que
ndo significa que esse efeito ndo ocorra, uma vez que esse efeito pode ter sido
mascarado pela agressiva inflamacéo e destruicdo proporcionada pela pulverizacdo da
papaina. Uma forma de confirmar isso seria através da andlise do efeito da castracao
durante um longo periodo de tempo.

Além disso, ndo foram encontradas diferencas radioldgicas significativas nos
grupos avaliados, o que pode ser devido ao estagio inicial da patologia, j& que poucas
alteracdes morfoldgicas do enfisema podem ser surpreendidas nas fases iniciais com
Raio-X.

Por fim, podemos concluir que o modelo de enfisema com pulverizacdo de
papaina mostrou ser uma ferramenta Util, particularmente, para o estudo de lesdo
proteolitica. Além disso, os achados inflamatdrios seguintes a administracdo de papaina
sugerem que este modelo também pode fornecer informacgdes relevantes no estudo

inflamatorio e de proteases endogenas.
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RESUMO

A Mikania glomerata Sprengel, popularmente conhecida como guaco, atua eficazmente
como broncodilatadora, expectorante e supressora da tosse. Com o objetivo de obter
extratos secos com as caracteristicas proporcionadas pela secagem por aspersao, que sao
necessarias para a entrega pulmonar, e com a estabilidade de constituintes encontradas
na secagem por liofilizacdo, foi realizado um planejamento fatorial para avaliar,
quantitativamente, a influéncia da temperatura de entrada e da percentagem de
Aerosil®200 sobre as respostas de interesse, bem como as possiveis interacées entre 0s
fatores. Além disso, foi utilizado com marcador a cumarina, em analise feita em um
espectrofotbmetro UV, e a atividade antioxidante, avaliada pelo método baseado na
eliminacdo do radical livre estavel 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPHe). Também foi
realizada a analise microbiologica dos produtos acabados. Os resultados evidenciaram
uma perda de atividade antioxidante quando a secagem foi realizada com temperatura
de entrada de 170°C e a preservacdo das caracteristicas fisicas, a longo prazo, nos
extratos secos com 30% de Aerosil®200. Diante disso, podemos concluir que o melhor
método de secagem por aspersdo utiliza 30% de Aerosil®200 e uma temperatura de
entrada de 140°C. Foi observado, também, que a preservacdo do teor de cumarina no
extrato seco por aspersao, mesmo com a utilizacdo de temperaturas de saida de 106°C,
se deve, provavelmente, a microencapsulacdo promovida pelo Aerosil®200. Pode-se

constatar, ainda, que a cumarina, isoladamente, ndo deve estar associada a atividade
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antioxidante. Dessa forma, outros compostos mais termolabeis que ela devem ser os
responsaveis por tal atividade. Por fim, as secagens por aspersdo e liofilizacdo
mantiveram, estatisticamente, a mesma populagdo microbioldgica e, uma vez que o
tamanho de particula, 1-5 my, a fluidez, a estabilidade e a atividade do extrato seco
foram conseguidos, a formulagdo seca com 30% de Aerosil®200 e temperatura de
entrada de 140°C poderd ser uma candidata para estudos que a utilizem por via
pulmonar.

PALAVRAS-CHAVE: Asteraceae; Antioxidantes; Guaco; Liofilizacdo; Parametros de

secagem.

Abstract: Mikania glomerata Spreng.: Development of a formulation for pulmonary
delivery

The Mikania glomerata Sprengel, popularly known as guaco, effectively acts as a
bronchodilator, expectorant and cough suppressant. In order to obtain powders with the
features offered by spray drying, which are necessary for pulmonary delivery, and the
stability of constituents found in the freeze-drying a factorial experimental design was
conducted to assess quantitatively the influence of temperature input and the percentage
of Aerosil®200 on the responses of interest, as well as possible interactions between
factors. Furthermore, it was used with marker coumarin, in analysis in a UV
spectrophotometer, and antioxidant activity, assessed by eliminating method based on
the stable free radical 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH ¢). Microbiological analysis
of finished products was also performed. The results showed a loss of antioxidant
activity when drying was performed with inlet temperature of 170°C and the
preservation of the physical characteristics, long-term, in dry extracts with 30%
Aerosil®200. Therefore, we conclude that the best method of spray drying uses 30% of
Aerosil®200 and an inlet temperature of 140°C. It was also observed that the
microencapsulation promoted by Aerosil®200 preserves the content of coumarin in the
spray dried extract, even with the use of the outlet temperature of 106°C. We could as
well observe that coumarin alone should not be associated with antioxidant activity.
Thus, other more labile compounds that it should be responsible for such activity.
Finally, the spray drying and freeze drying remained statistically similar
microbiological population, and, since the particle size, 1-5 my, the fluidity, stability

and activity of the dry extract were obtained, the dry formulation with 30% of
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Aerosil®200 and inlet temperature of 140°C may be a candidate for use in studies for
pulmonary delivery.
KEYWORDS: Asteraceae; Antioxidants; Guaco; Freeze-dryer; Parameters of drying.

1 INTRODUCAO

A Mikania glomerata Sprengel, popularmente conhecida como guaco, é uma
planta da familia Asteraceae que atua eficazmente na broncodilatacdo, expectoracdo e
supressdo da tosse. Esta planta faz parte da "Lista de Fitoterdpicos com Registro
Simplificado™" da ANVISA e é um dos 12 fitoterapicos de interesse do SUS. O xarope
de guaco, produzido com o extrato fluido alcodlico, e a capsula, produzida a partir do
extrato seco, sdo as formas farmacéuticas utilizadas na terapéutica de doencas das vias
aéreas superiores, incluindo bronquite, pleurite, tosse, asma, gripes e resfriados
(RADUNZ et al., 2012).

Embora disponivel em duas formas farmacéuticas, o extrato seco é a
apresentacdo farmacéutica mais comercializada (ROCHA et al., 2008), uma vez que
apresenta uma série de vantagens em relacdo ao extrato alcoolico, as quais podemos
destacar: maior estabilidade quimica, fisico-quimicas e microbiolégicas, mais facil
padronizacdo, maior concentracdo de compostos ativos e uma maior capacidade de
transformacdo em diferentes tipos de formas farmacéuticas sélidas (OLIVEIRA;
PETROVICK, 2010).

Uma das melhores formas de se obter o extrato seco € através da secagem a frio
ou por aspersdo. Na secagem por aspersao € realizado a pulverizacdo do fluido dentro
de uma camara de secagem. Nessa cdmera, uma corrente de ar quente gera a evaporacao
do solvente em fragdes de segundos. Essa velocidade de evaporacdo é, em grande parte,
decorrente da grande area superficial gerada pela atomizacdo do liquido. Como
vantagens desse processo, temos o fato de que o tamanho de particula, a distribuicdo de
tamanho, a densidade e o teor de umidade podem ser controlados somente por
modifica¢fes nos pardmetros de secagem. Essa versatilidade é primordial, por exemplo,
guando se objetiva a entrega pulmonar. Além disso, esse processo fornece pés com a
fluidez necessaria para a utilizagdo dessa via de administracio (CARVALHO;
MARTINS, 2004; DOAN; COUET; OLIVIER, 2011; SILVA et al., 2012). Cabe

salientar que, além da secagem por aspersdo, é possivel produzir pds, com todas as
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caracteristicas necessarias para a entrega pulmonar, por secagem a frio (OH et al., 2011;
YOO et al., 2011).

A secagem a frio, também conhecida como liofilizacdo, é amplamente utilizada,
uma vez que permite a secagem e mantém a estabilidade de compostos termicamente
instaveis (por exemplo, medicamentos a base de proteinas) (TANG; PIKAL, 2004).
Como esse método de secagem mantém a estabilidade dos constituintes quimicos, é por
vezes utilizado como método de referéncia para comparar as experiéncias de secagem
(RATTI, 2001; STRALSJO et al., 2003).

Porém, € inviavel se comparar todos os constituintes quimicos de um extrato
vegetal. Dessa forma, 0 mais adequado € a utilizagdo de marcadores. Neste estudo, que
objetivou a obtencdo de extratos secos com as caracteristicas fisicas proporcionadas
pela secagem por aspersdo e a estabilidade de constituintes encontradas na secagem por
liofilizacdo, foi utilizada a cumarina (2H-1-benzopiran-2—ona) como marcador (LEITE
etal., 1993).

A cumarina é um dos constituintes majoritarios da M. glomerata e contribui,
significativamente, para o efeito farmacoldgico dessa planta. Ela também é responsavel
por cerca de 50 a 60% da atividade broncodilatadora, que ocorre atravées do relaxamento
do masculo liso pulmonar (CELEGHINI; VILEGAS; LANCAS, 2001; WANG; LIU,
2009; SOARES et al., 2012).

Além da cumarina, a atividade antioxidante dos extratos secos também foi
utilizada como marcador, alguns extratos vegetais reduzem inflamacGes por eliminar
superoxidos  conhecidos por participarem do recrutamento de células
polimorfonucleares presentes em tecidos inflamados, ou seja, existe uma correlacdo
entre as atividades antioxidante e anti-inflamatéria (THAMBI et al., 2006).

Selecionada a forma de secagem, é preciso escolher o melhor adjuvante, uma
vez que é uma variavel particularmente importante na secagem por aspersao de extratos
vegetais. Nesse método de secagem, o adjuvante pode determinar a estabilidade e a
qgualidade do extrato, além de afetar as caracteristicas de biodisponibilidade
(OLIVEIRA; PETROVICK, 2010). Entretanto, do ponto de vista farmacotécnico,
guando se trata da secagem do extrato da M. glomerata por aspersdo, a escolha do
Aerosil®200 (di6xido de silicio coloidal) ja se encontra bem fundamentada. Isso ocorre,
em grande parte, devido a elevada superficie especifica e ao alto poder adsorvente desse
adjuvante (SILVA et al., 2012; SOARES et al., 2012). Além disso, ndo foi encontrado
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efeito patogénico do Aerosil®200 no pulméo, por se tratar de uma silica amorfa, a qual
pode ser degradada pelos macréfagos (KAWASHIMA et al., 1998).

Além das anélises quimicas e fisicas, que sdo relevantes para o desenvolvimento
de uma forma farmacéutica, também ¢é preciso se investigar a existéncia de
contaminacdo microbioldgica dos produtos acabados. Isso € ainda mais relevante
quando se trabalha com matérias-primas de origem biolégica, como os extratos de
plantas. Porém, é impossivel monitorar de forma eficiente a contaminagéo por todos o0s
micro-organismos. Dessa forma, € utilizado o estudo de micro-organismos indicadores,
que sdo grupos ou espécies que quando presentes fornecem informacgdes sobre a
ocorréncia de contaminacdo, as quais sd0 uteis no controle da qualidade
(BATTAGLINI, 2010).

Diante do exposto e levando em consideracéo que na secagem por aspersdo, para
desenvolver um extrato vegetal seco para a entrega pulmonar, precisa-se, normalmente,
trabalhar com temperaturas entre 100°C a 200°C, o presente estudo objetivou realizar
uma otimizacdo da secagem dos extratos obtidos a partir da Mikania glomerata
Sprengel. Para tanto, foi realizado um planejamento fatorial, o qual consiste de uma
técnica extremamente econbémica que pode ser utilizada para avaliar,
qualiguantitativamente, a influéncia de varios fatores simultaneos sobre a resposta de
interesse, bem como as possiveis interacfes entre esses fatores (BARROS, 2003). Neste
estudo, também verificou-se a influéncia do aumento da temperatura e da proporcéo de
Aerosil®200 sob a umidade residual, no rendimento liquido, no aspecto fisico, no teor
de cumarina e na atividade antioxidante dos extratos secos. Além disso, realizou-se a

analise microbiol6gica dos extratos.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Extrato vegetal

O extrato vegetal, obtido da Schraiber (Sdo Paulo, Brasil), foi produzido a partir
da M. glomerata oriunda da regido sul do Brasil. Esse extrato apresentava as seguintes
propriedades: liquido limpido e homogéneo, cor castanho escuro, pH de 5,97, teor
alcoolico de 36%, densidade de 0,903 g/ml (conforme descrito na farmacopeia
5°edicdo), residuo seco de 2,7% (mensurado por sistema de secagem por infravermelho)

e indice de refracdo de 1,350 nD. Além disso, na anélise microbioldgica foi encontrado
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uma quantidade de bactérias heterotréficas de 3x10? UFC/mI (35°C/ 48h) e de fungos e
leveduras de < 10° UFC/m.

2.2 Secagem do extrato por aspersao e liofilizacdo e analise da influéncia dos fatores
O calculo da quantidade de Aerosil®200 a ser adicionado foi feito a partir do

residuo seco do extrato, conforme equacéo 1.

RS (%)XVS (mL)xPA (%)
PA (%)— 100%

: Eq. (1)
onde: RS = residuo seco, VS = volume secado, PA = percentagem de Aerosil®200

Todas as secagens foram realizadas em duplicata. A secagem por asperséo foi
realizada em Mini Spray Dryer (BUCHI B-290). Os parametros de secagem foram
mantidos constantes durante todo o processo de secagem. Foram realizadas seis
secagens organizadas em trés planejamentos fatoriais 2%: aumento de temperatura de
120 a 140°C, de 140 a 170°C e de 120 a 170°C, com 15 e 30% de Aerosil®200. A
juncdo dos trés planejamentos pode ser visto na tabela 1. Nesses planejamentos, é
possivel avaliar, quantitativamente, a influéncia das trés temperaturas (120°C, 140°C e
170°C) e das duas percentagens de Aerosil®200 (15 e 30%) sobre as respostas de
interesse, bem como as possiveis interaces desses dois fatores. A andlise dos dados
desse planejamento foi realizada conforme descrito anteriormente (BARROS, 2003).
Durante a secagem, as solucBes extrativas adicionadas dos adjuvantes tecnoldgicos
foram mantidas sob agitacdo durante todo processo de secagem. Para 0s seis extratos foi
utilizada uma velocidade de fluxo de 7,0 mL/min. e pressdo de 600 mmHg. Na secagem
a frio, o solvente etandlico do extrato foi evaporado, a 45°C e sob pressao reduzida, em
seguida a agua foi retirada por liofilizagdo, conforme descrito anteriormente (SANTOS
etal., 2012).

Tabela 1: Planejamento fatorial dos experimentos realizados.

Planejamento Temperatura de admissdo  Percentagem de Aerosil®200
1° 120 °C 15%
140 °C 30%
90 140 °C 15%
170 °C 30%
30 120 °C 15%

170 °C 30%
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Fonte: Acervo pessoal.

2.3 Rendimento

O rendimento bruto obtido apds o processo de secagem dos extratos foi
calculado em relacdo a massa tedrica de sélidos totais presente nas solugbes extrativas.
Os solidos totais correspondem ao teor de residuo seco da solucdo extrativa, que é o
residuo seco (%) vezes o volume secado (ml), somada ao peso do adjuvante adicionado

(resultado da equacéo 1).

2.4 Andlise do tamanho de particula

Para a andlise do tamanho de particula, foram contabilizadas 500 particulas, em
triplicata, na objetiva de 40X e com a utilizacdo de uma lente dptica especial que
permitia a quantificacdo do tamanho de particula. A contagem foi realizada em um
microscopio optico Olympus BX41 (OLIVEIRA; PETROVICK, 2010).

2.5 Teor de umidade

A determinacdo da umidade residual presente em todos os extratos secos foi
realizada logo ap6s a secagem, seguindo metodologia descrita na Farmacopéia
Brasileira 5% edicdo. Os resultados foram expressos em perda percentual de umidade em

massa através da média de trés determinacdes.

2.6 Avaliagdo da capacidade antioxidante in vitro

Para avaliar a acdo antioxidante foi utilizado o método baseado na eliminagéo do
radical livre estavel 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPHe). A molécula de DPPHs,
ilustracdo 1, é bastante conhecida por caracteriza-se como um radical organico livre
estavel que tem muitas vantagens, tais como uma boa estabilidade na auséncia da luz,
aplicabilidade, simplicidade e viabilidade (SCHERER; GODOY, 2009; DENG;
CHENG; YANG, 2011). O método DPPH ¢ utilizado em mais de 90% dos estudos de
avaliacdo antioxidante de substancias puras, misturas ou matrizes complexas (MOON;
SHIBAMOTO, 2009).
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llustracdo 1: Forma radicalar (1) e ndo radicalar (2) do DPPH. Acervo pessoal.

2.7 Andlise do teor de cumarina por espectrofotdmetro-UV

A andlise do teor de cumarina foi realizada em um Espectrofotbmetro UV
(Micronal AJX-3000PC) em 275 nm. A curva de calibracdo foi preparada usando como
padrdo a cumarina padrdo 2H-1-benzopiran-2-ona (Sigma - Aldrich, S&o Paulo, Brasil).
Como solvente, foi utilizado metanol/agua na propor¢do de 80:20. Para a determinagédo
da curva de calibracdo, foram preparadas sete diluicdes a partir da solucéo inicial de 480
pug/mL. Assim, a curva de calibracéo foi determinada, em triplicata, utilizando solugdes
com concentragdes de 4,80 ug/mL, 5,76 ug/mL, 6,72 pug/mL, 7,68 pug/mL, 8,64 pg/mL,
9,60 pug/mL e 10,56 ug/mL. A equacdo de linha foi: Y = 0,089x + 0,5601 e R2 =
0,9966.

Para determinar o nivel de cumarina dos extratos secos, inicialmente, uma
solugdo inicial de 480 pg/ml foi preparada por dilui¢do de 24 mg do extrato seco, em 50
mL de uma solucdo de metanol/dgua (4:1). Em seguida, uma segunda diluicdo foi
efetuada, retirando-se uma aliquota de 8 mL da solugdo-inicial em 25 mL de uma
solucdo de metanol/agua (4:1), obtendo-se uma concentracdo teorica final de 153,6
mg/mL.

O valor inicial da cumarina (antes do processamento) foi determinado através da
anéalise da absorvéancia de uma aliquota de 0,8 mL do extrato fluido de guaco que foi
diluido em 100 ml de uma solucdo metanol/agua (4:1) e lido no espectrofotdmetro a 275
nm. O valor obtido foi utilizado na equagdo de linha revelando o nivel de cumarina
presente no extrato fluido. Esta metodologia foi realizada conforme descrito
anteriormente (CARVALHO; MARTINS, 2004; SOARES et al., 2012).
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4.2 Analise microbioldgica

2.8.1 Preparagéo das amostras e dilui¢des seriadas

Na pesquisa por microrganismos mesofilos em superficie, bolores e leveduras e
Escherichia coli, foram realizadas trés diluicdes com solucéo salina 0,85% (NaCl). Na
pesquisa por Salmonella spp foi realizado o mesmo nimero de diluigdes, no entanto,
utilizando como solvente a &gua peptonada (APT) 0,1% na proporcdo de 1:10 (pré-
enriquecimento) (SILVA, 1997; BRASIL, 2010).

2.8.2 Contagem total de microrganismos mesofilos em superficie

A contagem total de microrganismos meséfilos em superficie foi realizada em
meio de cultura agar padrdo para contagem (PCA) através da inoculacdo de 0,1 ml da
amostra. Apds o espalhamento com alca de drigalski, foi realizada a incubacdo em
estufa a 35-36°C/48h (SILVA, 1997).

2.8.3 Pesquisa de Escherichia coli

A pesquisa por Escherichia coli foi realizada através de diluicdes seriadas com
inoculagdo de 1 mL da amostra em 3 séries de 3 tubos de Caldo Lauril Sulfato Triptose
(LST), incubados em estufa a 35-36°C/24-48h (SILVA, 1997).

2.8.4 Contagem de bolores e leveduras

A contagem de bolores e leveduras foi realizada em meio de cultura agar
sabouraud-dextrose inoculando 0,1 ml da amostra. Apds espalhamento com Alga de
Drigalski, foi realizada a incubacdo em estufa a 24-25°C/ 7dias (BRASIL, 2010).

2.8.5 Pesquisa de Salmonella spp

Na determinacdo da presenca de Salmonella spp, inicialmente o extrato foi
diluido em agua peptonada 0,1% e incubado a 35-36°C/24h em estufa para o pré-
enriquecimento. Em seguida uma aliquota de 0,1 mL foi retirada da APT e inoculadas
em Caldo Rappaport, para selecdo dos microrganismos, e incubadas em banho-maria a
42°C/24h (RODRIGUES, 2003). Entdo, uma algada foi retirada do Caldo Rappaport e
estriadas em placas contendo meios diferenciais, &gar enteric hecktoen (HE) e agar
salmonella-shigela (SS), sendo em seguida incubados em estufa a 35-36°C/24h
(PAIVA, 2006). Por fim, com uma agulha de inoculacdo, removeu-se a porcao central



80

da colbnia desejada e inoculou-se em tubos com meios de provas bioquimicas, agar trés
acucares ferro (TSI) e &gar lisina ferro (L1A), que foram incubados a 35-36°C/24h em
estufa. A identificacdo de Salmonlla spp foi feita com base nas caracteristicas das

colbnias nos meios TSI e LIA.

4.3 Planejamento fatorial e analise estatistica

Foi utilizado o planejamento fatorial 22 conforme descrito anteriormente
(BARROS, 2003). Para a andlise estatistica da media + E.P.M. foi utilizado o GraphPad
Prism 5, que também foi utilizado para realizar a analise estatistica da eliminacdo do
radical DPPH-, nesse caso, foi realizado pelo método ANOVA seguida de Newman-
Keuls, sendo utilizado p<0,0001.

3 RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1 Rendimento liquido dos processos de secagem

Devido a aderéncia do extrato seco nos compartimentos do Spray Dryer, houve
uma perda de massa no produto seco obtido a partir do processo de secagem por
aspersdo em comparacdo com o processo de liofilizagdo, por conseguinte, o rendimento
liguido médio do processo de secagem por atomizacdo foi de 80%. Tendo por base
outros estudos de otimizacdo do processo de secagem, esse valor apresentou-se dentro
do esperado. Caso o rendimento fosse inferior a 80%, poderia ser realizado uma
diminuicdo da alimentacdo, velocidades de alimentacdo excessivas conduzem a
diminuicdo da temperatura de saida e ao acimulo do material sobre as paredes da
camara (ROCHA, LUCIO et al., 2008; OLIVEIRA; PETROVICK, 2010).

Na ilustracdo 2, é apresentado a influencia dos fatores sobre o rendimento das
secagens por aspersdo. Ao analisarmos os dados do rendimento liquido das secagens por
aspersdo, ilustracédo 2, pode-se observar que houve influéncia apenas da concentracédo de
Aerosil®200, ou seja, 0 aumento da percentagem de 15 para 30%, em qualquer uma das
temperaturas analisadas (120°C, 140°C e 170°C), propiciou, estatisticamente, o
aumento no rendimento.

Esse comportamento, onde o0s melhores rendimentos foram obtidos nas
concentracdes mais altas de Aerosil®200, também foi observado utilizando a

metodologia da superficie de resposta.



81

Rendimento das secagens por aspersio
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Influéncia dos fatores

llustracéo 2: Rendimento das secagens por aspersao. Os valores representam a média +
E.P.M. dos resultados obtidos, em duplicata (n=4), dos planejamentos fatoriais 2°. *

superior ao limite de significancia.

Entretanto, se houvesse um aumento ainda maior na percentagem de
Aerosil®200, provavelmente, ocorreria um aumento na quantidade de sélidos, o que
provocaria um aumento da viscosidade do meio, dificultando assim a aspersdo da
solucdo extrativa. Isso, além de influenciar o rendimento, diminuiria a concentracdo de
ativos vegetais (VASCONCELOS, MEDEIROS et al., 2005).

3.6 Tamanho de particula

Com relacdo ao tamanho de particula, foi verificado que todos 0s extratos secos
por aspersao apresentaram um tamanho variando de 1 a 2 um. Particulas com tamanho
entre 1-5 pum possuem uma maior probabilidade de se atingir a por¢ao inferior do
sistema respiratério. Entdo, se 0 objetivo terapéutico for as porgdes superiores deste
sistema, um aumento do tamanho das particulas devera ser realizado (HASSAN; LAU,
2011).

Esse aumento podera ser feito através de modificagdes na viscosidade, no
conteddo de sélidos, na tensdo superficial do produto fluido a secar e no fluxo de
alimentacdo (SANTOS; SHARAPIN, 2000). O aumento no contetdo de solidos eleva a

viscosidade, resultando em pds com maior densidade. Além disso, quanto menor o
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conteddo de solidos em uma suspensao, maior 0 espaco vazio no interior da particula
(ballooning) e menor a espessura das paredes (CAO et al., 2000). A tenséo superficial
do material a ser seco também exerce influencia proporcional sobre a energia gasta para
formar as goticulas. Nesse caso, a adi¢do de tensoativos € utilizada com a finalidade de
reduzir a tensdo superficial, propiciando a formacéo de goticulas menores e ao aumento
na velocidade de aspersdo (DE CAMPOS, 1996; SOARES, 2002). O aumento na
temperatura do material de entrada, normalmente, pode reduzir a tenséo superficial e a
viscosidade das amostras, o que também influéncia o tamanho de particula (SOARES,
2002). Além disso, a distribuicdo e o tamanho de particula estdo relacionados ao
tamanho das goticulas formadas pelo processo de aspersdo. Portanto, a escolha do tipo
do aspersor é extremamente relevante (OLIVEIRA; PETROVICK, 2010).

No entanto, é importante levar em considera¢do que o aumento no tamanho das
particulas, embora ndo alterem as forcas de adesao entre as superficies dos carreadores,
estdo relacionados com a diminuicéo da aerolizagéo (OOl et al., 2011). Além disso, foi
observado que o desempenho da aerolizacdo é governado por colisGes entre as
particulas carreadoras, quando transportadores homogéneos sdo utilizados,
permanecendo constante em relacdo a concentracdo da droga (YOUNG et al., 2011).
Logo, pode-se inferir que uma forma de aumentar o tamanho das particulas e manter seu
desempenho é aumentar o fluxo de aeroliza¢éo (OOl et al., 2011).

Caso se objetive a entrega de particulas grandes na porcédo inferior do sistema
respiratorio, uma diminuicdo da densidade da particula devera ser realizada pela adicdo
de agentes porogénicos. Uma das primeiras pesquisas com particulas porosas foi
realizada em 1997. Nessa pesquisa, grandes particulas porosas com densidades de
massa <0,4 g/cm?® e didmetro médio >5 um forneceram deposicéo pulmonar profunda da
droga inalada. A utilizacdo dessas particulas grandes se mostra interessante,
principalmente, se a permanéncia prolongada da particula for o desejavel. Isso ocorre
porque particulas grandes ajudam a contornar os mecanismos de limpeza nos pulmdoes.
Para uma deposicdo profunda, deverd ser mantida uma densidade <1.0 glcm®. Para
tanto, podera ser utilizado, por exemplo, o bicarbonato de aménio (EDWARDS et al.,
1997; GUPTA; AHSAN, 2011; OGAIN et al., 2011; OH et al., 2011; YOO et al., 2011).

3.7 Teor de umidade
Outro parametro que foi analisado por meio do planejamento fatorial foi o teor
de umidade. O teor de umidade variou de 5 a 10%, no extrato seco a 120°C e com 15%
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de Aerosil®200 e no extrato seco a 170°C e com 30% de Aerosil®200, respectivamente,
ou seja, os fatores temperatura de secagem e percentagem de Aerosil®200 sdo
inversamente proporcionais. Assim, quanto maior a percentagem de adjuvante e da
temperatura de entrada, menor foi o teor de umidade encontrado. A influéncia dos

parametros avaliados, sobre o teor de umidade, podem ser vistos na ilustracéo 3.

Teor de umidade das secagens por aspersio
2.0-

Influéncia dos fatores

llustracdo 3: Teor de umidade das secagens por aspersdo. Os valores representam a
média + E.P.M. dos resultados obtidos, em duplicata (n=4), dos planejamentos fatoriais

2%, * superior ao limite de significancia.

Na ilustracdo 3, é possivel observar que, logo apos a secagem do extrato, o fator
com maior influencia sobre o teor de umidade foi a temperatura. Entretanto,
transcorridos 6 meses da secagem por aspersdo, independente da temperatura de
secagem, todos 0s extratos secos que continham 15% de Aerosil®200 apresentavam-se
na forma semi-sélida e com coloragdo enegrecida, fato que ndo foi observado nos
extratos secos com 30% de Aerosil®200. Esses Gltimos extratos, permaneceram com as
mesmas caracteristicas fisicas observadas logo apos a secagem, ilustracdo 4.

Na ilustracdo 4 também é possivel observar outra mudanga quanto ao aspecto
fisico visual. Nos extratos secos com 30% de adjuvante € possivel observar que o
extrato seco se torna mais claro a medida que aumenta a temperatura de secagem. O

aspecto de um po bege claro, homogéneo e seco, € observado no extrato seco a 170°C e
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30% de adjuvante. Essa caracteristica € considerada de boa aparéncia para o
desenvolvimento de capsulas (SOARES et al., 2012).

llustracéo 4: Analise macroscépica dos extratos apds seis meses da secagem.

Esses resultados corroboram com outra pesquisa onde a analise descritiva dos
dados de umidade residual dos extratos secos de Schinus terebinthifolius Raddi mostrou
que o nivel que produz os menores valores para teor de umidade € o de 30% de
concentracdo de Aerosil®200, independente da temperatura. Além disso, a analise de
superficie de resposta ajustada aos dados de umidade residual dos extratos secos mostra
que, & medida que o pardmetro de temperatura € aumentado em associagdo ao aumento
do percentual de adjuvante, a umidade residual diminui e ocorre uma maior estabilidade
aos efeitos da higroscopicidade (VASCONCELOQOS et al., 2005). Essa estabilidade pode
ser atribuida a uma possivel microencapsulagdo das particulas do extrato seco pelo
Aerosil®200 (CORNEC, 1990).

A influéncia da concentracio de Aerosil®200 também foi analisada na secagem
de solugdes extrativas da Maytenus ilicifolia Martius ex Reissek. Nessa secagem, 0
aumento da adi¢do do adjuvante, de 10 para 20%, causou uma reducdo significativa da
higroscopicidade dos produtos secos (OLIVEIRA, 2010; WANG; WANG, 2000). A
escolha pelo emprego de Aerosil®200 na concentragdo de 30% também foi observada
em outras pesquisas (SILVA, 2007; OLIVEIRA; PETROVICK, 2010).
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Entretanto, uma vez que a umidade residual para os medicamentos fitoterapicos
solidos deve permanecer entre 8% e 14%, apenas 0s extratos secos a 120 e 140°C
estariam dentro do determinado (MICHELIN et al., 2010). Uma forma de se adequar o
teor de umidade do extrato seco a 170°C seria aumentando o fluxo de alimentacdo. Esse
aumento de fluxo causaria a diminuicao da temperatura de saida, a qual é a responsavel
pelo teor de umidade final do extrato seco (OLIVEIRA; PETROVICK, 2010). As
temperaturas de saida podem ser visualizadas na tabela 2.

Tabela 2: Temperaturas de saida dos ensaios

Ensaios Temperatura de admissdo Temperatura de saida
1 120 °C 74 °C
2 140 °C 89 °C
3 170 °C 106 °C

Fonte: Acervo pessoal.

Além do uso do adjuvante, que mostrou-se crucial para a estabilidade do extrato
seco a longo prazo, poderia ser observada a influéncia da utilizacdo de algum excipiente
farmacotécnico. Em varias pesquisas, a utilizacdo conjunta de adjuvantes e excipientes
trouxe melhor preservacdo da droga transportada e melhora da fragdo de particula fina
(FPF), forca de aderéncia e morfologia, uma vez que a incorporag@o diminuiu as forcas
coesivas e auxiliou no fluxo (DEVRIM; CANEFE, 2011; LEBHARDT et al., 2011;
OSMAN et al., 2011; POURSHAHAB et al., 2011; TAKAMI; MURAKAMI, 2011;
YOUNG et al., 2011; TULI et al., 2012).

Entretanto, uma vez que existe o desafio técnico de entregar uma dosagem
significativa de fitoterapico, sem que exceda o tamanho de particula ou a densidade de
entrega pulmonar, neste estudo, optou-se pela ndo utilizacdo do excipiente. Essa mesma
estratégia ja havia sido utilizada anteriormente (DOAN et al., 2011; SON;
MCCONVILLE, 2011). Porém, a auséncia de excipiente pode, em alguns casos, nao
ser adequada em relagdo a eficiéncia e seguranca no tratamento, uma vez que permite a
liberagcdo imediata (DOAN et al., 2011).

Nesse contexto, poderia ser utilizado um carreador que propiciasse uma entrega
pulmonar com liberacdo sustentada. Uma opcdo para tal fim € a incorporacdo do
polietilenoglicol (PEG), que gera compostos biodegradaveis e mucoadesivos,
principalmente quando o PEG € associado a outros compostos, como a quitosana, que

permite 0 entumescimento da particula, o que aumenta a absor¢do do farmaco por evitar
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a depuracdo pelos macrofagos. Outra opgdo € o copolimero—poli (L-acido lactico-co-
acido glicélico)-PLGA (BEYERLE et al., 2011; DOAN et al., 2011; SELVAM et al.,
2011; TAKAMI; MURAKAMI, 2011; E-SHERBINY; SMYTH, 2012).

3.5 Atividade antioxidante

Por meio do método baseado na eliminacdo do DPPHe foi possivel observar que
houve uma perda da atividade antioxidante quando o extrato foi seco a 170°C. Nessa
temperatura, ndo foi observada nenhuma atividade antioxidante. Entretanto, ainda que a
temperatura de entrada de 170°C possa ser consideravelmente elevada, os sélidos em
cada particula nunca sdo aquecidos acima da temperatura de saida. Dessa forma, foi a
temperatura de saida de 106°C quem inviabilizou a atividade antioxidante. Como ja foi
discutido anteriormente, secdo 3.4, uma forma de reduzir a temperatura de saida seria
aumentar o fluxo de alimentacdo. Porém, uma vez que trabalhando com solventes com
ponto de ebulicdo baixo, a secagem com temperatura de entrada de 170°C, torna-se
desnecesséria (OLIVEIRA; PETROVICK, 2010).

Na ilustracdo 5 séo apresentados os dados da analise da eliminacdo do radical
DPPH.

Anidlise da eliminacio do radical DPPH
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llustracéo 5: Analise da eliminacdo do radical DPPH. Os valores representam a média
+ E.P.M. dos resultados obtidos. *** estatisticamente significativos, ANOVA seguida
do teste de Newman-Keuls, p<0,0001.
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Todas as outras temperaturas de secagem, o que também inclui a secagem por
liofilizacdo, apresentaram, estatisticamente, a mesma atividade antioxidante. Além
disso, ndo foi observada diferenca estatisticamente significativa com relacdo a
percentagem de Aerosil®200 e a atividade antioxidante, ilustragdo 5. Esse resultado da
atividade antioxidante acabou por direcionar a escolha pelo extrato seco a 140°C. Além
disso, pela relevancia que foi mostrada, pode vir a se tornar uma analise constante na

otimizacdo de secagens por aspersao.

3.6 Anélise do teor de cumarina

As principais técnicas para a determinacdo de cumarinas na M. glomerata e seus
derivados sdo a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) e a cromatografia
gasosa (GC) (CELEGHINI; VILEGAS; LANCAS, 2001). No entanto, devido a
natureza e a posicdo dos substituintes quimicos, as cumarinas podem ser identificadas
por espectrofotometria UV (AMARAL et al.; WAND; LIU, 2009). Essa técnica
analitica, para identificacdo de cumarinas, tem algumas vantagens em comparagao com
a de HPLC-UV, tais como a reducdo dos custos de operacdo e tempo de analise, o fato
de ser uma técnica simples e com um menor impacto ambiental, uma vez que o reagente
utilizado no método de HPLC-UV, acetonitrilo, é teratogénico com um perfil toxico por
varias vias de absor¢do (SOARES et al., 2012).

Teor de cumarina
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llustragdo 6: Andlise do teor de cumarina.Os valores representam a média + E.P.M.
dos resultados obtidos. ANOVA seguida do teste de Newman-Keuls, p<0,005.
TROCAR

Dessa forma, foi utilizada a anélise do teor de cumarina por meio de um
espectrofotdbmetro-UV. Nessa analise, foi possivel observar que ndo ocorreu perda de
cumarina ao elevar a temperatura da secagem por aspersdo. Os valores encontrados na
secagem por aspersdo sdo semelhantes, estatisticamente, aos encontrados no extrato
seco por liofilizag&o, ilustracdo 6.

Na ilustracdo 6, é possivel observarmos que, embora ndo tenha sido
estatisticamente significativa, ocorreu uma discreta perda de cumarina ao aumentarmos
a percentagem de Aerosil®200. Isso ja era o esperado uma vez que a percentagem de
extrato seco diminui ao se aumentar a percentagem do adjuvante de secagem.

Porém, a semelhanca estatistica do teor de cumarina nos extratos secos por
aspersdo e liofilizacdo difere de outro estudo. Nesse, constatou-se que 0 extrato de
guaco seco por liofilizacdo apresentou um nivel mais elevado de cumarina em
comparagdo ao seco por atomizagdo, onde foi utilizada a temperatura de entrada de
170°C e de saida de 80°C (SOARES et al., 2012). No entanto, esses pesquisadores
utilizaram baixos teores de Aerosil®200, 8 e 10%. Dessa forma, uma vez que a
propriedade de microencapsulacio do Aerosil®200 ha muito encontra-se fundamentada
(CORNEC, 1990), a utilizacéo de teores mais elevados de Aerosil®200, 15 e 30%, pode
ter permitido a preservagdo da cumarina, mesmo com temperaturas de saida chegando a
106°C, temperatura essa superior a temperatura de degradacdo da cumarina, cerca de
69 a 73 °C (MERCK, 2006; SANTOS; SILVA, 2008; ARAUJO; ECHEVERRIA;
PASTORE, 2012).

Uma vez que a atividade antioxidade ndo foi preservada quando se utilizou
temperaturas de entrada de 170°C, a cumarina, isoladamente, ndo deve estar associada a
essa atividade. Além disso, outros compostos mais termolabeis que ela devem ser 0s

responsaveis por essa atividade antioxidante.

3.7 Analise microbioldgica
A contagem total da analise microbioldgica, nos extratos secos por aspersao e
liofilizacdo, foi estatisticamente semelhante. No extrato seco por asperséo foi
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encontrado 5,2x102 UFC/g de bacterias e 1,8x102 UFC/g de fungos. As pesquisas por
Escherichia coli e Salmonella sp deram negativas. Embora muitos microrganismos,
como a Escherichia coli (REMILI; BOUSSARD; DEVLEESCHOUWER, 1994), sejam
sensiveis as temperaturas utilizadas na secagem por asperséao (SILVA et al., 2012), os
fungos e as micotoxinas sdo, em sua maioria, termoestaveis mantendo-se ativos ap0s
tratamentos térmicos (BATTAGLINI, 2010).

Em 1994, uma pesquisa com 82 extratos de plantas secos por asperséo, de
diferentes lotes e fabricantes, estabeleceu como parametro de avaliacdo o limite de 10°
UFC/g para bactérias e de 10° UFC/g para os fungos. Dessa forma, os valores
encontrados estdo dentro dos limites aceitaveis (SILVA et al., 2012).

Tendo em vista que o crescimento microbiano é improvavel nos extratos secos a
140 e 170°C, devido ao baixo teor de agua, (BOSS, 2004), que a contagem total se
mostrou estatisticamente semelhante na liofilizacdo e na secagem por asperséo e que 0s
valores encontrados no produto acabado foi semelhante ao do extrato bruto, segéo 2.1,
os cuidados para o desenvolvimento de uma formulagdo para a entrega por via aérea
teriam que ser direcionados para a carga bioldgica da planta original. Logo, uma
solucdo seria o tratamento fisico ou quimico do extrato liquido antes do processo de
secagem, o0 que possibilitaria a diminuicdo da populagcdo microbiolégica e tornaria mais
segura a entrega do extrato seco por via aérea.

4 CONCLUSAO

Tendo em vista a perda de atividade antioxidante que ocorreu na secagem com
temperatura de entrada de 170°C, e a preservacdo das caracteristicas fisicas, a longo
prazo, nos extratos secos com 30% de Aerosil®200, podemos concluir que o melhor
método de secagem do extrato da M. glomerata é o que utiliza 30% de Aerosil®200 e
temperatura de entrada de 140°C. Essa escolha da temperatura baseia-se, também, nas
melhores caracteristicas fisicas do extrato seco a 140°C em relagéo ao seco a 120°C.

Além disso, podemos concluir que a semelhanca estatistica do teor de cumarina
do extrato liofilizado em relagdo ao seco por aspersdo, mesmo com a utilizagdo de
temperaturas de saida de 106°C, se deve, provavelmente, a microencapsulagédo
promovida pelo Aerosil®200, uma vez que a cumarina deveria se degradar na faixa de
temperatura entre 69 e 73 °C. Podemos concluir ainda que, como a atividade

antioxidade ndo foi preservada quando se utilizou essa mesma temperatura de saida e a
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percentagem mais alta de Aerosil®200, a atividade antioxidante ndo deve estar
associada a cumarina. Dessa forma, outros compostos mais termoléabeis que ela devem
ser 0s responsaveis por essa atividade.

Como as formas de secagem, aspersdo e liofilizacdo, mantiveram,
estatisticamente, a mesma populacdo microbioldgica, e a analise microbioldgica do
extrato bruto foi semelhante ao do produto acabado, uma aten¢do maior devera ser dada
ao extrato liquido. Por fim, podemos concluir que, uma vez que foi conseguida um
tamanho de particula entre 1-5 um, fluidez, estabilidade e atividade do extrato seco,
essa formulacdo podera ser uma candidata para estudos que permitam sua utilizacdo por

via pulmonar.
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RESUMO

O presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito da M. glomerata sobre o enfisema
pulmonar induzido por papaina. A formulagdo foi desenvolvida por aspersdo e aplicada
por via pulmonar. No grupo controle positivo, foi utilizado o glicocorticoide
budesonida. De acordo com os resultados obtidos podemos concluir que a utilizacdo do
extrato seco da M. glomerata no tratamento do efisema pulmonar mostrou-se muito
eficiente, uma vez que houve uma diminuicao significativa no recrutamento neutrofilico
e na contagem total de células. Devido seu potencial terapéutico, ha a necessidade de
estudos mais aprofundados sobre a sua utilizacdo, por via pulmonar, para o tratamento
de patologias com predominancia de achados inflamatorios. Entretanto, como o
recrutamento de neutréfilos foi, proporcionalmente, menor que o de macrofagos,
podemos concluir que estava ocorrendo acimulo do extrato seco da M. glomerata no
pulmdo. Dessa forma, existe a necessidade de otimizar algumas caracteristicas do
extrato seco (como a biodegradabilidade) e a dose entregue sem, contudo, afetar a
eficacia de seu efeito terapéutico. Por fim, embora o efeito da M. glomerata tenha sido
estudado em relacdo aos achados celulares e histopatologicos, um dos seus maiores
beneficio para o enfisema, sua acdo broncodilatadora, bem como seus efeitos de
toxicidade ndo foram avaliados. Dessa forma, os beneficios da utilizacdo dessa planta

precisam ser estudados a exaustéo.
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Abstract: Evaluation of the effect of Mikania glomerata Spreng. to be sprayed in the
lungs of animals with papain-induced emphysema

The present study aimed to evaluate the effect of M. glomerata on pulmonary
emphysema induced by papain. The spray formulation was developed and applied by
the pulmonary route. In the positive control group, the glucocorticoid budesonide was
used. According to the obtained results we can conclude that the use of the dry extract
of M. glomerata in the treatment of pulmonary emphysema proved to be very effective,
since a significant reduction in neutrophil recruitment and total cell count was found.
Because of its therapeutic potential, there is a need for further studies on its use by the
pulmonary route for the treatment of diseases with predominant inflammatory findings.
However, as the recruitment of neutrophils was proportionally smaller than that of
macrophages, we can conclude that was occurring buildup of the dry extract of M.
glomerata in the lung. Thus, there is a need to optimize certain characteristics of dry
extract (such as biodegradability) and the dose delivered without, however, affecting the
efficacy of therapeutic effect. Finally, although the effect of M. glomerata has been
studied in relation to cellular and histopathological findings, one of its greatest benefit
to emphysema, the bronchodilator effect, and its toxicity effects were not assessed.
Thus, the benefits of using this plant need to be studied to exhaustion.

KEYWORDS: Pulmonary Emphysema; Mikania glomerata; Animal Models; Papain;
Histopathology.

1 INTRODUCAO

O enfisema pulmonar € uma patologia progressiva caracterizada pelo aumento
permanente dos espagos aéreos distais ao bronquiolo terminal, acompanhado pela
destruicdo de suas paredes e perda de elasticidade do parénquima. Todas essas
consequéncias, que ocorrem sem fibrose 6bvia, contribuem para a redugdo do volume
expiratorio forcado em um segundo (VEF1l) (KIELTY; SHERRATT;
SHUTTLEWORTH, 2002; ROBBESOM et al., 2007; BARR et al., 2010).
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Uma vez que o quadro de enfisema esteja estabelecido, nenhum agente anti-
inflamatorio ou antioxidante e nem mesmo o pilar de tratamento da patologia, o qual
envolve B2 agonistas, anticolinérgicos de longa acdo e corticosterdides inalados,
conseguira afetar o declinio da FEV1 e nem o curso da doenca (CALVERLEY;
RENNARD, 2007; DECRAMER; JANSSENS; MIRAVITLLES, 2012).

Com o enfisema estabelecido, os tratamentos mais promissores sédo 0S que
utilizam o uso ou recrutamento de células-tronco enddgenas e exdgenas ao pulmao.
Como exemplo, temos o fator de crescimento de hepatdcitos (FCH) (HEGAB et al.,
2008), a administracdo exogena de células-tronco (GRIFFITHS; BONNET; JANES,
2005), a utilizacdo do &cido all-trans-retindico e do fator estimulador de col6nias de
granulécitos humanos (FECGH) (ISHIZAWA et al., 2004).

O primeiro passo para evitar que o enfisema se estabeleca € o diagnostico
precoce. Nesse contexto, os biomarcadores seriam de extrema relevancia, uma vez que
através deles os primeiros sinais da doenca poderiam ser detectados mesmo quando 0s
sintomas ainda ndo estdo presentes e 0s danos irreversiveis do enfisema ainda ndo se
instalaram. Entretanto, como o enfisema é uma doenca multifatorial, esses
biomarcadores teriam que ser multiplos e baseados nos mecanismos patogénicos mais
relevantes dessa doenca (FU et al., 2010; GALBAN et al., 2012; ROBINSON et al.,
2013).

Porém, mesmo quando o enfisema é diagnosticado em seu estagio inicial, ainda
existe uma caréncia de estratégias de tratamento que evitem sua evolugdo
(CALVERLEY; RENNARD, 2007; DECRAMER; JANSSENS; MIRAVITLLES,
2012). Como forma de reverter esse cenario, o uso da tecnologia farmacéutica é uma
opcao para otimizar os resultados clinicos de medicamentos que ja foram aprovados
para uso e que tém o potencial de se tornarem mais eficazes.

Dentre esses, podemos destacar os medicamentos desenvolvidos a partir da
Mikania glomerata Spreng. Essa planta é um dos 12 fitoterapicos de interesse do SUS
(RODRIGUES, SANTOS; AMARAL, 2006), sendo amplamente utilizada no
tratamento de alergias e inflamacdo, principalmente do sistema respiratorio. Existem
evidéncias pré-clinicas de sua a¢do broncodilatadora, anti-inflamatdria, antiespasmadica
e inibitdria da inflamacdo imunolégica (FALCAO et al., 2005; GASPARETTO et al.,
2010; CZELUSNIAK et al., 2012).
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Como forma de avaliar o efeito dessa planta no enfisema pulmonar, este estudo
teve como objetivo desenvolver uma formulagdo para a administragdo pulmonar em

ratos com enfisema pulmonar induzido por papaina.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Metodologia com a formulagéo
2.1.1 Extrato vegetal

O extrato vegetal, obtido da Schraiber (S&o Paulo, Brasil), foi produzido a partir
da M. glomerata oriunda da regido sul do Brasil. Esse extrato apresentava as seguintes
propriedades: liquido limpido e homogénio, cor castanho escuro, pH de 5,97, teor
alcoolico de 36%, densidade de 0,903 g/ml (conforme descrito na farmacopeia
5°edicdo), residuo seco de 2,7% (conforme sistema de secagem por infravermelho) e
indice de refragdo de 1.350 nD. Além disso, na analise microbioldgica foi encontrado
uma quantidade de bactérias heterotréficas de 3.10% UFC/mI (35°C/ 48h) e de fungos e
leveduras < 10 UFC/ml.

2.1.2 Secagem do extrato por aspersao

Como adjuvante de secagem foi utilizado o Aerosil®200 (dioxido de silicio
coloidal). O calculo da quantidade de Aerosil®200 foi baseado no residuo seco do
extrato, conforme equacdo 1. A secagem por aspersdo foi realizada em Mini Spray
Dryer (BUCHI B-290). Foi utilizada temperatura de entrada de 140°C, fluxo da amostra
de 7,0 mL/min. e pressdo de 600 mmHg. Os parametros de secagem foram mantidos
constantes e a solucdo extrativa adicionada do adjuvante tecnologico foi mantida sob

agitacdo durante todo processo de secagem.

RS (%)XVS (mL)XPA (%)
PA (%)— 100%

, Eq. (1)

onde: RS = residuo seco, VS = volume secado, PA = percentagem de Aerosil®200

2.2 Metodologia com Animais
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Os experimentos com animais foram realizados ap0s sua aprovacdo pelo Comité
de Etica e Pesquisa da UESPI (CEP-UESPI 007/2012) e foram desenvolvidos em
conformidade com as diretrizes do conselho nacional de controle de experimentagéo
animal - CONCEA. Foram utilizados ratos (Rattus norvegicus, albinus, Wistar), com
trés meses de vida e peso médio de 300 g + 20 g provenientes do Biotério da UFPI. Os
animais foram mantidos sob condi¢Ges livres de organismos patogénicos. Os
procedimentos de anestesia foram realizados com administracdo subcutanea de 0,2 ml

de midazolam e 0,3 ml de ketamina. Para a eutanasia foi utilizada tracéo cervical.

2.2.1 Grupos experimentais
Foram formados 4 grupos (n=10): grupo controle, grupo papaina, grupo

budesonida e grupo M. glomerata.

2.2.2 Inducdo do enfisema

A inducdo do enfisema pulmonar por papaina foi realizado por meio de trés
pulverizacdes de 3 mg de papaina, com intervalos de sete dias entre elas. A pulverizacéo
foi realizada utilizando um microspray (Penn-Century®), ilustracdo l.a. Para a
visualizacdo da via aérea dos animais foi desenvolvido um laringoscépio artesanal,
ilustracdo 1.b. A dosagem de papaina foi estabelecida adaptando o que Fusco

determinou em seu modelo experimental (FUSCO et al., 2002).

insergao

ponta
traquéia
aerossol
carina

AN

llustracdo 1: Laringoscopio artesanal, microspray e esquema de pulverizacao

2.2.2 Tratamento dos animais
O tratamento dos animais iniciou no 22° dia ap6s a primeira pulverizacdo de
papaina com administracdo, via microspray (Penn-Century®), de doses diarias de
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100mg de Busonid (Biosintética®), o que equivale a 200 mcg de budesonida, e 100mg

de M. glomerata por um periodo de cinco dias.

2.3 Metodologia com células e tecidos
No 27° dia de experimento, os animais foram eutanasiados para a realizacao da
andlise do lavado broncoalveolar (LBA), andlise que permite a contagem total e

diferencial de células, e andlise histopatoldgica.

2.3.1 Lavado broncoalveolar

A canulacdo da traqueia para a realizacdo do lavado ¢ apresentada na ilustracédo 2.

llustracéo 2: Lavado broncoalveolar

Ap0s a anestesia, foram retirados 10 ml de sangue pela artéria abdominal. Em
sequida, foi realizado a traqueostomia e o acoplamento da cénula, ilustracdo 2.a-c, a
qual foi fixada a traqueia para evitar o extravasamento da Solugdo Salina Fosfatada
Tamponada (PBS), indicada pela seta na ilustragdo 2.c. Através da cénula, foram
introduzidos 20 ml de PBS, ilustracdo 2.d. Durante a introducéo, foi realizada uma
massagem na regido toracica e em seguida, foram aspirados de 17 a 20 ml do lavado, o
qual foi centrifugado por 10 min a 1500 rpm. Entdo, foram coletados 0,5 ml para
contagem diferenciada (cdmera de suta). Ao botéo celular, foram adicionados 0,5 ml de
PBS e 0,8 ml de cristal violeta. Em seguida foi coletado 0,1 ml da amostra para
contagem em camera de Neubauer. A contagem diferenciada foi realizada apds coracédo

com panético rapido, de acordo com as instruges do fabricante, Laborclin®.

2.3.2 Histopatologico
Para retirada do pulméo foi realizada uma perfusdo cardiaca para a retirada do
sangue pulmonar. Em seguida, os animais foram novamente acoplados a cénula.

Através dessa, foi introduzido formaldeido a 10% tamponado. Os pulmdes foram
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conservados por um periodo de 24 horas e entédo, transferidos para recipientes contendo
alcool etilico a 70%, onde permaneceram por cerca de 72 horas. Em seguida, procedeu-
se a desidratacdo das pecas em série alcodlica de concentracdo crescente (80% por 1
hora, 90% por uma hora, 95% por uma hora e 100% em dois banhos de uma hora cada).
Entdo foram diafanizadas em xilol (duas passagens de duas horas), impregnadas em
parafina histoldgica (duas passagens de duas horas em estufa a 60°C) e colocadas em
blocos de parafina. Os blocos foram seccionados em micrétomo Olympus, modelo CUT
4055 I1, em se¢bes com 5,0 um de espessura. As amostras seccionadas foram, em
seguida, desparafinizadas em xilol (2/ 3 minutos) e hidratadas em série alcodlica de
concentracdo decrescente até agua pura (100%/2 minutos, 95%/2 minutos, 70%/2
minutos e gua destilada), conforme descrito anteriormente (SILVA et al., 2004).

As laminas contendo os cortes histoldégicos foram, entdo, coradas com
Hematoxilina-Eosina (HE), PAS-Alcian Blue, Tricromicos de Masson e Picrosirius, de

acordo com as instrucdes do fabricante, Easypath®.

2.4 Andlise estatistica

Os resultados obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e, em
seguida, ao teste Newman-Keuls. As andlises estatisticas foram conduzidas utilizando o
GraphPad Prism 5. Os resultados foram expressos como a média + erro-padrdo da

média (EPM). Valores de p<0,001 foram considerados significativos.

3 RESULTADOS E DISCUSSOES

No enfisema pulmonar ha aumento de células inflamatérias em vérias partes do
pulmdo. Essas células, que produzem citocinas inflamatorias, tais como o fator de
necrose tumoral (FNT)-a, IL-1B, IL-6 e espécies reativas de oxigénio (ERO); em
particular, o anion superoxido, e também produzem quimiocinas e outros
guimioatrativos, tais como a interleucina-8 (IL-8), a proteina quimiotatica de
mondcitos-1 (PQM-1) e o leucotrieno B4 (LTB4), promovem a manutenc¢do do acumulo
de células inflamatérias no pulméo e estdo diretamente associadas com a gravidade da
doenca (RUBIO et al.,, 2004; FORONJY et al., 2006; CALVERLEY; RENNARD,
2007; KINOSHITA et al., 2007). Em outras palavras, existe uma interdependéncia
celular na manutengdo da inflamagdo no enfisema (CHUNG; ADCOCK, 2008;
TARANTINO, 2008).
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Na ilustracdo 3, sdo apresentados os dados da contagem total de células do LBA.

Contagem total de células
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llustracdo 3: Contagem total de células do LBA. Os valores apresentados representam
a média + E.P.M. dos experimentos realizados (n = 10).***, estatisticamente
significativo, p<0,001. ANOVA seguida de Newman-Keuls.

Analisando a ilustracdo 3, podemos notar que ocorreu, em relacdo ao controle,
um aumento significativo na contagem total de células no grupo papaina. Isso mostra
que essa enzima é um potente indutor inflamatoério. Além disso, ocorreu, em relacdo ao
grupo papaina, uma reducdo significativa na contagem total de células no grupo
budesonida e M. glomerata. Essa reducdo na contagem total de células é fundamental
para a interrupcdo da manutencdo do recrutamento celular.

Como resultado de uma lesdo, as células epiteliais e endoteliais do pulméo,
secretam mediadores inflamatorios que induzem o recrutamento de células
inflamatdrias. Essas células aparecem no local da lesdo em uma sequéncia de tempo
determinada, conforme mostrado na ilustracdo 3 (SCHWACHA, 2009).

Entretanto, dependendo do agente provocador da lesdo, bem como de sua
intensidade e frequéncia de exposi¢do, ocorre a manutencdo de tipos especificos de
ceélulas inflamatorios no pulmédo (TARANTINO, 2002). No enfisema pulmonar, por

exemplo, ocorre a predominancia de neutréfilos (RUFINO; SILVA, 2006; RUFINO et
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al., 2007). Dessa forma, ao avaliarmos o efeito da budesonida e da M. glomerata sobre

o recrutamento celular no enfisema, especial atencdo devera ser dada a ilustracéo 5.

Plaquetas
,“ \ Neutrdfilos

Macréfagos

Fibroblastos

—

e e ™
- *--‘
-~ .

Linfécitos

-

Numero relativo de células

!
I
!
I
!
!
I
I
I
I
I
|

0 4 8 12 16
Dias pos-lesao
llustragdo 4: Sequéncia cronoldgica do recrutamento celular. Adaptada de Schwacha

(2009)

Na ilustracdo 5, sdo apresentados os dados da contagem de neutréfilos do LBA.
Os neutréfilos, uma das principais células presentes na inflamacdo pulmonar, sdo
responsaveis pela producédo de serinas proteases, que sdo enzimas proteoliticas no tecido
pulmonar, sendo umas das poucas enzimas humanas com essa capacidade (SERRA et
al., 2008).

Na ilustracdo 5, é possivel observar que a administragdo da budesonida
provocou a reducdo dréstica no recrutamento de neutréfilos. A contagem diferencial de
neutrofilos neste grupo foi, estatisticamente, igual ao do grupo controle. Esse resultado,
provavelmente, é decorrente da dose significativa de budesonida que foi administrada
(200 mcg por dia, durante 5 dias). No mesmo gréafico, é possivel observar que a
administracdo do extrato seco da M. glomerata também provocou reducgéo significativa

no recrutamento das células caracteristicas do enfisema, os neutréfilos. Tal resultado
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deve, provavelmente, a acdo anti-inflamatoria apresentada pela planta utilizada
(FALCAO et al., 2005; GASPARETTO et al., 2010; CZELUSNIAK et al., 2012).
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lustragdo 5: Contagem de neutréfilos do LBA. Os valores apresentados representam a
média + E.P.M. dos experimentos realizados (n = 10).*** estatisticamente
significativo, p<0,001. ANOVA seguida de Newman-Keuls.

Na ilustracdo 6, sdo apresentados os dados da contagem de macr6fagos do LBA.
O LBA é mais confidvel para quantificar a abundancia de neutrdéfilos, pois essas células
migram diretamente dos capilares para o espaco alveolar, mas menos confiavel para
avaliar a abundancia de macréfagos, uma vez que muitos macr6fagos permanecem no
espaco intersticial. Entretanto, mesmo menos confiavel, a quantificacdo dos macrofagos
pelo LBA é crucial para o estudo do enfisema (SHAPIRO et al., 2003).

Analisando a quantidade de macrofagos, ilustracdo 6, é possivel observar que a
M. glomerata induziu um recrutamento de macrofagos superior ao grupo papaina. Esse
comportamento € atribuido, principalmente, ao fato do extrato da M. glomerata ter a
caracteristica de ser menos biodegradavel que o extrato da papaina. Essa caracteristica
se deve a presenca do Aerosil®200, uma silica amorfa, no extrato seco da M. glomerata,
que dificulta sua fagocitose pelos macrofagos (REHN et al., 2003). Vale lembrar que,

além da fagocitose, os macrdfagos sdo responsaveis pela secrecdo de citocinas e
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quimiocinas (ALNAJAR, 2013). As quimiocinas, por sua vez tem como uma de suas

fungdes, recrutar neutrofilos para pulmdo enfisematoso (RUBIO et al., 2004;
FORONUJY et al., 2006; KINOSHITA et al., 2007).

Contagem de macrofagos
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llustracdo 6: Contagem de macrofagos do LBA. Os valores apresentados representam a
média + E.P.M. dos experimentos realizados (n = 10).*** estatisticamente
significativo, p<0,001. ANOVA seguida de Newman-Keuls.

Entretanto, uma vez que o recrutamento de neutrofilos, ilustracdo 5, foi
proporcionalmente menor ao nimero de macréfagos, ilustracdo 6, podemos inferir que
0s macrofagos devem ter atuado, principalmente, no processo de fagocitose. Em outras
palavras, estava ocorrendo acumulo de extrato seco de M. glomerata no pulmao. Tal
fato ndo ocorreu com a budesonida, provavelmente, por esta ser um medicamento cuja
utilizacdo por via pulmonar ja é consolidada.

Na ilustracdo 7, sdo apresentados os dados da contagem de linfécitos do LBA.
No LBA de pacientes com DPOC ocorre uma diminui¢do percentual de macrofagos e
uma manutencdo na contagem total de linfocitos (TARANTINO, 2002; RUFINO;
SILVA, 2006; RUFINO et al., 2007). Entretanto, na fase tardia do enfisema ocorre
participacdo adicional dos linfocitos (RUFINO et al., 2007).
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llustragdo 7: Contagem de linfocitos do LBA. Os valores apresentados representam a
média + E.P.M. dos experimentos realizados (n = 10).*** estatisticamente
significativo, p<0,001. ANOVA seguida de Newman-Keuls.

Dessa forma, na fase tardia, o tratamento com a M. glomerata podera mostrar-se
ainda mais relevante uma vez que no grupo M. glomerata ocorreu uma diminuicéo
maior de linfécitos do que no grupo budesonida, ilustracéo 7.

Corroborando com os resultados do LBA, temos os resultados do
histopatoldgico, que podem ser visualizados na ilustragéo 8.

Analisando a ilustracédo 8.a, podemos visualizar o parénquima pulmonar, corado
por PAS-Alcian Blue, de um animal do grupo controle. Nessa lamina, € possivel
observar que ndo ocorreu metaplasia de célula caliciforme e nem aumento da produgéo
de muco. Na ilustracdo 8.b, parénquima pulmonar do grupo controle corado por
Picrosirius. Nela e possivel observar que também ndo ocorreu aumento na deposicao de
colageno (em vermelho). Na ilustracdo 8.h, podemos observar que ndo houve aumento
significativo na deposicdo de colageno. Isso mostra que a lesdo desenvolvida pela
papaina é adequada para o estudo do enfisema, uma vez que essa patologia ndo se

caracteriza por fibrose obvia e nem com metaplasia de célula caliciforme significativa.
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Na ilustracdo 8.h, por exemplo, podemos visualizar a deposicdo de colageno, em azul,
no grupo papaina (Masson). A metaplasia de células caliciformes e a fibrose sdo mais
caracteristicas da bronquite cronica e ndo do enfisema (MARTINEZ; GOTTSCHALL,
1979; KIELTY; SHERRATT; SHUTTLEWORTH, 2002).

AN
llustracdo 8: Analise histopatoldgica dos experimentos realizados. Legenda: coloracédo
PAS-Alcian Blue (PAS): (a) do grupo controle, (b) PAS do grupo controle; (c)

Hematoxilina-Eosina (HE) do grupo controle; (d) PAS do grupo budesonida; (e)

Picrosirius do grupo M. glomerata; (f) HE do grupo papaina; (g) PAS do grupo papaina;

(h) Tricrémicos de Masson (Masson) do grupo papaina.

Ainda na ilustracdo 8, podemos observar o que, na verdade ja havia sido
reportado: embora 0s agentes anti-inflamatdrios revertam a sintomatologia do enfisema,
eles ndo alteram o curso da doenga (CALVERLEY; RENNARD, 2007; DECRAMER;
JANSSENS; MIRAVITLLES, 2012). Isto pode ser visualizado ao se analisar a
ilustracdo 8.d, a qual mostra uma destruicdo moderada do parénquima pulmonar no
grupo budesonida. Ja na ilustracdo 8.e (corada por Tricromicos de Masson), pode-se
observar o indicativo de uma destruicdo moderada/severa do parénquima no grupo M.
glomerata.

Por fim, embora o efeito da M. glomerata tenha sido estudado em relagdo aos
achados celulares e histopatoldgicos, um dos seus maiores beneficio para o enfisema,
sua acdo broncodilatadora, bem como seus efeitos de toxicidade ndo foram avaliados.
Dessa forma, os beneficios da utilizacdo dessa planta precisam ser estudados a exaustdo
(FALCAO et al., 2005; GASPARETTO et al., 2010; CZELUSNIAK et al., 2012).
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4 CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos podemos concluir que a utilizacdo do
extrato seco da M. glomerata no tratamento do efisema pulmonar mostrou-se muito
eficiente, uma vez que houve uma diminuicéo significativa no recrutamento neutrofilico
e na contagem total de células. Devido seu potencial terapéutico, hd a necessidade de
estudos mais aprofundados sobre a sua utilizagdo, por via pulmonar, para o tratamento
de patologias com predominancia de achados inflamatérios. Entretanto, como o
recrutamento de neutréfilos foi, proporcionalmente, menor que o de macrdfagos,
podemos concluir que estava ocorrendo acimulo do extrato seco da M. glomerata no
pulmdo. Dessa forma, existe a necessidade de otimizar algumas caracteristicas do
extrato seco (como a biodegradabilidade) e a dose entregue sem, contudo, afetar a
eficacia de seu efeito terapéutico.

Por fim, podemos concluir que embora o efeito da M. glomerata tenha sido
estudado em relacdo aos achados celulares e histopatoldgicos, um dos seus maiores
beneficio para o enfisema, sua acdo broncodilatadora, bem como seus efeitos de
toxicidade ndo foram avaliados. Dessa forma, os beneficios da utilizacdo dessa planta

precisam ser estudados a exaustéo.
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CONSIDERACOES FINAIS

O maior desafio no que se refere ao enfisema pulmonar é encontrar uma forma
de reverter/minimizar as suas alteracdes patoldgicas, que acabam por ser as
responsaveis pela perda da qualidade de vida e os altos custos com as internacGes dos
pacientes. O primeiro passo nesse sentido € o diagndstico precoce, que devera ocorrer
com o0 uso de biomarcadores baseados nos mecanismos patogénicos descritos nesta
dissertagdo, se¢do 3.2 (artigo “Estado da arte do enfisema pulmonar: mecanismos
patogénicos, biomarcadores e extratos vegetais por vetorizacdo pulmonar”). No
estagio inicial do enfisema, uma opcdo terapéutica que ainda ndo foi utilizada
clinicamente, mas que tem potencial (de acordo com os achados pré-clinicos descritos
no artigo “Avaliacdo do efeito da Mikania glomerata Spreng. ao ser pulverizada no
pulmdo de animais com enfisema induzido por papaina”), é a baseada nos
constituintes de plantas medicinais (como € o caso da Mikania glomerata) que seriam
entregues por via pulmonar. Uma vez que as alteracOes irreversiveis do enfisema ja
estejam estabelecidas, a terapia mais promissora envolve, sem duvidas, o uso ou

recrutamento de células-tronco enddgenas e exdgenas ao pulmao.
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Teresina, 30 de julho de 2012
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rof2. Dr2. Luciana Saraiva e Silva

Coordenadora do CEP-UESPI
Prof?. Dra. Luciana Saraiva e Silva
\ Coord. Adjunta CEP /UESPI
Mat.: 179554-6
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ANEXO C: Declaracdo do deposito de pedido de patente submetido ao Ndcleo de

Inovacdo e Transferéncia de Tecnoldgica da Universidade Federal do Piaui.

MINISTERIO DA EDUCACAOQ
UNIVERSIDADE FEDERAL DO PIAU{
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO
NUCLEO DE INOVAGCAO E TRANSFERENCIA DE TECNOLOGIA
Campus Universitdrio Ministro Petrénio Portela, Setor de Convivéncia LO9 e L10
Bairro Ininga CEP: 64049-550 - Teresina-PI Fone/Fax (86)3237-1638

DECLARACAO

Requerente: Rafael Leite Dantas. CPF: 010.670.023-59

Vinculo: Aluno do Programa de P6s-Graduagio Nivel Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas - UFPL.

Titulo do Projeto: COMPOSICAO FARMACEUTICA COMPREENDENDO UM EXTRATO DA
MIKANIA GLOMERATA SPRENG. E SEUS COMPOSTOS ISOLADOS
TENDO ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA E CONTRA O ENFISEMA
PULMONAR.

Data de Entrada no NINTEC: 20/02/2014

O Nicleo de Inovagio e Transferéncia de Tecnologia — NINTEC -, érgdo a Universidade Federal do
Piaui, através deste instrumento, declara para as finalidades de direito, a pedido do interessado, que se
encontra em nosso poder solicitagdo para depdsito de pedido de PATENTE de autoria do(a) Requerente
supra nominado(a) e seu respectivo titulo, também cima descrito, o(a) qual estd em fase de andlise dos
requisitos necessarios a sua formalizagdo junto ao INPI — Instituto Nacional de Propriedade Industrial.
Informamos ainda que para a consecugfo da postulagio pretendida, o objeto deste pleito deve
necessariamente atender as seguintes fases:
a) pré-analise a patenteabilidade da criagéo;
b) busca de anterioridade para verificagdo do estado da técnica;
¢) envio do resultado da busca de anterioridade, juntamente com copias de pedido ja requerido no
Brasil e em outros paises, bem como orientagSes para a redagiio do pedido de patente (AN
127/1997 — INPI);
d) solicitagdo de pagamento das taxas de depdsito e abertura de processo no Protocolo Geral para
deposito de pedido;
e) apreciago e assinatura da Reitoria da UFPI.

f) encaminhamento da documentag@o ao INPI para dep6sito.

Salientamos ainda que, para cada fase acima descrita, ¢ necessrio tempo hébil para as respostas, a

fim de cumprir com fidelidade e seguranca a pretenso perquerida.

Por ser verdade, firmo a presente.

Teresina (PI), 20 d¢ Fevereiro de 2014.
W U&@@ anlo-

Prof*. Dr*-Maria Rita de Morais Chaves Santos
Coordenadora do Nicleo de Inovagéo e Transferéncia de Tecnologia da UFPI
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RESUMO

Composicéo farmacéutica compreendendo um extrato da Mikania glomerata
Spreng. e seus compostos isolados tendo atividade anti-inflamatoria e contra o

enfisema pulmonar

A presente invencado trata de uma composigdo farmacéutica compreendendo um extrato
seco da planta Mikania glomerata Spreng. e seus compostos isolados, visando sua
aplicacdo no tratamento e prevencao de processos inflamatérios do pulmao, destinados
principalmente ao tratamento e prevencdo do enfisema pulmonar. O extrato seco da
planta Mikania glomerata Spreng. mostrou-se muito eficiente no tratamento do
enfisema induzido por papaina em ratos, uma vez que houve uma diminuicdo
significativa no recrutamento neutrofilico e na contagem total de células. Dessa forma,
essa composicdo pode ser utilizada no desenvolvimento de formulacGes farmacéuticas
para o tratamento e prevencdo de processos inflamatérios do pulmao, principalmente no

tratamento e prevencao do enfisema pulmonar.

REIVINDICACOES

1. “Composi¢do farmacéutica compreendendo um extrato da Mikania glomerata
Spreng. e seus compostos isolados tendo atividade anti-inflamatdria e contra o enfisema
pulmonar”;

2. A composicdo da reinvidicacdo 1, onde o extrato seco foi obtido por secagem,
preferencialmente, em aspersor tipo spray drier, podendo ser realizado também por
liofilizagéo ou leito fluidizado;

3. A composicdo da reinvidicacdo 1, em que o género Mikania compreende 0 grupo
formado por Mikania laevigata, Mikania micrantha, Mikania scandens (L.) Willd,
Mikania glomerata, Mikania cordata, Mikania stipulacea, Mikania hoehnei, Mikania
vitifolia, Mikania rimachii, Mikania microptera, Mikania hirsutissima, Mikania minima,
Mikania dusenii, Mikania ypacarayensis, Mikania mendocina, Mikania grazielae,
Mikania periplocifolia, Mikania urticifolia, Mikania alvimii, Mikania triangularis,

Mikania cordifolia, Mikania cynanchifolia, Mikania shushunensis, Mikania congesta,
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Mikania banisteriae, Mikania haenkeana, Mikania oblongifolia, Mikania hookeriana,
Mikania lindbergii Baker e Mikania mongenansis.

4. A composicdo da reinvidicagdo 1, onde o extrato vegetal de plantas do género
Mikania pode ser preparado por extracdo a partir de agua, alcool e a mistura desses
solventes.

5. A composicdo da reinvidicacdo 1, onde a referida composi¢édo é configurada para ser
administrada a um paciente com um veiculo farmaceuticamente aceitavel selecionado a
partir do grupo constituido por aditivo, diluente, solvente, filtro, lubrificante, excipiente,
aglutinante, estabilizador e suas combinacdes.

6. A composicdo da reinvidicagdo 1, onde o tratamento realizado por via sistémica e/ou
local compreende a administracdo por inalagdo, via oral, nasal e/ou através de um

reservatorio.
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ANEXO D: Confirmagdo de submissdo do artigo “State of the art of pulmonary
emphysema: pathogenic mechanisms, biomarkers and plant extracts via the pulmonary
route” a revista Revista de Ciéncias Farmacéuticas Basica e Aplicada.

Revista de Ciéncias Farmaceéuticas
Basica e Aplicada

Todos v Pesquisar Por Edicdo  PorAutor  PorTi

Home Arquivo Submissdo Corpo Editorial Instrucées Instructions

Home = Usuario = Autor = Submissdes > #3457 = Resumo

#3457 Sumario

RESUMOC  AVALIACAD  EDICAC

Submissao

Autores Rafael Leite Dantaz, Amanda Freitaz Goudinho, Laynne Hellen de Carvalho Leal, Mariana Rodrigues Barros
Da Silva Soares, Erik Viniciug de Sousa Reis, Wellngton dos Santos Alves, Livio Cesar Cunha Nunes

Titulo State of the art of pulmenary emphysema: pathogenic mechanisms, biomarkers and plant extracts via the
pulmonary route

Documento Original 2457-12820-2-S5M DOCK 2014-02-28

Doc. Sup. Menhum(a) INCLUIR DOCUMENTO SUPLEMENTAR

Submetido por Rafasl Lsite Dantas [Z]

Data de submizsdc fevereiro 26, 2014 - 02:49

Secdo Revisdo Critica/Critical Review

Editar Menhum(a) designade(a)
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ANEXO E: Confirmacdo de submissdo do artigo “Animal models of pulmonary

emphysema: spraying papain or cigarette smoke?” a revista Brazilian Journal of
Medical and Biological Research.

MANUSCRIPT HOME

OF MEDICAL AND BIOLOGICAL RESEARCH
SSN 0100-879X

D) BRAZILIAN JOURNAL

AUTHOR INSTRUCTIONS REFEREE INSTRUCTIONS LOGOUT JOURNAL HOME

Manuscript £

Current Revision #
Submission Date
Current Stage

Title

Running Title
Manuscript Type
Corresponding Author
Contributing Authors

Abstract

Section Editor

Key Words

Subject Areas
Conflict of Interest
Publication Charges

3943

0

2014-02-24 14:35:48

Initial QC

Animal madels of pulmonary emphysema: spraying papain or cigarette smoke?

Animal models of pulmonary emphysema

Full Paper

Rafael Dantas (Universidade Federal do Piaui)

Neylon Campelo , Khetyma Fonseca , Laynne Leal , Vania Lima , José Pereira Junior , Erik Reis , Wellington Alves , Livia Nunes

Fulmonary emphysema is a disease with a significant economic and social impact. Nevertheless, we are totally lacking in pharmacologic agents that alter the natural
history of the disease and decrease the rate of lung function loss, This lack is dug, in great extent, to our limited knowledge of the disease pathogenesis. A way to
reverse this scenario is the development and adaptation of animal models of emphysema. In this sense, this research aimed to adapt the papain-induced experimental
emphysema medel in rats, since its current model uses the instillation of a solution containing the enzyme, which tends to generate changes that are nat compatible with
the disease. We have proposed a model that is closer to what happens in the development of cigarette smoke-induced emphysema in humans. Therefore, as a
comparison, it was used the cigarstte smoke-induced experimental emphysema mode! in rats, We also investigated the influgnce on the castration on the development
of emphysema in rats. Therefore, the study of bronchoalvealar lavage and lung tissue was performed by histological, cell count and X-ray analysis. In the animal model
by spraying papain it was found a higher neutrophil recruitment and destruction of the pulmenary parenchyma and a lower goblet cell metaplasia, collagen and mucus
deposition than in the animal madel by cigarette smoke. Thus, the animal mode! by spraying papain has proved to be mare suitable for the isolated study of
emphysema than the model using cigarette smoke. In the radiclogical and castration effect analysis, no significant differences were found.
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