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RESUMO

Introducdo: A lesdo pulmonar aguda (LPA) e sua forma maisegravsindrome da
angustia respiratoria aguda (SDRA), sdo o denormomeaimum de varias doencas que
podem provocar nflamacéo exagerada nos pulm@dgetivos. Analisar a acéo
antiinflamatéria da RomaP(nica granatum) em modelo experimental de inflamacéao
pulmonar aguda induzida em ratb&todos Foram utilizados 15 ratos fémeas, espécie
Rattusnovergicus, divididos em trés grupos: Falso-operado (incis@dominal), Sham
(isquemia e reperfuséo intestinal - I/R-i); tratdlB-i + infusdo da rom&Resultados

O grupo tratado apresentou reducdo de célulasnaftaxrias, quando comparado com o
grupo sham (p<0.001). Por outro lado, os resultasdgerem que o grupo tratado n&o
apresentou significancia estatistica em relacagrapo falso-operadoConcluséao:
Sugere-se que a nebulizacdo da Roma reduz a raspflamatoria pulmonar advinda
da lesao por I/R-i.

Palavras-chave:lsquemia. Reperfusdo. Sindrome do Desconforto iRéSpo Agudo
(SDRA). Punica granatum.

ABSTRACT

Introduction : Acute lung Lesion (ALL) and more severe form, #naute respiratory
distress syndrome (ARDS), are the commom denomiratonany diseases that can
cause an exaggerated lung inflammati@bjective: The aim of the study was to
analyze the anti- inflammatory action of Pomegran@unica granatum) in an
experimental model of acute lung inflannation ineldicn mice Methods: A total of 15
female rats, specid®attus norvegicus, divided into there groups: Fake- operated, sham
(ischemia + reperfusion I/R-i); treated (I/R-i #fusion of PomegranatelResults The
treated group showed a reduction of inflammatotiscevhen compared with the sham
group (p<0.001). Moreover, the results suggestrdgmted group showed no statistical
significance in relation to false-operated gro@mnclusion: It is suggested that the
infusion of Pomegranate reducing the pulmonaryamfhatory response to injury
arising from the I/ R-i.

Keywords: Ischemia. Reperfusion. Acute Respiratory Distr&ndrome (ARDS).
Punica granatum.
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Efeito antiinflamatério da roma (punica granatum) na sindrome do desconforto respiratério agudo

1 INTRODUCAO

A Sindrome do Desconforto Respiratorio Agudo (SDRAJesignada como
insuficiéncia respiratéria decorrente da respasilamatoria que cursa com alteracdes
da permeabilidade alvéolo-capilar, edema pulmonhipexemia refrataria aos altos
fluxos de oxigénio (GEISER, 2003).

Admite-se que, na SDRA, ocorra lesédo do epitéhMeahr e do endotélio
capilar, por diferentes mediadores proé-inflamatriparticularmente pelas citocinas,
tais como: TNFe (fator de necrose tumoral), I3 Xinterleucina 1) e IL-8 (interleucina
8), liberadas em resposta a grande variedade dgipaates seja de lesdo pulmonar
direta ou indireta (MELO, 2010).

Na SDRA pulmonar, a agresséo primaria se da néligpicom consequente
inflamacédo alveolar; como no caso de pneumoniaragsim® de conteudo gastrico e
trauma toracico, jA na SDRA extrapulmonar a injuniia-se pelo endotélio, por
mediadores inflamatérios presentes na correnteusia@g, como na sepse, pancreatite e
multiplos traumas (PINHEIRO; LISBOA; HOLANDA., 2011

Ainda buscam a melhor forma de reabilitar as fuacpalmonares de
pacientes com lesdo pulmonar aguda, e sindromessiconforto respiratério agudo,
dentre esses estudos encontram- se 0s que abosdfiimterapicos, que consistem na
utilizacao terapéutica de plantas medicinais pasgicadear a modulacdo de processos
fisiologicos (OLIVEIRA, 2009).

Ainda, tem sido estabelecido cientificamente gerea de 60% dos 6leos
essenciais possuem propriedades antifingicas e 35%em propriedades
antibacterianas e muitos possuem atividade aréinvatoria (OLIVEIRA et al., 2009).

A romanzeira € popularmente usada para o tratandention grande namero
de doengas inflamatdrias e infecciosas, incluirddés e abscessos de pele e mucosas,
amidalites, faringites, estomatites, gengivite,sgite, afeccdes febris, diarreias de

origem bacteriana e parasitaria, colicas, hemasyidnfeccbes de vias urinarias e
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genitais, viroses em geral, infec¢cdes por fungosjuntivites e doengas respiratorios,
como bronquites (HOLETZ et al., 2002).

Devido a natureza inflamatéria da sindrome do ddecm respiratorio
agudo, e considerando os efeitos bioldgicos dastgdae frutos, o presente trabalho
propde um estudo do efeito antiinflamatério da RauoBre a inflamagédo pulmonar
aguda em modelo experimental de isquemia e re@erfimsestinal em ratos. Diante do
tema abordado, elaborou-se o0 seguinte problema dsquga: A Punica
granatum(Roma) impede a instalagdo da sindrome da angaspaatoria?

O estudo justifica-se pela observacao das conseigséda SDRA, a qual
ocasiona profundas alteragcbes a nivel de trocassgss mecanica do sistema
respiratorio e circulacdo pulmonar, sendo a pradaipmponente para faléncia multipla
de 6rgaos e tecidos.

Neste contexto, faz-se necessério a vigente pesgigstifica com intuito
de relevancia cientifica e social mediante uso pgtico da Roma, e acgao
antiinflamatéria da casca do fruto para tratamesdosindrome respiratoria, e por
segunda intencdo em condi¢Bes experimentais coemgiat para aplicacao clinica em
seres humanos.

O presente estudo teve como objetivo geral veriicacdo antiinflamatoria
da Punica ganatum (Roma) em modelo experimental de inflamacéo pulmagada
induzida em ratosE como objetivo especifico causar, através de mgue reperfusdo
intestinal, lesdo pulmonar aguda, e também, avaliafeito da Rom& por meio de

histopatoldgica do pulméo e lavado brénquico akweol
2 METODOLOGIA

O protocolo de pesquisa foi submetido a analisgrevado pelo Comité de
Etica em Pesquisa CEP/FACID, sob o protocolo 014%Eguindo os principios éticos
da experimentacdo animal de acordo com os critgnopostos pela Lei Arouca n°
11.794 - 2008: Experimentacao Animal.

A pesquisa realizada corresponde a um estudo exgeial em ratos, com
abordagem quantitativa sobre o efeito anti-inflamatda Punica granatum (Roma)

sobre a inflamacao pulmonar aguda em modelo dernsigue reperfusao intestinal.
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Os frutos da romazeira dos quais foram extraidasmska utilizado no
presente estudo foram coletados no municipio deiRibPiaui, no periodo de Abril de
2014.

A casca da Roma foi retirada manualmente, em sadardm submetidas a
processo de desidratacdo e trituracdo. Foram aiecd00 ml de agua em kitassato,
sobre a chapa quente e apos entrar em ebulic8esbgada e adicionado 50 g de casca
de Roma (processo de infusdo), posteriormenteeita & nebulizacdo com o auxilio de
um aparelho inalador/nebulizador.

Os animais utilizados foram ratos da espdRatus norvegicus variedade
Wistar (pesando de 200-250g), fémeas, proveniette®Biotério de instituicdo de
ensino superior privado, mantidos em condicfesngperatura e umidade controladas
e ciclo claro-escuro de 12h, iniciando as 6h. Gwmais foram mantidos em suas gaiolas
moradias (5/gaiola) com livre acesso a agua e atexgéo.

Foi utilizado total de 15 animais divididos ale&orente em trés grupos
experimentais de 5 animais cada, sendo os segufBtesn (isquemia e reperfusao
intestinal I/R-i); Falso-operado; Tratado (I/R-nebulizacdo com infusdo da Roma).

Os animais foram previamente tratados com solueaatrpina a 2% (0,2
mL para cada 100g de peso de animal) e 15 minptas @ram anestesiados recebendo
0,1 ml para cada 100g de peso animal da solucapagimmde quetamina 5% e xilazina

2% na proporcao de 1:1, administrado por via intregular. (Figura 1).

Figura 1 — Aplicacio intramuscular do anestesico. Teresina, 2014

Fore: ATMEIDA (2014)

Decorrido a aplicacdo dos anestésicos, citadosriamente, e apoés
laparotomia mediana e desvicerizacdo a isquemiastinal, foi induzida pelo

pincamento da artéria mesentérica superior poridgfigura 2).
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Figura 1 — Localizacio da artéria mesentérica superio, seguida da inducio do
processo isquémico através do pingamento. Teresina, 2014

Induzindo a isquemia naarteria
mesenterica sugerior

Fone: ATMEIDA (2014)
O pingcamento foi realizado com pinga vascular dereairurgia. Durante o
periodo de 45 minutos da isquemia, a incisdo ahwainfidi coberta com um plastico
transparente para minimizar perdas de liquido er ¢&ligura 03). Decorrido o tempo
desejado de isquemia, a pinca vascular foi retiradaiciada o periodo de reperfusdo

intestinal.

Figura 3 — Demonstracio dos animais do grupo sham (controle) durante o periodo
deisquemia intestinal

Tone: Almeigs (3014)
A terapéutica realizada (Figura 04) equivale a hedgho com infusdo da
Roma — Apds o tempo de isquemia ja descrito, asigogfoi submetido a inalacédo de

50g(10g/animal) durante 2 minutos.

Figura 4 — Terapéutica realizada com nebulizacio da infusdo da Pusnica granatim .
Teresina, 2014

Promovendo a
nebulizacio com 2

Romsa

*""- 1 ‘ ._.I

Fonte: ALMEIDA{2014)
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Apés 45 minutos de reperfusdo intestinal, os amnfi@aiam novamente
anestesiados e sacrificados por dose excessivan@stgsico pela aorta abdominal apos
90 minutos (Controle - isquemia e reperfusao 9@atado - isquemia e reperfusdo +
infusdo da Roma 90°). Posteriormente, os pulmdesnforetirados para a andlise
histoldgica.

O grupo constituido de animais falsamente manisldfhlso-operado), em
que a incisdo abdominal foi realizada, porém aesga nao foi induzida, também
foram sacrificados com 90 minutos e incorporadasestudos.

A andlise histolégica pulmonar foi realizada no elodde inflamacéo
sistémica. Para tanto, os pulmdes foram removidn®bo pulmonar inferior esquerdo
foi separado e submetido ao processo de fixac@mgmecendo em formol a 10% por
48 horas.

Ap6s a fixacdo, o tecido pulmonar foi submetido pcesso de
desidratacdo, permanecendo 24 horas em alcool 70224 horas em alcool 96%.
Posteriormente, o tecido pulmonar foi imerso enodl@absoluto (100%) durante o
periodo de 8 horas. Em seguida, o tecido pulmopardiafanizado em xilol e
emblocado em parafina.

Por fim, o material foi processado em microtomanamortes histoldgicos
de 3uim de espessura, seguidos dos procedimentos deag@borpela técnica da
hematoxilina-eosina (HE), posteriormente as amestta tecido pulmonar foram
analisadas microscopicamente no que diz respeitélakas inflamatorias.

Para a morfometria, utilizou-se um microscopicoeitido trinocular, de
marca Labomed iVu3100, modelo TCM 400, acopladema camera fotogréafica
NAO030, utilizando o software PixelPro™, com aquasigle fotos no aumento de 400X.
Para cada animal, foram obtidas quatro imagensampas diferentes para realizacéo
da contagem do numero de células inflamatériasstadla campo de observacéo,
utilizando o programa de computador Image J ndungio “cell conter”.

Apés a coleta de dados, foram organizados em pkanilo programa
Microsoft Office Excel 2007As analises estatisticas foram conduzidas utilizan
GraphPad Prism 5.0. e submetidos a analise dene&iANOVA), seguida do teste
Tukey para comparacdo das médias. Os resultad@s egpressos como a média
erro padrdo da média (EPM) e desvio padrao (DP)Jor®m de p< 0,05 serdo

considerados significativos.
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3 RESULTADOS

Os resultados (Tabela 01) indicam que o tecido poén dos animais
submetidos ao tratamento com nebulizacdo da infda&oma, com valores médios de
415,2(+£26,40), juntamente com grupo falso-operamom valores médios de 389,2
(+19,89) apresentaram significancia estatistica<i®05 e p<0,01 respectivamente, em
relacdo ao grupo controle (sham), com valores mé@®8 (+43,26), sugerindo a

diminuic&o de células inflamatorias, causados pRla

Tabela 1- Analise da Média e desvio padrdo (DP) das células inflamatdrias dos
grupos Tratado e Falso operado em relacdo ao grupo Controle através
da microscopia dptica. Teresina, 2014

Grupos hiEdia (DF)

Filso operado 332.3(118.7)
Controle (J+E) 633.3(31.33)
Tratado (I+E-+Fomi) 440.5 (62.88)

Fontz: ALMEIDA (2014)

Nos pulmdes, os mediadores inflamatérios podenr,laeieetamente ou
através da quimiotaxia de polimorfonucleares (PM&l)membrana alvéolo-capilar,
determinando o surgimento de edema pulmonar, opmakd estar presente em situacoes
de isquemia e reperfusdo a distancia, como no péstorio de cirurgias com
pincamento temporério da aorta e nas condicdehaogue circulatério (ROCHA ET
AL, 2007), corroborando com a metodologia aplicadaestudo em questdo, e 0s
vigentes resultados dos grupos experimentais qaenfcnduzidos ao processo de |;R-i
ocasionando um aglomerado de infiltrados inflamasdr

Conforme Marquiet. al. (2011) a microvasculatura pulmonar, em especial,
parece ser bastante susceptivel as lesGes ressltaiat ativacdo de mediadores
inflamatorios sistémicos decorrente de estresselatx0 em Orgados a distancia,
corroborando com procedimentos realizados no grspam e tratado, onde o
pincamento da artéria mesentérica superior, segdalaestabelecimento do fluxo
sanguineo foram capazes de desencadear leséo pulaguaa.

Os resultados presentes no grupo sham sao refereedestudo de Melo
(2010), em modelo de inflamacdo pulmonar induzitiaratos, realizou-se 0 processo
de I/R-i pelo pincamento da artéria mesentéricaisopapos 45 minutos, verificou-se o

recrutamento de células inflamatdria, notadamestdrofilos.
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Os resultados obtidos demonstram que a nebulizdg®uwnica granatum
apresenta efeito antiinflamatorio, quando minigir&0g (10g/rato) da casca da Roma
em processo de infuséo inalatoria no periodo den@tos, a partir de 45 minutos apos a
inducdo da inflamacdo pulmonar, sugerindo uma nagdiol da resposta inflamatéria
pulmonar. Em algumas das etapas da migracdo ceRba@emos sugerir que, com a
reducao de células inflamatorias para o tecidamdldo, a liberacdo de citocinas e de
outros também estara reduzida, potencializanda desha o beneficio da nebulizacao
da infusdo em questao.

Foram estudados extratos da roma (etéreos, alooéliaquosos) e todos
eles mostraram a capacidade de prolongar a indded@xidacdo. Os que mais
apresentaram inibicdo da oxidacao foram os ext@goesos (JARDINI, 2007). Esses
estudos sugerem que os antioxidantes naturaisnpessea Roma, tiveram acéo sobre
os mediadores inflamatdrios, atacando radicaiesivr

Ja foi observado que a roma é rica em punicalagimatanino elagico
derivado do fruto da romanzeira, e € provavelmembedos principais constituintes
antimicrobianos desta fruta (MACHADO et al., 2003).

A Punica granatum é popularmente conhecida no Brasil como Romé & seu
frutos séo usados no tratamento de infecgOes dgamar rouquiddo e febre. Pode
também ser utilizada como anti-séptico e antiveal processos inflamatérios da
mucosa oral e contra herpes genital (MENEZES, 20D&}F estudos reforcam a acao
anti-inflamatéria da Roma, minimizando os danoslaets no pulméo de ratos.

A respeito do mecanismo de acdo da Roma sobreugdedio nimero de
células inflamatérias podemos sugerir que houvetepém celular contra danos
oxidativos induzidos por I/R-i, sendo mediada pmmponentes antioxidantes presentes
na Roma. Fato este que se justifica com a intetsida inflamacgéo presente no exame
histologico do pulméo dos animas do grupo traté@i(+ com nebulizagdo da infusédo
da Roma) apresentem significativa reducdo do nurdera@élulas inflamatérias, ao
comparar-se com o0 numero de células inflamatori@semtes no grupo controle,
significativamente maiores e isento de tratamento.

Na avaliacdo histolégica realizada no estudo deh&aet al (2007), a
correlacdo entre o grau de comprometimento pulmenatravés da contagem de
neutréfilos por campo e o estado metabdlico no madoizido a sepse por peritonite
fecal — confirma a existéncia de resposta inflaneatgistémica, visto que no pulmao

saudavel ha neutrofilos nos septos pulmonaresplmmrando com os resultados das
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experiéncias que, ap0s o processo de |;R-i, houreato de células inflamatérias em
tecido pulmonar de ratos do grupo controle em coagd® com grupo tratado que
mediante terapéutica aplicada, apresenta menottigade de infiltrado inflamatério,
sugerindo a acdo antiinflamatoéria da Roma.

A Romd ja é bastante usada no tratamento de digpegisenteria,
inflamacbes de gengiva, possuem atividade adstriage hemostatica, bastante usada
também no tratamento da diabetes mellitus e passai alta eficacia quando usado
contra ulceras na boca e genitalia. Satisfatoriéenesado nas bronquites. (LANGLEY,
2000).

Figura 6 — Microscopia do lobo pulmonar inferior esquerdo. (4) Falso — operado.
(BY Comtrole, (C} Tratado com mnebulizacio da infusio da Roms.
Teresina, 2014

Nossos resultados estao alinhados com Werkman Y 2088onstrando que
na Roma possui atividades antimicrobianas e prfitipnte antiinflamatoérias.
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Contudo, cabe ressaltar que nossos resultadosesuggre 0 grupo tratado néao
apresentou significancia estatistica quanto ao mime células inflamatorias quando
comparado com a observada no grupo falsamente atadg(Gréafico 1).

Sugere-se que ato incisional na regido abdomiralgeracao de radicais
livres desencadearam um potencial comprometimeatenguimatoso pulmonar no
grupo falsamente manipulado. Uma explicacdo patasesesultados, reside na
possibilidade do esgotamento precoce das resemiaxidantes pulmonares, em face

do estimulo inicial, mas capaz de conter dano aw@stuado. (FERR& al., 2010).

Grifico 1 - Numero de células inflamatdriasdas células inflimatorias dos grupos
Tratado e Falso operado em relacio ao grupo Controle. Teresina, 2014

B0 - _
I 11 = 1 Il Falso oparado

- _

£ 200

H O wR+Fomi

]

7 20

E

o .

Legenda: =*F<0 01 Em Relacio o grupo +R
*P=0,05 Em RelagSo a0 grupo [+R

Fonte: ATMEIDA (2014)
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Quando a geracao de radicais livres € maior queaadegradacao pelas
defesas antioxidantes, produz-se um desequilibdoorganismo, denominado de
estresse oxidativo, o que pode levar danos, depdond#a sua extenséo, da duracédo e
do tipo de oxidante implicado. (SIES; SHAL; SEVANNA2005).

No presente estudo, pode-se sugerir que mediadteggdn do processo
isquémico e reperfusional do grupo controle ocama maior area de preenchimento
com infiltrados inflamatorios, e no grupo falso-mgEd como ndo sofreu essa mesma
leséo, justifica-se a menor quantidade de céluld@matdria sugerindo que, de acordo
com o agente causal, tem-se um dano parenquimatiesppuado a lesdo ocasionada.

Tendo em vista a complexidade do processo inflaneapulmonar, pode-
se sugerir que a nebulizacao Rlaica granatum, proporciona uma reducdo da injuria

pulmonar, promovendo com eficiéncia o controlerdiamacao.

4 CONCLUSAO
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Com base nos resultados obtidos durante o dese@menlio do presente
estudo, pode-se concluir que o tratamento com alimabdo da infusdo da Roma
(Punica granatum) diminuiu significativamente a resposta inflamadpulmonar,
advinda da acéo sistémica de I/R-i em ratos, apt&sdo grande diferenca em relacao
ao grupo controle.

Sendo assim, neste trabalho, € proposto a neb@izde infusdo da Roma
como uma terapia alternativa para limitar a injymigmonar causada pelo processo de
isquemia e reperfuséo intestinal. Demonstrandamas®r uma infusdo com potencial

para o desenvolvimento de entidades quimicas #atiatérias.
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