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Atividade antiinflamatória e mecanismos de ação do extrato de Mikania laevigata na peritonite induzida por carragenina

Introdução 
Os neutrófilos são os principais subtipos de leucócitos que participam na defesa do organismo, e sua migração através dos vasos sangüíneos para o tecido é um processo fundamental na resposta do hospedeiro contra infecções por microrganismos (Malech & Galin[19]). Embora tenham um papel protetor na inflamação, danos aos tecidos é uma conseqüência deletéria da intensa migração de neutrófilos como observado em doenças imune inflamatórias (Jones et al.[12]).
Os neutrófilos expressam moléculas de adesão em abundância para uma rápida ligação a receptores induzidos pela inflamação nas células endoteliais ativadas (Luster et al. [18]). A interação dos neutrófilos recrutados no local da inflamação com células residentes e mediadores inflamatórios locais pode levar à produção de vários mediadores, incluindo citocinas/quimiocinas, enzimas de degradação, espécies de oxigênio e nitrogênio e metaloproteases que podem amplificar ainda mais a resposta inflamatória e provocar danos aos tecidos vizinhos (Cattani et al. [5], Kasama et al. [13], Kim et al.[14], Palmer et al. [24]). Portanto, é evidente que a  inibição do tráfico de leucócitos é uma estratégia muito eficaz para tratamento de doenças inflamatórias (Napimoga et al.[21]).
Nosso grupo demonstrou recentemente que o óxido nítrico (NO) inibe a migração dos neutrófilos por um mecanismo dependente da expressão de moléculas de adesão intercelular (ICAM-1) nos vasos da microcirculação mesentérica de camundongos submetidos à peritonite aguda experimental por uma injeção de lipopolissacarídeo, carragenina ou N-formil peptídeo (fMLP) (Dal Secco et al.[6]). O tratamento da peritonite experimental em camundongos com inibidores químicos de NO sintase (NOS), aumentou a migração de neutrófilos no endotélio venular e aumentou a expressão de ICAM-1 no endotélio (Dal Secco et al.[6]). Constitutivamente produzido, o NO normalmente regula o recrutamento de leucócitos, e sua inibição aumenta o rolamento e aderência de neutrófilos (Kubes et al.[15]). Este fato foi confirmado em trabalho no qual a inibição precoce não-seletiva da NOS após o desafio com endotoxina aumentou a permeabilidade vascular em um modelo animal (Lazlo et al.[16]).
No Brasil, as folhas da espécie de Mikania laevigata Schultz Bip. ex Baker, popularmente conhecida como "guaco" (Oliveira et al.[23]) são amplamente utilizadas como infusões ou emplastros, enquanto o extrato bruto desta espécie é normalmente comercializado como produto fitoterápico. Dentre os poucos estudos farmacológicos e fitoquímicos publicados, as preparações obtidas das partes aéreas de Mikania laevigata têm sido descritas com propriedades anti-ulcerogênica (Bighetti et al.[3]), antimicrobiana (Davino et al.,[7], Yatsuda et al.[31]), antiespasmódica e broncodilatadora (Leite et al.[17]) e antiinflamatória (Suyenaga et al.[28]), possivelmente, justificadas pela presença de constituintes químicos diversos (Yatsuda et al.[31]).
Além disso, tem sido demonstrado que a composição química da várias plantas é dependente da hora ou estação de coleta, o que poderia influenciar negativamente no desenvolvimento de um fármaco comercial. Portanto, neste estudo, nosso objetivo foi avaliar as propriedades farmacológicas e os mecanismos moleculares pelos quais o extrato de guaco desempenha sua atividade antiinflamatória, além de avaliar se a variação temporal (meses de coleta) influencia na sua atividade.

Materiais e Métodos 

Preparação do extrato de guaco 
As folhas de Mikania laevigata foram coletadas na Fazenda Escola da Universidade de Uberaba (Triângulo Mineiro, MG, Brasil). Uma exsicata (HUFU 54,748) foi depositada no Herbário da Universidade Federal de Uberlândia, Brasil. As amostras foram coletadas antes de 10:00 h, de dezembro (2006) a novembro (2007) entre os dias 15 e 17 de cada mês e postas a secar à 30°C em estufa com renovação do ar por 15 dias. A planta seca, triturada em moinho de facas, foi extraída por maceração com 70% de etanol-água, sob agitação contínua (shaker) três vezes ao longo de 7 dias, totalizando 21 dias (a relação final entre a planta e o solvente foi 1:8 (w / v)), para obter um extrato bruto. O extrato bruto foi filtrado em papel filtro e concentrado em uma estufa de ar forçado a 30°C para obtenção do extrato seco bruto. 
A relação entre o peso das folhas secas com seu respectivo extrato bruto seco foi calculada. A concentração de cumarina (1,2-benzopirano) no extrato bruto seco foi mensurada por espectrofotometria a λ = 320 nm (de Carvalho Osório et al.[9]).bem como pelo GC-MS. 
Os ensaios farmacológicos foram realizados utilizando extrato seco bruto dissolvido em solução salina. 

Análise por cromatografia (GC-MS) dos constituintes de M. laevigata 
A amostra do extrato hidroalcoólico de guaco foi diluída em metanol (20mg/ml). Análises de GC-MS foram realizadas utilizando um cromatógrafo a gás (Hewlett-Packard 6890), equipado com um detector seletivo de massas (Hewlett-Packard 5975) com coluna capilar HP-5 MS (25 m x 0,25 mm i.d. x 1,0 µm d.f.), sob as seguintes condições: temperatura de injeção 250 °C, temperatura do detector 280 °C; temperatura da coluna 110 °C, 2 min a 300 °C, 10 min; transportadora gás He (1,0 ml / min). O MS foi operado no modo de EI, 70 eV nos intervalos de 42 - 350 m/z. Os compostos foram identificados através da comparação dos espectros de massa de acordo com o espectro de massa dos componentes padrão isolados de M. laevigata e M. glomerata (Di-hidrocumarina, cumarina, ácido caurenóico, espatulenol e ent-beyer15-en-19-oic-acid) e o banco de dados biblioteca do espectro de massa (NIST-05). As proporções relativas dos constituintes foram expressas como percentagem obtida por pico normalização de área, e todos os fatores de resposta relativos foram tomados como único. 
Animais 
Camundongos Swiss machos, pesando entre 30-35 g, foram alojados em salas com temperatura controlada (22-25 °C) e livre acesso à água e alimento. Todos os experimentos foram aprovados pelo Comitê de Ética em Experimentação Animal da Universidade de Uberaba (n º 004/2008). Os animais foram utilizados uma única vez.

Procedimento experimental para avaliação da migração de neutrófilos 
Para a determinação da migração neutrofílica para a cavidade peritoneal, o extrato de guaco (0,3, 1 ou 3 mg/kg) ou 0,5 mg/kg de cumarina foi administrado subcutaneamente 30 min antes do estímulo inflamatório (injeção intraperitoneal de carragenina (500 µg/cavidade)) nos camundongos. Um segundo grupo de camundongos foi tratado com extrato de guaco (3 mg/kg), aminoguanidina (inibidor seletivo da iNOS; 50mg/kg; Sigma) seguida de uma injeção intraperitoneal de carragenina (500 µg/ cavidade) 30 min depois. 
Os camundongos foram eutanizados 4 h após a administração de carragenina e as células da cavidade peritoneal foram recolhidas por lavagem da cavidade com 3 ml de tampão fosfato (PBS) contendo EDTA 1 mM. O volume recuperado foi semelhante em todos os grupos experimentais e equiparado à cerca de 95% do volume injetado. As contagens totais foram realizadas em um contador de células (COULTER A CT; Coulter, Miami, E.U.A.) e a contagem diferencial de células (100 células no total) foi realizada após citocentrifugação (Fanem, São Paulo, Brasil) em lâminas coradas com Rosenfeld. Os resultados estão apresentados como o número de neutrófilos por cavidade. 

Determinação da concentração de nitrito no soro 
A concentração de nitrito em amostras de soro foi determinada pela redução enzimática do nitrato com nitrato-redutase, como descrito anteriormente (Tavares-Murta et al.[29]). Resumidamente, 50 µL de soro não diluído foi incubado com o mesmo volume de tampão redutase (0,1 mol/L de fosfato de potássio, pH 7,5, contendo 1 mmol /L nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato, 10 mmol /L adenina flavina e 4 U de nitrato de redutase por ml) por 20 h a 37°C. Uma curva padrão de nitrato foi obtida incubando-se nitrato de sódio (10-200 µgmol/L), com o tampão redutase. A concentração de nitrito foi determinada utilizando o método de Griess (Green et al.[11]). Resumidamente, 50 µL do sobrenadante foi incubado com igual volume de reagente de Griess em temperatura ambiente. A absorbância foi medida em leitor de ELISA (Spectra Max 250; Molecular Devices, Menlo Park, E.U.A.) a 540 nm. A concentração de NO2 foi determinada usando uma curva padrão para 1-200 µgmol /L de NaNO2. 
Permeabilidade vascular 
A permeabilidade vascular foi analisada pelo teste de azul de Evans, como descrito anteriormente (Thurston et al.[30]).  Trinta minutos antes da administração de carragenina, azul de Evans (50 mg/kg) foi injetado em 100 µl de salina por via intravenosa no plexo ocular. 
Os camundongos foram eutanizados 4 h após a administração de carragenina, e a cavidade peritoneal foi lavada com 3 mL de PBS. O conteúdo de azul de Evans foi quantificado em 620 nm, utilizando um espectrofotômetro (Genesys). 
Microscopia intravital para análise de rolamento e eventos de adesão de neutrófilos na microcirculação mesentérica 
Duas horas após a injeção de carragenina, o rolamento de leucócitos foi avaliado como descrito anteriormente (Baez [2], Fortes et al. [10]). Resumidamente, os camundongos foram anestesiados e o tecido mesentérico exposto para análise microscópica in situ. Os camundongos foram mantidos em uma placa especial termostaticamente controlada a 37°C, mantendo-se o tecido úmido e quente por irrigação com solução Ringer Locke, pH 7,2-7,4, contendo 1% de gelatina. Os capilares com diâmetro de 10-18 µm foram escolhidos e a interação dos leucócitos com a superfície luminal do endotélio venular foi avaliada, contando o número de leucócitos rolando por 10 min. Os leucócitos foram considerados aderentes no endotélio venular ao manter-se estático durante mais de 30 seg. As células foram contadas em vídeos gravados utilizando cinco campos diferentes para cada camundongo, para evitar variabilidade devido à amostragem. Foi utilizada a média das contagens para cada animal. 

Detecção de citocinas por ELISA 
Camundongos receberam extrato de guaco (3 mg/kg, s.c.) e após 2 h do estímulo por carragenina (500 µg por cavidade), o exsudato da cavidade peritoneal foi retirado para a quantificação das citocinas. Níveis de TNF-α e IL-1β foram determinados por ELISA, usando protocolos fornecidos pelo fabricante (R&D Systems, Minneapolis, EUA) para ambos os experimentos. Os resultados são expressos em pg/ml. 

Análise estatística 
Os dados foram expressos como média ± DP. Comparações estatísticas entre os grupos foram feitas através da análise de variância seguida pelo teste de Bonferroni. A significância foi aceita quando P < 0,05. 
Resultados 

Análises de GC-MS 
O extrato hidroalcoólico de guaco foi analisado por CG-MS (Figura 1) e os principais compostos identificados foram cumarina (36,90%) e di-hidrocumarina (32,30%). As porcentagens relativas dos compostos identificados e isolados no extrato hidroalcoólico estão listados na Tabela 1. 
[image: image23.wmf]



0

25

50

75

100

M. laevigata

Carragenina (500

m

g/cavidade)

-

*

B

m

M NO

3


Figura 1 GC-MS cromatograma do extrato hidroalcoólico de M. laevigata.
Tabela 1 Porcentagem relativa dos compostos identificados no extrato etanólico de Mikania laevigata por cromatografia gasosa (GC-MS)
	[image: image2.png]Compostos Retengcaotempo (min.)  Relativo %

Extrato etandlico de Mikania laevigata

Dihidrocumarina 7.1 32.30
Cumarina 8.14 36.92
Espatulenol 1092 448
Fital 2121 240
Ent-beyer-15-en-18-oic-acid 2439 3.32
Lupeol 42 65 591

Acetato de Lupeol 4580 3.34






Determinação da concentração de cumarina no extrato das folhas de M. laevigata coletadas em cada mês 
A concentração de resíduo seco não apresentou diferença significativa entre os meses (2,72 ± 0,38 mg). Além disso, após os procedimentos de extração, o extrato bruto seco foi pesado e não houve diferença estatística detectada (4,61 ± 0,64 mg). A concentração de cumarina foi determinada uma vez que esta substância é um conhecido marcador usado como referência. A concentração média de cumarina nos meses analisados foi de 2,08 ± 0,27 mg/mL. 
Efeito do extrato de M. laevigata na migração neutrofílica e volume de exsudato induzido por carragenina 
Em comparação com a administração de PBS, a injeção de carragenina (500 µg/cavidade, i.p.) aumentou significativamente a migração de neutrófilos e o volume de exsudato nos camundongos. Por outro lado, o pré-tratamento com extrato de guaco (0,3, 1 ou 3mg/kg, s.c.) reduziu a migração de neutrófilos (Figura 2A), de maneira dose-dependente, bem como diminuiu o volume do exsudato (Figura 2B) (P <0,05), induzido pela injeção intraperitoneal de carragenina. 
Uma vez que a cumarina foi um dos principais constituintes encontrados nas análises de GC-MS, nós investigamos se a cumarina pode estar envolvida no efeito antiinflamatório do extrato. Os camundongos foram pré-tratados (s.c.) com cumarina (0,5 mg/kg) e a migração de neutrófilos para o foco inflamatório foi analisada. A Figura 2C mostra que a cumarina inibiu a migração neutrofílica para a cavidade peritoneal, bem como o extrato de guaco. Estes experimentos sugerem fortemente que a cumarina pode estar envolvida no efeito antiinflamatório do extrato de guaco. 
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Figura 2 Efeito antiinflamatório do extrato de M. laevigata na peritonite induzida por carragenina em camundongos. Extrato de Guaco reduz migração de neutrófilos (A) e a permeabilidade vascular (B) em peritonite induzida por carragenina em camundongos. Os camundongos foram tratados com salina (0,2 ml, s.c.) ou extrato de guaco (0,3, 1 ou 3 mg/kg; s.c. 30 min antes) e depois injetados intraperitonealmente com carragenina na dose de 500 µg/cavidade. (C) Cumarina reduz a migração de neutrófilos em peritonite induzida por carragenina em camundongos. Os camundongos foram pré-tratados por via subcutânea (30 min) com solução salina (controle), cumarina (0,5 mg/kg) e extrato de guaco (3 mg/kg) e receberam uma injeção intraperitoneal de carragenina (500 µg/cavidade). A migração de neutrófilos foi avaliada após 4 h. Os valores são médias ± DP de oito aniamis por grupo. * P <0,05, comparado com o grupo carragenina; # P <0,05 em comparação com grupo salina (análise de variância seguida por teste de Bonferroni).
Influência do mês em que as folhas de M. laevigata foram coletadas na migração de  neutrófilos induzida por carragenina em camundongos 
Nós estabelecemos que a dose efetiva de extrato de guaco que inibe a migração de neutrófilos é de 3 mg/kg, como anteriormente demonstrado (Figura 2A). Assim, neste experimento, esta foi a concentração usada para todos os extratos de guaco preparados mensalmente. Como observamos na Figura 3, todos os extratos de guaco preparados mensalmente, inibiram a migração de neutrófilos de forma semelhante, em comparação com camundongos não tratados e injetados com carragenina (P < 0,05). Além disso, não foi observado significância estatística entre os meses analisados em relação à inibição da migração neutrofílica (P > 0,05). 
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Figura 3. Efeito antiinflamatório do extrato mensal de M. laevigata em camundongos. Os camundongos foram tratados com salina (0,2 ml, s.c.) ou extrato de guaco preparado a partir de M. laevigata coletada em diferentes meses (3 mg/kg, s.c., 30 min antes) e depois injetados intraperitonealmente com uma dose de carragenina de 500 µg/cavidade. A migração de neutrófilos foi avaliada 4 h mais tarde. Os valores são médias ± DP de oito camundongos por grupo. Não houve diferença entre os meses observados. * P <0,05 comparado com o grupo carragenina; # P <0,05 comparado com o grupo salina (análise de variância seguida por Bonferroni t-teste).

Efeito do extrato de M. laevigata no rolamento e adesão de neutrófilos induzidos por 
carragenina em camundongos 
Para esclarecer os mecanismos pelos quais a atividade do extrato de guaco modula a migração de neutrófilos para o sítio inflamatório, nós também investigamos seu efeito na interação leucócito-endotélio (rolamento e adesão) nas vênulas mesentéricas pós-capilares. A administração de carragenina aumentou o rolamento (Figura 4A) e adesão (Figura 4B) de leucócitos ao endotélio, enquanto que nos animais pré-tratados com extrato de guaco diminuiu significativamente este fenômeno. Estes resultados sugerem que a atividade do extrato de guaco regula as interações neutrófilos-endotélio e, conseqüentemente, a migração de neutrófilos durante o processo inflamatório. 
	
[image: image3]


Figura 4. O extrato de M. laevigata diminui o rolamento e adesão de leucócitos nas células venulares endoteliais de camundongos. Os camundongos foram tratados com salina (0,1 ml, s.c.) ou extrato de guaco (3 mg/kg, s.c., 30min antes) e injetados com carragenina (500 µg/cavidade). O rolamento de leucócitos (A) e adesão (B) foram avaliados por microscopia intravital no mesentério 4 h após a injeção de carragenina. Os valores são médias ± DP. * P <0,05 comparação com carragenina injetado em grupo; # P <0,05 comparado com o grupo salina (análise de variância seguida por teste de Bonferroni).
Efeito do extrato de M. laevigata na liberação de citocinas quimiotáticas
Em seguida, foi investigado a possível interferência de extrato de guaco sobre a liberação das citocinas TNF-α e IL-1β, numa tentativa de esclarecer se a regulação para a diminuição da migração dos neutrófilos promovida pelos metabolitos do extrato de guaco foi relacionada a uma diminuição na liberação de mediadores quimiotáticos de neutrófilos. Como mostra a Figura 5, os camundongos pré-tratados com extrato de guaco e desafiados com carragenina apresentaram menores níveis de citocinas no exsudato peritoneal, quando comparado com animais pré-tratados com PBS e injetados com carragenina (Figura 5A e B).
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Figura 5 Efeito do pré-tratamento com extrato de M. laevigata  nas citocinas, TNF-α (A) e IL-1β (B), encontradas de exsudato peritoneal de camundongos. Camundongos foram tratados com solução salina (controle) ou extrato de guaco (3 mg / kg) e após 30 min foi injetada carragenina. As concentrações de todas as citocinas testadas foram determinadas por ELISA. Os resultados são apresentados como média ± SEM de cinco camundongos por grupo e são representativos de dois experimentos diferentes. * P <0,05 comparação com carragenina injetado em grupo; # P <0,05 comparado com o grupo salina (análise de variância seguida por teste de Bonferroni).

Resposta antiinflamatória  do extrato de M. laevigata é dependente da via do óxido nítrico
Para testar a nossa hipótese de que o guaco inibe a migração de neutrófilos, devido ao aumento da produção de NO, que, em por sua vez, suprime a expressão de ICAM-1 no endotélio vascular, utilizamos um inibidor da NOS (aminoguanidina). A injeção de carragenina (500 µg/cavidade, i.p.) provocou um significativo aumento na migração de leucócitos, quando comparado com injeção de PBS (i.p.) em camundongos (Figura 6A). O pré-tratamento dos animais com aminoguanidina (inibidor seletivo da iNOS; 50 mg/kg) reverteu totalmente o efeito inibitório do extrato de guaco sobre a migração de neutrófilos (Figura 6A), enquanto que a aminoguanidina sozinha não teve nenhum efeito sobre o aumento da migração de neutrófilos induzida por injeção de carragenina.
Para confirmar o papel do NO na atividade antiinflamatória mediada pelo extrato de guaco, quantificamos o teor de nitrito no soro dos animais injetados com carragenina e tratados. Os resultados demonstraram claramente que os animais pré-tratados com extrato de guaco tiveram aumento no teor de nitrito, em comparação com os animais tratados com injeção de PBS, confirmando que a atividade do extrato de guaco é modulada pela via do NO (Figura 6B)
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Figura 6. Papel do óxido nítrico na supressão mediada pelo extrato de guaco. (A) Camundongos foram pré-tratados (s.c.), com veículo ou aminoguanidina 15 minutos antes da administração subcutânea de veículo ou extrato de guaco. Após 30 minutos, os animais receberam uma injeção intraperitoneal de carragenina (500 µg/cavidade), e a migração de neutrófilos foi determinada 4 h mais tarde. (B) Os camundongos foram tratados com injeção de solução salina (controle) ou extrato de guaco (3 mg/kg) e após 30 min com injeção de carragenina. As concentrações de NO3 foram determinadas por ensaio Greiss. Os resultados são expressos como média ± DP de 10 animais por grupo. # P <0,05 em comparação com camundongos tratados com veículo; * P <0,05 comparado com animais injetados com carragenina; ** P <0,05 em comparação com ratos tratados com guaco (análise de variância, seguida pelo teste de Bonferroni).
Discussão 

É reconhecido que a maioria das drogas novas descobertas nas últimas décadas são originadas a partir da natureza (Newman & Cragg[22]). Constituintes químicos obtidos a partir de plantas medicinais e outros produtos naturais têm sido cada vez mais usados para tratar muitas doenças inflamatórias. 
Neste estudo nós demonstramos que o mês em que extrato de guaco foi preparado, não influenciou na sua propriedade antiinflamatória. Nós também elucidamos parcialmente os mecanismos moleculares responsáveis pela supressão neutrofílica do guaco em resposta a estímulos inflamatórios, usando um modelo de peritonite em camundongos no qual a migração neutrofílica é um evento chave. A diminuição da migração de neutrófilos provocada pelo extrato de guaco está associada com a supressão do rolamento e adesão dos leucócitos ao endotélio além da diminuição da produção de citocinas. Além disso, a sua ação é dependente da via do NO. 
A resposta inflamatória é orquestrada por uma grande gama de mediadores capazes de promover eventos vasculares, como edema e recrutamento de células inflamatórias (Calixto et al.[4]). Estudos anteriores demonstraram que o extrato de M. laevigata possui excelente atividade antiinflamatória em um modelo de pneumonite alérgica em camundongos (Santos et al.[26]). Neste estudo, demonstramos que o extrato de guaco foi eficaz ao reduzir, de maneira dose-dependente, o influxo de neutrófilos para a cavidade peritoneal e esta atividade antiinflamatória está relacionada com a via do NO. 
Tem sido relatado que a composição química de plantas medicinais varia em função do tempo e da estação que a planta é coletada (Silva et al.[27]). O presente estudo demonstrou que a variação temporal (mês em que as folhas foram coletadas), não tem qualquer influência sobre a concentração de cumarina, e não altera substancialmente a base farmacológica da atividade antiinflamatória do extrato de guaco. A nosso conhecimento este é o primeiro estudo que avaliou a influência do mês em que os extratos guaco foram preparados correlacionando com a sua atividade antiinflamatória. 
Em resposta a lesão ou infecção, o organismo mobiliza as células do sistema imunitário para iniciar uma resposta inflamatória no local do dano. Uma etapa fundamental para essa resposta é a adesão de leucócitos circulantes às células endoteliais dos vasos sanguíneos, permitindo a sua subseqüente migração através da barreira de células endoteliais para acessar o foco da inflamação (Luster et al.[18],  Muller et al.[20]). Neste estudo, nós demonstramos que o extrato de guaco pode inibir a migração de neutrófilos através de diversos mecanismos, tais como interação de leucócitos com o endotélio (rolamento e adesão) ou transmigração de neutrófilos, e também diminuir a permeabilidade vascular. Esta bem estabelecida que a expressão de moléculas de adesão na superfície do endotélio vascular fica alterada nos sítios inflamatórios (Ross et al.[25]). A expressão destas moléculas é influenciada pelas citocinas produzidas neste sítio inflamatório. Portanto, nós procuramos determinar se o efeito antiinflamatório do extrato de guaco poderia ser associado com a inibição das citocinas pró-inflamatórias (TNF-α e IL-1β). Nossos resultados claramente demonstraram que o tratamento com extrato de guaco notavelmente impediu a liberação de ambos TNF-α e IL-1β em resposta a injeção de carragenina. A inibição da expressão de citocinas contribuiu para uma redução na adesão de leucócitos e transmigração através do endotélio, como observado na microscopia intravital. 
Muitos dos efeitos de citocinas inflamatórias produzidas durante a inflamação são mediados pelo óxido nítrico (NO), que é um importante regulador do tônus vascular e da adesão de leucócitos ao endotélio microvascular. A ativação da isoforma induzida do NO sintase pelas citocinas (iNOS), com conseqüente superprodução de NO tem sido bem documentada em modelos animais (Dal Secco et al.[6]). NO sintases (NOS) são classificadas em três isoformas: NOS induzível (iNOS); NOS endotelial (eNOS), e da NOS neuronal (nNOS) (Alderton et al.[1]). Embora a expressão do gene da iNOS seja induzida por estímulos inflamatórios, os genes eNOS e nNOS são constitutivamente expressos, independentemente da estimulação. Portanto, estes dois últimos são também denominados como NOS constitutivos (cNOS). Atualmente é estabelecido que o NO tenha um papel chave na regulação de numerosos processos pato-fisiológicos (Davis et al.[8]). Uma vez que o modelo de peritonite em camundongo induz uma inflamação aguda, nós avaliamos se o NO é um importante mediador na supressão da migração de neutrófilos, utilizando ferramentas farmacológicas. Muito importante, o pré-tratamento dos camundongos com aminoguanidina seguido pela administração de guaco anulou completamente a supressão da migração de neutrófilos nas vênulas mesentérica pós-capilares (Figura 6A) e aumentou o teor de nitrito no soro. Estes resultados indicaram que o NO produzido através da ativação da iNOS está associado com a supressão da migração de neutrófilos causado pelo extrato de guaco. 
Apesar da eficiência comprovada de várias plantas com ação farmacológica, o uso das mesmas como uma modalidade terapêutica ainda sofre sérias restrições, principalmente por parte dos prescritores, pois a variação na composição química das plantas, devido a fatores intrínsecos e extrínsecos, gera falta de reprodutibilidade das respostas farmacológicas. Por isto a elaboração do medicamento fitoterápico a partir das matérias primas (droga vegetal e derivado de droga vegetal) padronizadas passa a ser uma ação primordial a fim de melhorar as condições de saúde da comunidade e sua qualidade de vida. Neste estudo, demonstramos que a partir da padronização nas técnicas de cultivo, coleta e produção das matérias primas até a elaboração do fitoterápico a partir de folhas de guaco (Mikania laevigata), obtemos medicamento de qualidade, e que na região do Triângulo Mineiro, a influência de fatores sazonais não interfere significativamente na composição química deste vegetal, podendo ser coletado em qualquer período do ano.

Devido à comprovação neste trabalho, da ação antiinflamatória das folhas de Mikania laevigata, diferentes formulações fitoterápicas podem ser sugeridas para combater doenças que acometem grande parte da população e que hoje as possibilidades de tratamento são limitadas, tais como: artrite, artrose, inflamações bucais. Portanto, a partir de extrato do vegetal em estudo, o desenvolvimento de formulações de uso tópico com diferentes capacidades de penetrabilidade, tais como géis, filmes bioadesivos, cremes com lipossomas, emplastos, loções ou pomadas, permitirão a elaboração de fitoterápicos de fácil aplicação, com a possibilidade de direcionamento do efeito para o local da inflamação, além do baixo custo. Diante disso não podemos descartar que há possibilidade para o estudo de novas moléculas a partir da cumarina presente no guaco, uma vez que ela, isoladamente, promoveu o efeito antiinflamatório.


Conclusão
Em conclusão, nós demonstramos que os efeitos anti-migração de neutrófilos dos extratos de M. laevigata são associados com nenhuma expressão dependente de ativação de iNOS e também inibição da produção de citocinas e, conseqüentemente, migração de neutrófilos. Neste contexto, é importante reforçar o potencial terapêutico das drogas que alvejam migração de leucócitos para o foco inflamatório para controlar doenças inflamatórias agudas ou crônicas. Tomados em conjunto, nossos resultados sugerem que o uso do medicamento fitoterápico elaborado a partir do extrato padronizado de guaco (Mikania laevigata), pode ser capaz de suprimir o desenvolvimento de processos inflamatórios agudos em lesões que são iniciadas pelo recrutamento de neutrófilos. Este trabalho vem ao encontro da “Política Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterápicos”, contribuindo com o estudo científico de uma nova aplicação terapêutica de um vegetal nativo, de uso popular consagrado e citado pela ANVISA como planta medicinal podendo ser usado no SUS - Sistema Único de Saúde, no tratamento de doenças inflamatórias que acometem grande parte da população.
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