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= 2
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' Fig. B (sup) “Huamanpinta Ezcurra em estado seco, (inl.) eslado [resco”



1. RESUMO



A Chuguiraga spinosa Lessing subsp. Huamanpinta Ezcurra, conhecida no Pem
como “Huamanpinta” ¢ utilizada na medicina popular como diurético, antiinflamatoério ¢
antirreumatico,

Neste trabalho foi avaliada a atividade antinflamatéria do extrato bruto
hidroalcoblico (EBH) ¢ suas fragOes {orginica ¢ aguosa) em modelos experimentais de
inflama¢fic aguda em ratos e camundongos.

(O EBH da Huamanpinta (250, 500 e 1000 mg/kg, v.0.), quando adminisirado uma
hora antes da indugdo de inflamagfo por carragenina (1 mg/pata), inibiu de modo dose
dependente o edema de pata durante todo o tempo de avaliagio experimental.

Nos medelos de edema de pata induzido pelo composto 48/80 (10 ng/pata) e
bradicinina (50 pg/pata), o EBH da Huamanpinta (1000 mg/kg , v.0.), administrado 60
minutos antes da injecfio dos agentes flogisticos, também reduziu o desenvolvimento do

edema.



O estudo comparativo entre 0 EBH e suas fragdes em modelo de edema de pata
induzido pela carragenina (1 mg/pata), demonstron que as duas fragSes possuem
atividade antiedematogénica, No entanto a fragio organica foi mais ativa do que a fragfio
aquosa.

Em ratos adrenalectomizados 0 EBH da huamanpinta {1000 mg/kg, v.0.) manteve

a atividade antiedematogénica, no modelo do edema de pata induzido por carragenina (1
mg/pata ) em ratos.
No teste da pleurisia induzido por carragenina (2.5 mg/pleura ) os animais tratados com
FEBH de Huamanpinta (500, 1000 ¢ 2000 mg/kg, v.0.) apresentaram de modo dose
dependente redugdo do volume do exsudato pleural ¢ da migragio de leucdcitos para a
cavidade pleural.

No modelo de edema de orclha em camundongos induzido pelo oleo de créton o
tratamento prévio (60 min. antes da aplicagio do agente flogistico) com EBH da
Huamanpinta (1000 mg/kg, v.0.) reduziu significativamente a formagéio de edema. Mas o
fratamento topico com EBH n#o alterou o edema de orelha induzido pelo dleo de créton.

A administracio do EBH (2000 mg/kg , s.c.) de peso produziu lesdes da mucosa
gastrica semelhantes as produzidas pela indometacina, sugerindo dessa forma mecanismo
de agéo antiinflamatéria por inibiglio da sintese de prostaglandinas.

A analise quimica por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas,
ressondncia magnética nuclear de protons e carbono 13, revelou como composto

majoritario da fracdo orglnica a 4-hidroxi-acetofenona,



2. INTRODUCAOQO



2.1. Introduciio geral

Desde os primérdios da nossa civilizagfio as plantas medicinais tém sido fonte de
drogas de grande utilidade na terapéutica. Atvalmente, cerca de 20% dos medicamentos
utilizados na medicina moderna sfo isolados de plantas ou sintetizados a partir de
precursores de origem vegetal. Estima-se que o numero de espécies vegetais encontradas
no planeta € de 600 mil e no entanto, menos de 10% delas foram estudadas quimica ¢ ou
farmacologicamente (Who; 1985).

Por ter uma das floras mais ricas do mundo, a América Latina estd em posigio
bastante privilegiada na pesquisa de plantas medicinais. Mas, apesar dessa riqueza, até
agora muito pouco foi feito para aproveitar todo esse potencial.

Nos fltimos anos, a busca sistematica de novos medicamentos tem sido realizada

por infimeras abordagens de estudo (De Melo Amoroso, 1995 ; Hamburger, 1991).



Nz atualidade, com o desenvolvimento da ciéncia e o aumento do nimero e da
complexidade dos instrumentos cientificos, ¢ trabalho em equipe comecou a ser uma
necessidade dos pesquisadores para a abordagem dos temas de pesquisa de modo
interdisciplinar, Um conglomerado de profissionais de diversas areas, que promovem a
troca de experi€ncias, criticas e opinides sio responsdveis pela determinaciio dos objetivos
e criférios de investigagdo cientifica,

Muitas vezes a falta de integracgio entre os diversos profissionais envolvidos nessa
pesquisa interdisciplinar fez com que muitos trabalhos com plantas medicinais fossem
publicados sem a correta identificagfio taxon6mica das espécies utilizadas. Isto ocorria, na
maioria dos casos, unica ¢ exclusivamente pelo fato do pesquisador niio reconhecer a
mmportdncia da botdnica. Dessa forma para a realizagdo deste trabatho, foi obrigatoria a
participacdo de botlnicos, especialmente os taxonomistas, para correta identificaciio
taxondmica da espécie estudada, quimicos para a extragdo, isolamento ¢ identificagio dos
principios ativos ¢ farmacologistas, para a avaliagio da atividade farmacoldgica e

mecanismo de aglo dos produtos obtidos pelos quimicos.

2.2 Descricdo botinica

Chuguiraga Spinosa subsp. HUAMANPINTA nov. subsp.

A planta é um infrincado - ramoso , espinhoso, de 30 a 120 cm de altura, de cortex
escuro, as folhas s8o subsésseis, opostas e decussadas, excepcionalmente sub
alternas, oblongo - ovaladas 3 lanceoladas, fortemenie corlaceas, levemente sericeas
em sua juventude, totalmente glabras ¢ lustrosas na maturidade, de 10 a 15 mm de
comprimento por 3 a 6 mm de largura, atennadas na base, agudas e espinhosas no
apice, engrossadas na margem, trinervadas, com a nervura mediana proeminente na

epiderme inferior, as nervuras laterais, menos visiveis.



Espinhos axilares geminados, subhorizontais, divergentes, de 5 a 20 mm de
comprimento,

O invélucro € cilindrico ~ turbinado, de 35 a 50 mm de comprimento ¢ 10 a 20
mm de diametro. Filarias em 6 a 8 sénies, de coloracdo laranja. Os exteriores
lanceoladas até 3,5 mmde largura. Os mteriores lanceolados, de até 3 mm lateral,
eretos e rigidos, escariosos € mais ou menos sericeo-pubescentes no dorso.

As flores sdo em numero de 9 a 15, com corola de 19 2 23 mm de
comprimento, exteriormente pubescente na base, interiormente sericea, por embaixo
dos segmentos, isomorfas e hermafroditas.

As anteras apresentam de 17 a 19 mm de comprimento e os aquénios, 4 mm
de comprimento, com papus aproximadamente na mesma altura da corola. A forma é
turbinada, e a superficie estd densamente coberta de pelos ascendentes, uniseriados,
compostas por trés células. O pé formado por uma célula epidérmica pouco
diferenciada. O corpo formado por uma célula basal curta ¢ uma apical muito
comprida, nfio encontram-se pélos gémeos.

A corola é sempre cilindrica e pentapartida no éapice, com segmento interno
separado dos demais, por incisBes mais profundas, e outros quatro estdo unidos até
uma maior altura. o androceu ¢ formado por cinco estames sempre imnseridos no

extremo basal da corola (Ezeurra, 1985).



2.3. Aspectos fisiopatologicos da inflamacio

A inflamagfio (do latim inflamare e do grego phogos, que significa “pegar fogo™), é
uma reagdo complexa do tecido conjuntivo vascularizado a estimulos exégenos e
endégenos que sdo capazes de pgerar agressdo celular. A resposta geralmente &
acompanhada de sinais e sintomas clinicos como calor, rubor, edema e dor. O calor e o
rubor estio relacionados com o aumento do fluxo sanguineo local. O edema com o
aumento da permeabilidade vascular e ou infiliragdo celular e a dor, induzida pela
liberaglio de diversos mediadores quimicos algésicos ¢ hiperalgésicos no local da
inflamagfo. Como resultado deste processo, muitas vezes pode ser observada a perda da
fungdo do tecido on do Orgdo afetado (Lima Peretra, 1994.; Male , 1997).

O agente inflamatério atuando sobre os tecidos induz a liberagdio de mediadores
quimicos que, apos inferaciio com receptores existentes nas células da microcirculagéo e
nos leucdcitos, produzem alteracBes hemodindmicas ¢ exsudag@o de plasma e células
sangilineas para o intersticio. A atividade do agente inflamatdrio e ou das céinlas do
exsudato, pode produzir lesBes nos tecidos, inclusive levando a necrose. Cessada a agéo
do agente inflamatdrio, reduz-se a liberagio dos mediadores, a microcirculagio recupera o
estado hemodindmico original e o ligwdo e as células exsudadas voltam a circulagfo
sangiiinea geralmente pelos vasos hnfaticos. Se hd necrose, o tecido destruido ¢
fagocitado ¢ logo depois surgem os fenGmenos de cicatrizagiio ou regeneragfio. (Lima,
1994).

Na inflamacfio aguda, produz-se varios eventos induzidos pelos mediadores
quimicos, como resposta imediata a um agente agressor. As altera¢Ges no calibre vascular,
conduzem a um aumento de fluxo sangilineo na regifio agredida. Resultando em
vasodilatacio arteriolar e na abertura de leitos capilares, mediados entre outros pelas
prostaglandinas (Coleman et al., 1994 ) e 6xido nitrico (Moncada, 1991).

Alteracdes estruturais na microcirculagiio, conduzem ao actimulo de um liquido

extravascular rico em proteinas, que constitui o exsudato ou edetna e gue € resultado do



aumento da permeabilidade vascular, produzidos por virios mecanismos conhecidos,
como a contragio da célula endotelial, que leva & formagfio de jungdes intercelulares
alongadas das vénulas, desencadeado pela histamina, bradicinina, leucotrienos e fator de
agregacdio plaquetaria (FAP) (Brett et al., 1989).- Os leuctcitos ativados aderem ao
endotélio e podem liberar substidncias toxicas de oxigénio e enzimas proteoliticas, que
levam & agressdo desse endotélio, resultando num aumento da permeabilidade. - O
anmento da transcitose através de vesicnlas e de vaciiolos, que cruzam o citoplasma
aumentam a permeabilidade (Fearon, 1997). A perda de continuidade endotelial é
conseqiiéncia da retraglo endotelial por reorganizagdio estrutural do citoesqueleto,
induzidos por: IL-1, ENT, e gama-interferon ( Brett et al., 1989 ).

Além dos mediadores quimicos diversos tipos celulares participam do
processo inflamatorio. Os leucdcitos em resposta 4 inflamacio sdo levados pela circulagfio
a regido agredida, destroem aos agentes injuriantes, degradam o tecido necrético e os
antigenos estranhos; e podem prolongar a inflamacfio induzindo lesfio tecidual ao liberar
enzimmas, mediadores quimicos e radicais toxicos do oxigénio (Male, 1997). Os
mastocitos, sfo as principais células tecidnais envolvidas na inflamagfio aguda e se
concentra no tecido conjuntivo, ao longo dos vasos sangiiineos, especialmente da derme.
No seu interior os mastocitos armazenam em granulagdes citoplasmaticas a histamina
{(serotonina nos roedores), que ¢ liberada entre outros, por venenos e imunoglobulinas
(1gE) (Fearon, 1997).

O extravasamento dos leucdcitos tem as seguintes etapas seqilenciais:

- Marginagdo Leucocitdria local, ao longo do endotélio da microcirculagdo,
os leucteitos saem da coluna central e assumem uma posigio periférica, passando a
margear a superficie endotelial. Este processo é causado por alteragBes hemodindmicas
geradas pela lenta circulagio sangiiinea.

- Aderéncia dos leucécitos ao endotélio, é em grande parte, determinada
pela fungdio das diferentes moléculas de adesdo celular como selectinas, molécula de

adesdo intracelular-1 endotelial (MAIC - 1), integrinas lencocitarias ¢ molécula de adesio
9



das células vasculares-1 (MACV-1). A selectina E, expressa pelas células endoteliais,
interage com a glicoproteina X sinalizada de Lewis e oufras lipoproteinas existentes na
superficie dos leucdcitos. A selectina P, é expressa pelas plaquetas e células endoteliais
sendo estimulada pelas citocinas. JA a selectina L, ¢ expressa pelos leucdeitos. Ja a
molécula de adesfo intracelular -1 endotelial (MAIC-1), interage com as infegrinas
lencocitarias (Cotran, 1993). Os mediadores quimicos que modulam estes fendmenos de

adesdo sfio: histamina, FAP, IL-1 ¢ TNF (Ohno , 1997).

- A Transmigragio Leucocitdria (diapedese), ¢ determinada pela interagio
entre moléculas de adesdo dos leucdeitos e as superficies endoteliais, também controlada
por mediadores quimices (Onho, 1997). O leucdcito insere pseuddpodos entre as células
endoteliais, se posiciona através das jungGes endoteliais entre as células endoteliais e a
membrana basal. Mediante a secre¢io de colagenases, que degradam a membrana basal,
escapa para o espago extravascular. Os neutrofilos, mondcitos, linfécitos, cosindfilos e

basofilos usam este mesmo trajeto (Muler et al, 1993).

- Quimiotaxia: Locomogio orientada através de um gradiente quimico.
Atuam como quimio-afratores tanto substincias exdgenas (ex: produtos bacterianos),
guanto endégenas (ex: C35a, LTBy , IL-8) (Male, 1997). A ligagdo de agentes
quimiotaticos a receptores especificos nas membranas celulares leucocitarias resultam na
ativagio da fosfolipase C (mediada por proteina G} que conduz a hidrSlise do
fosfatidilinositol - 4 , 5 - bifosfato (PIP;) até 1P; e DAG e 3 liberagiio de calcio,
desencadeando a agregacio de elementos contrateis responsaveis pelo movimento celular.
O lencécito desloca-se através da projegio de um pseudopodo, que empurra o restante da
célula na diregfio da projegfio. O interior do psendépodo consiste em uma rede ramificante

de filamentos compostos de actina ¢ miosina (Male, 1997).

io



- Fagocitose, e liberagio de enzimas por macrdfagos e neutrofilos em trés
etapas inter-relacionados: reconhecimento e acoplamento da particula, seu englobamento,

¢ destruicio da particula ingerida (Lydyard, 1997).

Liberagiio de produtos celulares ¢ mediadores quimicos responsiveis pelos eventos da

inflamacio
Histamina:

A histamina (B - aminoetilimidasol), sintetizada a partir da histidina pela L-
histiding descarboxilase, é armazenada nos mastdcitos, basofilos e plaquetas.. A histamina
¢ liberada por traumatismos; reagdes imunes mediadas pela IgE., C3a - Ca, proteina
liberadotra de histamina derivado de leucdcitos, neuropeptideos, [L-1 ¢ IL-8.

No processo inflamatorio, a histamina, assim que liberada, produz vasodilatagdo,
aumento de permeabilidade vascular, dor ¢ prurido (Schwartz, 1994). A vasodilatagéo
envolve a ativacdo dos receptores H; e H; os quais distribuidos pelos vasos de resisténeia
na maior parte dos leitos vasculares. Os receptores H, estdio localizados nas células da
musculatura lisa vascular, e os efeitos vasodilatadores produzidos pela sua estimulagdo
sio mediados pelo AMP ciclico (Eckly , 1997). Os receptores Hy se situam nas células
endoteliais ¢ sua estimulacio leva 4 formacSo de substincias vasodilatadoras. A
participagio da histamina no relaxamento vascular (vasodilataglio) ¢ parcialmente
mediada via receptor H;, complementado pela produgéo de dxido nitrico ¢ a participagio
de receptor Hy associado as células musculares-lisas (Jansen-Olesen, 1997).

O aumento da permeabilidade vascular, principalmente das vénulas pés-capilares, é
produzido pela contragdo das células endoteliais expondo, dessa forma, a membrana basal
que ¢ Hvremente permeével as proteinas plasmaticas e liquido plasmatico (Caboury et al.,
1995).

it



A dor e, principaimente o prurido produzidos pela histamina sdo conseqiiéneia da
estimulacfio de diversas terminagBes nervosas. Na periferia os receptores neuronais da

histamina sdo geralmente do tipo H; (Jansen-Olesen, 1997},

Sistema caliereina - cinogénio - cininas

As cininas, sdo ativadas por fator de Hageman e sdo liberadas por lesfio tissular,
venenos, reagdes alérgicas e infecgdes virais. As principais cininas sdo a bradicinina ¢ a
calidina, a calidina pode converter-se em bradicinina pela aminopeptidase plasmatica.
Essas cininas ligam-se seletivamente ao receptor By, encontrado na maioria dos tecidos. O
B, é acoplado as proteinas G e ativa a fosfolipase A; e a fosfolipase C. A ativagio da
fosfolipase C induzida pela cinina leva ao aumento do IP; (e, portanto, do calcio
citoslico) ¢ do diacilglicerol (e portanto, da atividade da proteina C cinase). Foi
demonstrado que a bradicinina ativa as isoformas de proteinas C cinase dependentes de
calcio, independentes de célcio ¢ as isoformas atipicas (Tippmer et al, 1994). A
estimulagiio da PLA, libera o dcido araquidénico dos fosfolipideos ligados & membrana e
o 4cido araquidénico e metabolizado em mediadores da inflamag8o (Willian, 1996).

O terminal carboxil dos metabdlitos da bradicinina e da calidina higam-se
seletivamente aos receptores By, encontrados na musculatura lisa vascular e sdo regulados
crescentemente pela inflamagiio (Willian, 1996).

Nas vénulas as cininas aumentam a permeabilidade vascular (Lima, 1994) através
da separagiio das jungdes entre as células endoteliais provocando edema. Os receptores B,
nas células inflamatérias como os macréfagos podem desencadear a produgdio de 1L-1 e
FNT-o (Willian, 1996).

As cininas, além de potentes vasodilatadores, estimulam a liberacio de hustamina ¢

outras substdncias vasoativas dos mastocitos. A vasodilatagio induzida pelas cininas
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provoca queda das presses sistdlica e diastolica ¢ € mediada pelo 6xido nitrico produzido

pelas células endotehiats (Willian, 19906).

Sistema de complemento:

A fragio C3a do complemento, quando liberada aumenta a permeabilidade vascnlar
por liberar histamina dos mastocitos ¢ plaquetas ¢ por isso € coshecidos como
anafilotoxinas (Lima, 1994). A fragiio C5a anmenta a permeabilidade vascular e ativa a
via lipoxigenase do metabolismo do dcido araquidénico em neutréfilos e mondcitos. E um
poderoso agente quimiotdtico para neutrofilos, mondcitos, eosinéfilos e baséfilos

colaborando também com a adesfo leucocitéria ao endotélio (Foreman, 1996).

Ficoisandides:

O acido araquiddnico liberado principalmente pela PLA,, da origem a diversos
gicosandides que desempenham papéis fundamentais no processo inflamatério. As
prostaglandinas, prostaciclinas, tromboxanos ¢ leucotrienos so produzidos por células
endoteliais (Hyshlop, 1993), leucécitos, plaquetas e mastdcitos. A diminuicdo dos efeitos
produzidos pelos eicosanbides, estd relacionada a4 inibicfo da liberaglio de 4cido
araquiddnico (Muller, 1997).

As prostaglandinas E, aumentam acentuadamente a formacfio de edema e
infiltracio leucocitdria e potencializam a atividade algésica da bradicinina e outros
autacodides. Nas plaquetas, a transformagdo do 4cido araquidonico em tromboxano A,
desencaideia a agregacio plaquetaria. JA a prostaciclina (PGL) produzida na parede
vascular pode ser antagonista fisiolégico deste sistema pois, inibe a agregagio plaquetaria
e contribui para as propriedades nio trombogénicas do endotéliv. A PGE; e PGl

sensibilizam as terminagOes nervosas aferentes, reduzindo o limar dos nociceptores. A
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PGE; estimula a produgdo de esterdides pelas supra-renais, liberando cortictides que
participam do confrole do processo inflamatério.(Campbell, 1996).

Existe uma via nfo enzimética de conversio do 4cido araquidénico, que d4 origem
a uma nova série de agentes denominados isoprostanos (Morrow et al., 1990). Os
1soprostanos, com estrutura semelthante as prostaglandinas, originam-se in vivo a partir da
peroxidagio do 4cido araquidbnico catalisada por radicais livres independentes da
ciclooxigenase. Os isoprostanos identificados até o momento sio formados
completamente “in sito” a partir dos fosfolipideos e depois liberados em estados pré-
formados. Portanto, sua produciio nfio € bloqueada por qualquer agente antiinflamatério
gue suprima o metabolismo do acido araquidénico livre, como o3 agentes nfo esteroides,
ou pelos medicamentos antiinflamatérios nfio esteroidais que suprimem a expressdo da
enzima induzivel Cox-2. Alguns pesquisadores acreditam que esses agentes poderiam
contribuir para a fisiopatologia das respostas inflamatdrias insensiveis aos medicamentos
esteroidais ¢ ndo esteroidais disponiveis hoje em dia. O importante € que essa via de
formacio dos eicosandides esta relacionada a lesdio tecidual mediada pelos radicais hivres,

com produgfo de autacoides bioativos derivados dos lipidios (Campbell, 1596).

As lipoxigenases sdo enzimas citosdlicas que catalisam a oxigenagfo dos acidos
graxos {4cido araquiddnico) em hidroperdxidos lipidicos. O acido araqudémico ¢
metabolizado em metabolitos instavels denominados dcidos
hidroxiperoxieicosatetraendicos (HPETE). Os tecidos variam quanto a lipoxigenase que
contém pois, as plaquetas tem apenas 12-lipoxigenase e sintetizam 12-HPETE. Ja os
leucdcitos contém S-lipoxigenase e 12-lipoxigenase e produzem 5-HPETE e 12-HPETE .
Os HPETE sfio intermedirios instaveis andlogos a PGG ou PGH e sdo metabolizados por
varias enzimas. A 5-Lipoxigenase produz a sintese dos LT. Os leucotrienos s&o poderosos
guimiotaticos, aumentam a permeabilidade vascular, produzem vasodilatagio e contragdo

da musculatura lisa intestinal ¢ bronguial (Lima, 1994).
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Citocinas:

As citocinas sdo também importantes na sinalizagdo entre as células, 4 medida em
que a reagdo inflamatoria se desenvolve. Nas etapas imiciais, citocinas como IL-1 e IL-6
podem ser liberadas das células dos tecidos em que esta ocorrendo a reagdo inflamatéria,
s linfécitos e células mononucleares que chegam ao sitio da inflamagéio podem liberar
suas proprias citocinas (IL-1, TNF, IL-4, IFNy), que aumentam ainda mais a migragdo
celular (Male, 1597).

A TL-8 produzida principalmente por macrofagos e células endotelials, estd
envolvida na inflamacdo ¢ quimiotaxia para neutirdfilos. (Beverley, 1997). A IL-1 estimula
as células T e B e induz respostas inflamatérias, por ex. : produgdo de prostaglandina e
enzimas de degradagio, como as colagenases. Acredita-se que isto seja de fundamental
importncia na destraiglo de cartilagem € 0S0s. A IL-1 migra para o cérebro onde induz 2

hipertermia (Dworski, 1997).

Fator de agregaciio plaquetiria (FAP):

O FAP é um potente vasodilatador cuja atividade ndio depende de efeitos sobre a
inervagio simpdtica e metabolismo do 4cido araquidonico. Aumenta a permeabilidade
vascular por contragdo das células endoteliais vemilares de forma semelhante 3 histamina
e bradicinina, mais mil vezes maior. O FAP ¢ um estimulador potente da agregacgdo
plaquetaria , liberador do tromboxano A, e do contetido granular plaquetario. Estimula os
PMN a se agregarem, liberarem leucotrienos, enzimas lisossdmicas e a produzirem super

éxidos (Beverley, 1997).

Endotélio ¢ oxide nitrice:

As células endotelisis constituem um revestimento multifuncional em todo ©
sistema circulatorio e estio separados entre si por jungdes intercelulares de dois tipos
basicos: jungdes ocludentes (tight) e jungBes comunicantes (gap). Em resposta a

determinados estimulos inflamatorios, © endotélio vascular da &rea lesada torna-se menos
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restritivo que o normal & passagem de constituintes do plasma para o tecido, tornando-se
visiveis 0s “gaps” intercelulares nas vénulas pés-capilares (Beverley 1997). As células
endoteliais sintetizam heparina, IL-1, fator ativador do plasminogénio tecidual,

endotelina, prostaciclina, FAP, NO e fatores angiogénicos (Lima, 1994).

O éxido nitrico (NO), ¢ sintetizado a partir da L-arginina, catalizada pela enzima
dxido-nitrico sintase(NOS). Essa reagio ¢ esterioespecifica pois a D-arginina ndo ¢
substrato da NOS, A estimulagfio das células endoteliais com o ionéforo de célcio
A23187 libera NO, que é originado a partir de L-arginina, mas nfio D-arginina. Esta
liberagio ¢ potencializada pela administragio de L-arginina ¢ L-citrulina, (Palmer et al,
1988).

Fxistem duas isoformas de NO sintase (NOS) : uma € constitutiva (NOSC),
citosdlica, dependente de célcio (Whorton , 1997) e de calmodulina. A outra isoforma ¢
induzivel (NOS1), independe de célcio, é estimulada imunologicamente liberando NO por
longos periodos, e ativada por certas citocinas como IL-1 (Kuo, 1997), e endotoxinas. A
ativagio desta isoforma se d4 através de tramscricio genética, controlada pelos
glicocorticoides.

Um terceiro tipe de NOS tem sido descrito e é dependente de célcio mas ndo de
calmodulina presente em neutréfilos (Hiki et al,, 1991).

O NO atua no processo inflamatério modulando as seguintes reagdes:

Vasodilatagio: o NO ¢ liberado pelas células endoteliais e atinge a
musculatura lisa vascular por difusio ou através dos canais comunicantes entre as células
endoteliais, ativa a guanilil ciclase solavel provocando acumulo de GMPc {Guanosina
3,5.monofosfato ciclico). A estimulagfio da proteina cinase dependente de GMPc¢ provoca
diminuiciio de célcio intracelular e com isso o relaxamento vascular. Acredita~se que a
histamina, bradicinina (William, 1996) e polications (Antunes et al., 1990), induzem a
liberagio de NO, que estimula a sintese de prostaglandinas (Uno, 1997}
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Modulador da permeabilidade vascular, recentemente tem sido sugerido
gue o NO modula a permeabilidade vascular em bochecha de hamster em resposta a

adenosina - 5 - difosfato e bradicinina (Mayhan , 1992).

Migraciie_celular: Os PMN ¢ mono nucleares produzem NO e o préprio

NQ inibe a ativagiio de leucéeitos in vivo e in vitro, podendo estar envolvido no fendmeno

de adesdio (Moncada , 1992) .

Células residentes: O NO ¢ produzido por macréfagos , quande ativados,

libera mediadores quimicos pré-formados. O NO tem importante papel no controle da
reatividade destas células, através da estimulagfio da guanilil ciclase soluvel que modula a
liberagdio de histamina por estas células (Salvemine, 1991).

O NO é produzido por macrofagos, a partir da L-arginina. Alguns anélogos da L-
arginina agem como falso substrato para a enzima, bloqueando a formagio de NO de
modo reversivel quando se acrescenta L-arginina (mas ndo D-arginina) alguns desses
anélogos descritos commo inibidores da sintese de NO sdo @ o LN® Monometil-arginina { L-
NMMA), que normaliza a hipotensio durante a endotoxemia ovina (Waurick Rene, 1997)
& que inibe a liberagdo de NO em macréfagos, em fibroblastos de pulmio de rato (Ishii et
al, 1990), e em mastocito (Salvemine, 1991). Esta inibigdo é revertida pela L-arginina.

O NO ests envolvido na formagdo do edema indszido por vérios mediadores como
a substincia P , bradicinina, histamina, carragenina e dextrana (lalenti et al,, 1992). O L~
NMMA e o L-NAME, inibiam o edema em pele de ratos induzido pela substincia P. Esta
inibigdo foi revertida pelo precursor do NO, a L-arginina, e, portanto, 0 NQO tem um
papel no edema causado por outros mediadores. A co-administragio de inibidores da
sintese de NO inibe o edema ¢ o acunulagio de leucocitos em resposta a injegBes de

histamtina e de bradicinina em pele de cobalas (Texeira etal, 1993). O L-NAME
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inibin o edema de pata e a pleurisia em ratos induzidos pela carragenina (Medeiros,

1995).
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3. OBJETIVOS



Este trabalho teve como objetivos:

- Avaliar a atividade antiinflamatoria de extrato bruto hidroalcoblico e fragdes
semipurificadas - isoladas da Chuguiraga spinosa

- Identificar os principios ativos majoritarios responsaveis pela atividade farmacol6gica da
planta

- Estudar o provavel mecanismo envolvido na agfio antiinflamatoria
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4. MATERIAL E METODOS



4.1. Obtencéio do material vegetal

A espécie vegetal Chuguiraga spinosa Lessing, sabespecie Huamanpinta excurra
{Asteraceae), foi coletada em junho de 1993 e maio de 1996, no ecossistema Altiplano
Andino Peruanc (Cordilheira Ocidental dos Andes). Em junho de 1993 foi utlizado
método de prensagem do material entre folhas de papel ¢ em maio de 1996, foi utilizado
um segundo método, onde o material coletado foi armazenado em sacos de rafia e
transportado até o CPQBA/UNICAMP. As amostras coletadas, (ramos, caule, folhas e
flores) foram secas 4 sombra e posteriormente separadas em suas respectivas partes. A

seguir, estas partes foram trituradas em moedores de martelos.
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4.2, identificacfio Botdaica

A exsicata obtida durante a coleta foi enviada ao Instituto de Boténica
DARWINION, C. C. 22-1642, San Isidro-Argentina para sua identificacdio botdnica, pelo
Dr. Angel L. Cabrera. A classificacdo obtida foi: familia Asteraceae, tribo Muticeae,
género Chuquiraga, espécie Chuguiraga Spinosa Lessing, subspécie Huamanpinta

Ezcurra.
4.3, Obtengiio dos extratos brates

Para obtengdo do extrato bruto hidroalcodlico, 50 g. do p6 da Huamanpinta foram
agitadas em 500 ml. de alcool etilico a 70 % durante 12 h. Apés decantagfo, os 500 ml de
solvente foram renovados ¢ seguiu-se mais um periodo de 12 h de extragio por agitagho.
Esse procedimento foi repetido mais uma vez, sendo que no final das 36 h. de extragdo
contavamos com um volume de 1,5 L. Apos filtrag8o, todo volume extraido foi

concentrado sob vacuo e baixa temperatura até a remogdo completa do solvente.
4.4. Purificacio parcial do extrato bruto hidrealeodlico

O EBH (7 g) foi ressuspensos em uma mistura de 11,3 ml de etanol ¢ 113 ml de
agua. A seguir foram adicionados 1,3 g de acetato de chumbo. Apds agitagio e repouso de
meia hora todo material foi filtrado em celite (10 g). O extrato resultante da filtragdo fot
extraido por trés vezes com diclorometano (100 mi). A fracBo orgénica resultante foj,
entdo, analisada por cromatografia em camada delgada (CCD), cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas (GC/MS), ressondncia magnética nuclear de protons
{RMN'H) e ressonincia magnética de carbono 13 (RMN'*C), pela Dra. Mary Ana Foglio
da Area de Fitoquimica do CPQBA-Unicamp.
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4.4.1. Drogas e Reagentes

Indometacina (indocid - MSD), kappa - carragenina (Cialgas), Dextrana (Sigma
Chem. Co.), Heparina {(Roche), Dexametasona (Decadron, Prodome), Cloreto de $6dio
(Merk), Eter Sulfiarico (Techinion) e Oleo de Créton {Boticano ao Veado d’Ouro).

4.5. Avaliaciio farmacolégica

4.5.1. Animais

Para a realizagio dos experimentos, foram utilizados ratos Wistar machos e
camundongos Swiss machos, com peso corporal entre 100 ¢ 250 g e 25 a 30 g,
respectivamente. Estas espécies foram fornecidas pelo Centro de Bioterismo (CEMIB) da
UNICAMP. Os amimais foram utilizados nos experimentos, apds periodo mimmo de sete
dias de adaptagdo em biotério, com ciclo de claro-escuro de 12 horas e temperatura
ambiente de 20°C.

4.5.2. Avaliaciio da atividade geral

Cinco camundongos albinos adultos, pesando de 25 a 40 gramas, foram injetados
com o extrato bruto hidroalcodhico da Huamanpinta nas doses de 500 e 1000 mg/kg, por
via oral. Para a administragdo, este extrato bruto foi diluido em solugdo salina, contendo
Tween 80 a 0,5% ¢ um animal em cada grupo, fo1 injetado com este veiculo somente, para
servir de controle. Os efeitos gerais foram observados mantendo-se 0s animais em

deambulagiio livre em superficie plana.
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4.5.3. Edema de pata induzido por carragenina

A atividade antiinflamatoria no modelo de edema de pata foi avaliada através do
método descrito por Winter et al,, 1962. Neste ensaio, foram utilizados 5 ratos machos
Wistar (100 - 150 g, em jejum de 12 h) por grupo. Os animais foram tratados pela via oral
, com o veiculo (soluglo fisiologica, Iml ) grupo controle, com o extrato bruto
hidroalcodlico (EBH) da Huamanpinta (250; 500; 1000 e 2000 mg/kg) e com
mdometacina {10 mg/kg), utilizada como controle positivo. Apds 60 minutos, os animais
foram anestesiados superficialmente com éter etilico e submetidos a uma injegio sub-
plantar de 0,1 ml de carragenina 1% como agente edematogénico (dissolvido em solugiio
fisiologica) na pata traseira esquerda. O volume da pata do rato foi medido imediatamente
antes e apos a mjecio do agente edematogénico e em intervalos pré-estabelecidos,
utilizando um hidropletismémetro (modelo 7150, Ugo Basile, Itdlia) submergindo as patas
esq_uerdas postertores dos animais, até o maléolo lateral, em nm recipiente contendo uma
solugdo de extran neutro 2,5 % em salina 0.9%, conectado por um sistema de vasos
comunicanies a um outro menor, contendo um transdutor de volume ligado a um
multimetro digital. As vaniagdes de volumes mediante a imerso das patas no recipiente
maior foram numericamente registrados no multimetro digital nos tempos zero
(imediatamente apos as injecdes de carragenina ) 30, 60, 120, 180, 240 e 300 minutos
apds a injegdo do agente flogistico.

As respostas inflamatérias foram expressas como aumento do volume da pata (ml),
caiculado por subtragio do volume basal. Os resultados foram apresentados como média +

erro padrio da média. para cada grupo de tratamento.
4.5.4. Edema de pata induzido por bradicinina

Ratos machos Wistar (120 - 150 g), mantidos em periodo de jejum de 12 horas,

foram tratados, por via oral, com solugio salina 0,9% (10 mb/kg), como controle negativo
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receberam uma injegdo subplantar de 50 ug de bradicinina (dissolvida em solugiio
fisiologica) na pata traseira esquerda. O volume da pata do rato foi medido imediatamente
antes e apds a injegdo do agente edematogénico, em intervalos pré-estabelecidos: 0; 15;
30, 60, 90 ¢ 120 minutos, utilizando um hidropletismdémetro ( modelo 7150, Ugo Basile,
Itélia).

As respostas mflamatérias foram expressas como aumento de volume da pata (ml),
calcudado por subtrag@o do volume basal. Os resultados foram apresentados como médias

+ erro padrio das médias.

4.5.5. Edems de pata induzido pelo composto 48/80

Grupos de 5 ratos machos Wistar com peso de 135 ~ 150 g., mantidos em 12 horas
de jejum, foram tratados, por via oral, com solugdo salina 0,9% (10 mlkg)e com o EBH
da Huamanpinta na dose de 1000 mgkg Apds de 60 minutos, os animais foram
anestesiados superficialmente com éter etilico e submetidos a uma injegio subplantar de
10 ug de composto 48/80, dissolvido em solugéio fisioldgica . O volume da pata do rato foi
medido antes e apds a injegdo do agente edematogénico, em intervalos pré-estabelecidos :
15; 30; 60; 90 e 120 minutos, utilizando um hidropletismoémetro (modelo 7150, Ugo
Basile, Italia).

As respostas inflamatérias foram expressas como aumento de volume da pata (ml),
calculado por subtragfio do volume basal. Os resuitados foram apresentados como médias

+ erro padriio das média, para cada grupo de tratamento.
4.5.6. Edema de pata induzido por PLA, purificada do veneno de Naja naja.

Para este ensaio foram utilizados 5 ratos machos wistar de 130 a 160 g por grupo
experimental os animais foram administrados pela via oral, com o veiculo dgua destilada,

os extratos brutos hidroalcodlico das amostras de Huamanpinta (1000 mg/kg). Apds 60
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minutos dos fratamentos os animais foram injetados na regifio subplantar das patas
traseiras esquerdas com 0.10 mi/pata de PLA;. A formacio do edema foi avaliada por
pletismografia (Plethysmometer 7150, Ugo Basile, biological Reseach Appatarus),
medindo o volume de pata imediatamente antes e apds a injegio do agente
edematogénico, em intervalos pré-estabelecidos: 15; 30; 60; 90 e 120 minutos.

As respostas inflamatérias foram expressas como aumento do volume da pata (ml),
calculado por subtragdo do volume basal. Os resultados foram apresentados como a média
da diferenga de volume das patas injetadas com PLA; entre os grupos da amostra e

controle + erro padro das médias.

4.5.7. Edema de pata induzide por carragenina em ratos adrenalectomizados (ADX)

Ratos machos Wistar (150-200 g) foram anestesiados com éter. Os animais foram
tricotomizados na parte dorsal ¢ uma pequena incisdo (1 cm) foi realizada nessa regido,
para a retirada das glindulas adrenais. Em seguida, os animais foram suturados e, durante
uma semana apds a cirurgia, permaneceram ingerindo salina em substituigdo & 4gua de
torneira.

Animais controle (falso operados) sofreram os mesmos procedimentos cirfirgicos,
exceto a retirada das glandulas adrenais (Sham). Apos a cirurgia, estes animais receberam
4gua de torneira em substituigdo 2 salina dos animais ADX.

No edema de pata induzido por carragenina em ratos adrenalectomizados, os
animais foram administrados pela via oral, com o veiculo (solug#o fisiolégica, 1 mi) grupo
controle, com o EBH da Huamanpinta (1000 mg/kg) e com indometacina (10 mg/kg)
utilizada como control positivo. Apés de 60 min.,, os animais foram submetidos a uma
inje¢do subplantar de 0.1 ml de carragenina 1% (dissolvido em solugfo fisioldgica) na
pata traseira esquerda. O volume da pata do rato foi medido imediatamente antes e apos a
injecio do agente edematogénico, em intervalos pré-estabelecidos, utilizando um

hidropletismbmetro (modelo 7550, Ugo Basile, Italia).
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4.5.8. Pleurisia induzida pela carragenina

Inducio da pleurisia

Para este ensaio foram utihzados grupos experimentais de S ratos machos Wistar
(150-200 g), tratados com EBH Huamanpinta (250, 500, 1000 mg/kg, v.0.). O grupo
controle posttivo foi tratado com indometacina (10 mg/kg, v.0.), o grupo controle negativo
recebeu agua destilada (0.8 mi v.0). Apdés uma hora dos fratamentos, os animais
previamente anestesiados, a pleurisia foi induzida através de injecfo intrapleural (direita)
com 0.25 ml de carragenina {1%) (Vinegar et al., 1973).

Foi utilizada agulha niimero 10x5 adaptada, medindo aproximadamente 3 mm de
comprimento, sendo esta introduzida do lado direito da caixa tordcica de ratos

anestesiados levemente. O grupo controle receben injegdo igual volume de salina estéril.

Medida do Volume

Apds trés horas, os animais foram anestesiados com éter e exsangminados por
secedo dos vasos cervicas, com o cuidado de nfo lesar a traquéia para que ndo ocorresse
refluxo de sangue para dentro da cavidade.

Expbs-se a caixa toracica ¢ 5,0 ml de solugfio salina contendo PBS (pH 74) ¢
heparina (10 Ulml) foram injetados na cavidade, que foi aberta em seguida por uma
pequena incisdo lateral (terceiro espago intercostal).

O lavado pleural (PBS + exsudato) foi entfio coletado ¢ medido seu volume com

auxilio de pipeta automatica.
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Contagem total de lencdcitos:

Para a contagem de leucécitos totais, 10 ul do lavado pleural foram diluidos na
proporgdo de 1:20 em PBS corado com cristal violeta, tendo as hemécias sido hemolisadas
pela adigio de ZAP-OGLOBIN., A contagem do ntimero de leucéeitos totais migrados foi
realizada em cémara de Neubauer, com utilizago de microscapio dptico ( aumento 10x ).
Os resultados foram expressos como médias dos volumes dos exsudatos pleurais (ml) e
do namero de leucdcitos totais (niimero de leucdcitos por ntmero de campos lidos) de

cada grupo experimental (Emim e col, 1994),.

4.5.9. Edema de oretha de camundongos induzido por aplicacie tépica de éleo de

eroton

Para este ensaio foram utilizados 6 camundongos por grupo experimental. Apds
tratamento prévio (60 minutos)dos animais pela via oral, com EBH da Huamanpinta (1000
g'kg), vtilizando como veiculo a solugfo fisiologica; ou dexametasona (1 mgkg), os
animais receberam 10 ul de uma soluc@io recém preparada de dleo de créton (2,5 %, viv
em acetona) sobre a superficie interna da orelha direita. Alternativamente, 10 ul do EBH
da Hamanpmta (1000 mg/ml) ou dexametasona (0,8 mg/10 ul) foram aplicados nas
orethas direitas uma hora antes do agente edematogénico (Schiantareli et al.,, 1982).

A orelha csquer&a receben 0 mesmo volume de acetona. Apds trés horas da
administracdo do dleo de créton, os animais foram sacrificados por deslocamento cervical,
discos de 6 mm de dimetro das orelhas foram removidos e pesados em balanca analitica.

Os resultados foram expressos como a média da diferenga de peso das orelhas

administradas com 0leo de croton e das orelhas esquerdas tratadas com o veiculo.
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4.5.16. Induciio de lesdes ulcerativas na mucosa gastrica

Foram utilizados ratos Wistar machos, com peso entre 200-300 g, submetidos a
jejum de 24 h com agua ad libitum divididos em grupos de sete animais.

Um dos grupos foi tratado com o veiculo no volume de 10 mi/kg (sc), outro com
indometacina 10 mg/kg (s¢) e outro com o extrato bruto hidroalcodlico da huamanpinta
nas doses de 1000 e 2000 mg/kg (sc).

Apés uma laténcia de 4 horas, os animais foram sacnficados por deslocamento
cervical, tendo seus estdmagos retirados e abertos ao longo da curvatura maior para a

realizagio de andlise ¢ contagem das lesdes ulcerativas, de acordo com o esquema a

seguir:

Até 10 petéquias ........ccoroeinnrviicnens 1 ponto
A6 20 PEIGUIAS. ....ocreenrececrarenrenencrnreraons 2 pontos
AE 30 DELSQUIAS ..o 3 pontos
Ulceras de até 1 mm........oooooovooveevercecreeen 1x2
Ullceras matores que 1 mm..............ooo... *nx3
Hemorragia.,._..‘..-.. ................................... 1 ponto
Perda das Pregas..... oo 1 ponto
Perda da coloraglio ... 1 ponto

* pnde n refere-se ao nlimero de lesSes encontradas
O indice de lesdes ulcerativas (ILU) de cada animal foi obtido através da soma dos

pardmetros acima. Posteriormente foi feita uma média destes indices para cada grupo

experimental.

30



4.6. Anglise estatistica

Os resultados foram expressos com médias + erro padriio das médias para cada
grupo de ftratamento. A diferenga entre os grupos experimentais e controles foi
determimado pelo teste “t” de Student, considerando-se o valor de p < 0,05, para que

fossem consideradas diferencas significativas entre 0s grupos tratados e o controle.
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5. RESULTADOS



5.1. Avaliaciio da atividade geral em camundongos

A administragfio oral do extrato bruto hidroalcodlico da Huamanpinta nas doses de
0,5 e 1,0 glkg, produziu, em camundongos, uma diminui¢do da atividade motora geral ¢

tambem ataxia, efeitos relacionados com a depressdo do sistema nervoso central.

5.2. Edema de Pata
5.2.1. Edema de pata induzido por carragenina

No grupo controle (Na(l 0,9%, v.0.), os volumes das patas injetadas com
carragenina aumentaram progressivamente : 030 £ 0.02; 045 +0.04, 076 £ 0.04; 1.1
0.03; 1.3 £0.03 ml,.ap6s 60; 120; 180; 240 e 300 min., respectivamente.

O tratamento prévio (v.0.) dos grupos de ratos com doses crescentes do EBH de
huamanpinta (250; 500 e 1000 mg/kg) reduzu, de modo dose-dependente, o edema de
pata durante todo o tempo de avaliagio alcancando o maximo apds quartro horas da
aplicagdo da carragenina: (250 mg/kg) 0.81 + 0.03; {500 mg/kg) 0.58 + 0.04 ; (1000
mg/kg) 0.32 + 0.01 respectivamente (Figura 1).
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Figura 1: A administracio oral do extrato bruto hidroalcodlico (EBH) de Huamanpinta (60

minutos antes) inibe de modo dose-dependente o edema de pata induzido pela injegdo subplantar

de Carragenina (®; 1 mg/pata). O extrato bruto foi administrado (v.0.) nas doses de 250 (0), 500

([J) e 1000 (A) mg/kg. Animais controle (@) receberam salina (v.0.) e Cg. O edema foi expresso
como aumento no volume da pata (ml) subtraido de seu volume basal. Cada ponto representa a

média de 15 ratos. *p<0,05, **¥p<0,01 comparando-se com os animais controle injetados com Cg.
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5.2.2. Edema de pata induzido por composto 48/80 e bradicinina

No grupo controle (NaCl 0.9%) o edema de pata produzido pelo composto 48/80
(10pg/pata) produziu o efeito maximo apés 30 minutos de sua aplicagdo (0.76 + 0.01ml).
O tratamento prévio ( 60 min. antes) com o EBH da huamanpinta (1000 mg/kg, v.0.)
reduziu o edema para 0,37 £ 0,02ml (p< 0.01), 30 min. apdés a administragdo do 48/80
(fig. 2).

A bradicinina (50 pg/pata) produziu no grupo controle um aumento de 0,63 *
0,01ml, apdés 30 min. de sua aplicagdo. O tratamento prévio (60 min. antes) com o EBH
da huamanpinta (1000 mg/kg, v.0.) reduziu o edema para 0.28 + 0.02 (p<0.01) 30 min.
apos a aplicagdo da bradicinina (fig. 2).

5.2.3. Edema de pata induzido pela PLA;

A administragdo de PLA, do veneno da Naja naja (5 pg/pata) produziu no grupo
controle um aumento maximo do volume das patas de 0,76 + 0,01ml, ap6s 30 minutos. O
tratamento prévio (60 min. antes) com 0 EBH da huamanpinta (1000 mg/kg,v.0.) reduziu
o edema para 0,26 + 0,02 ml, ap6s 30 min. da administragao do veneno (PLA,) (fig. 3).

O edema foi expresso como aumento no volume de pata (ml) subtraido de seu

volume basal .
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Figura 2: O extrato bruto hidroalcodlico (EBH) de Huamanpinta (1000 mg/kg, v.o., 60 minutos
antes) inibe o edema de pata induzido pelo composto 48/80 (10 pg/pata; O) e pela bradicinina (50

ug/pata; ). Animais controle foram injetados com composto 48/80 e salina (®) ou bradicina e
salina (M). O edema foi expresso como aumento no volume da pata (ml) subtraido de seu volume
basal. Cada ponto representa a média de 5 ratos. *p<0,01, comparando-se com os animais

controle.
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Figura 3: O extrato bruto hidroalcodlico (EBH) de Huamanpinta (@, 1000 mg/kg, v.o., 60

minutos antes) inibe o edema de pata induzido pela fosfolipase A, do veneno de Naja naja (0, 5
ng/pata). O edema foi expresso como aumento no volume da pata (ml) subtraido de seu volume
basal. Cada ponto representa a média de 5 ratos. *p<0,01, comparando-se com os animais
controle.
5.2.4. Edema de pata induzido pela carragenina em ratos adrenalectomizados

A aplicagdo intraplantar de carragenina (1mg/pata) nos animais adrenalectomizados
prouduziu, apds trés horas, uma aumento de 0,70 * 0,03 ml no volume das patas. Ja no
grupo falso operado a carragenina produziu um aumento médio de 0,62 + 0,06 ml, no
volume das patas.

O tratamento prévio dos animais adrenalectomizados com o EBH da huamanpinta
(1000 mg/kg), 60 min. antes da administragdo de carragenina, reduziu o edema para 0,39
+ 0,08 (p< 0.01), apos trés horas. O grupo falso operado (Sham) tratados com EBH (1000
mg/kg), 60 min antes da administragdo de carragenina, reduziu o edema para 0,40 + 0,08
(p<0.01), apds trés horas.

O edema foi expresso como aumento no volume de pata (ml) subtraido de seu

volume basal.
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FIGURA 4: Extrato Bruto Hdroalcolico (EBH) de Huamanpinta inibiu o edema induzido pela Cg
(1 mg/pata) em ratos adrenalectomizados. Os ratos adrenalectomizados (@) apresentaram um
aumento de edema semelhante ao produzido nos ratos falso-operados (M). A administra¢do oral

do EBH (1000 mg/kg; 60 minutos antes) nos ratos adrenalectomizados inibe significativamente o
edema induzido pela Cg (0). O edema foi expresso como aumento no volume da pata (ml)

subtraido de seu volume basal. Cada ponto representa a média de 5 ratos. *p<0,01, comparando-

se os animais falso-operados com os grupos de ratos adrenalectomizados.
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5.3. Pleurisia induzida por carragenina em ratos

A administragdo de carragenina (2.5 mg/pleura) no grupo controle produziu um
volume médio de exudato pleural, ap6s a lavagem da cavidade, de 5,35+0,02 ml. A

contagem total de leucécitos totais migrados foi de de 86.5 + 9 (x 10°).

Os tratamento com indometacina (10 mg/kg, v.0.), controle positivo do teste,
reduziu o volume do exudato para 4,84 + 0,02 ml e o nimero de leucécitos totais para 18
+2 (x 10%p<0.01.

O tratamento com EBH nas doses de 500, 1000 e 2000 mg/kg reduziu o volume
total de exudato para 4,8510,02; 4,7240,02 e 4,7210,02, respectivamente. A migragdo de
leucécitos totais para a cavidade pleural foi reduzida para: 28.5 + 6 (x 10%); 153 + 2 (x

106) el10+0.8 (x106), respectivamente.
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Figura 5: Curva dose-resposta da pleurisia induzida por carragenina (0.125 mg/pleura). A
administragio oral do extrato bruto (EBH) de Huamanpinta (60 minutos antes) nas doses de 500,
1000 e 2000 mg/kg reduziu significativamente (¥*p<0,01; n= 15.) o niimero de leucocitos/cavidade
no lavado pleural de ratos.

5.4. Estudo comparativo do EBH e suas fracées no edema de pata induzido pela
carragenina

A ijecdo intraplantar de carragenina (1mg/pata) nos animais do grupo controle
produziu aumento linear do edema, com o pico maximo apos quatro horas (0.71 £ 0.02
ml).

Os tratamentos 60 minutos antes do agente inflamatério com EBH (1000 mg/kg, vo,
n=5), fragdo organica (100 mg/kg,vo, n=5) e fragdo aquosa (100 mg/kg,vo,n=5) reduziram
o edema para 0.26 + 0.01; 0.15 = 0.01 e 0.28 £ 0,01 p< 0.01 respectivamente, trés horas
apos a indugdo do edema.

O edema foi expresso como aumento no volume de pata (ml) subtraido de seu

volume basal .
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Figura 6: A administra¢do oral do extrato bruto (EBH) de Huamanpinta (@, 1000 mg/kg; 60

minutos antes) e as fragdes organica (C1; 100 mg/kg) e aquosa (M, 100 mg/kg) inibiram o edema
de pata induzido pela injecdo subplantar de Cg (1 mg/pata). Animais controle (O) receberam salina

(v.0.) e Cg. O edema foi expresso como aumento no volume da pata (ml) subtraido de seu volume
basal. Cada ponto representa a média de 5 ratos, **p<0,01 comparando-se com os animais
controle injetados com Cg.

5.5. Edema de orelha em camundongos

A administragdo oral do extrato bruto hidroalcodlico na dose 1,0 g/kg, reduziu o
edema de orelha produzido pelo 6leo de croton em 67,2%. A dexametasona, droga

utilizada como padrio neste experimento, reduziu o edema em 81,2%.

Tratamento Dose (mg/kg) n Peso da orelha (mg)
Controle 8 93.12 +16.36
Dexametasona 1 7 17.70 + 7.40
EBH 1000 7 30.40 + 8.80
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5.6. Avaliaciio da atividade ulcerogénica de extrato bruto hidralcodlico

A avaliacio da mucosa géstrica dos animais tratados com o extrato bruto hidroalcodlico na
dose de 2000 mg/kg, pela via subcutinea revelou a presenga de grande niimero de petéquias, ou
pequenos pontos hemorragicos em todos os animais. Foram observadas também, lesSes
ulcerativas de até 1 mm de comprimento em 4, de um total de 6 animais tratados, além de lesdes
maiores que 1 mm, em 2 deles.

No grupo tratado com o mesmo extrato bruto na mesma dose, porém por via
intraperitoneal, foram observadas petéquias em todos os animais tratados ¢ lesdes ulcerativas de
até 1 mm em 5 de um total de 6 animais tratados.

Todas as lesdes ulcerativas observadas possuem caracteristicas morfoldgicas semefhantes
aquelas produzidas pela indometacina, utiliizada como droga padrio de aniinflamaténio ndo

esterpidal,

8.7. Andlise fitoqnimica

%.7.1. Cromatografia em camada delgada

A cromatografia em camada delgada em silica-gel da fragdo orgénica purificada do
extrato  bruto hidroalcodlico da huamanpinta dileida com uma mistura de
clorofrmio/metanol 5% e revelada por lampada de UV em 366 nm apresentou uma
mancha majoritaria com RF de 0,4. A revelagdo desta placa com NP/PEG (solugdo
metanolica a 1 % de difenilboriloxietilamina seguida de uma solugfo etanolica a 5% de

polietilenoglicol) apresentou uma mancha amarelada indicativa de compostos aromaticos.



5.7.2. Cromatoegrafia gasosa acoplada ao detector de espectrometria de massas

A andlise por GC/MS foi realizada em cromatbgrafo HP 5890 com detetor de
massas HP 5970, utilizando coluna marca HP-ULTRA 2 (5 % difenilpolisiloxano e 95 %
dimetilpolisiloxano ; de 25m. de comprimento por 0,2 mm de didmetro por 0,33 um de
espessura do filme).

As injegBes foram de 1 ul de solugdo etérea da amostra com “split ratio” de 10:1 e
temperatura de 250° C do injetor ¢ do detetor. A temperatura inical do forno foi de 110°
C com acrescimo de temperatura de 5°C/min apos 2 min da injegio até atingir 240°C,
que foi mantida por 10 min.

0 tempo de retenglo (Tr) do composto majoritario foi de 10,45 min. com um ion

molecular de 136 um.a..

5.7.3. Ressonfincia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN'H)

Os espectros de RMN de hidrogénio foram obtidos em espectrfmetro Varian
Modelo Gemini (300 MHz), utilizando-se cloroférmio deuterado como solvente, tendo
como referéncia inferna o tetrametilsilano (TMS). Os descolamentos quimicos (&) sfo

indicados em ppm, ¢ as constantes de acoplamento (I} em hertz (Hz}).
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5.7.4. Ressonfincia magnética nuclear de carbono treze (RMNVC)

Os espectros de RMN"C foram obtidos em espectrometro Varian Gemini 300
(75,5 MHz), utilizando-se cloroférmio deuterado como solvente, tendo como referéncia
interna o tetrametilsilano (TMS). Os deslocamentos quimicos () sio indicados em ppm.

A interpretacdo dos dados de RMNUBC foi realizada com ajuda da técnica DEPT
135° (Distortionless Enhancement by Polarization Transfer), osde CH3/CH = sinal
positivo (+), CH2 = sinal (-), C (nfo ligado ao H) = sinal de Cquart. = sinal ausente,

intensidade zero; e DEP. 90° que indicou os CH.
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Esses resultados sugerem que o composto majoritirio se trata do 4-hidroxi-

acetofenona.
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6. DISCUSSAO



O género Chuguiraga localiza-se na sub-ttibo Barnadesiinae da tribo Mutisieae.
Em 1977, o Dr. Angel Cabrera expds as possiveis relagdes entre os géneros desta sub-
tribo, considerando o Dasyphyllum um género primitivo ¢ os géneros Armaldoa ¢
Rarnadesia, derivados de um antecessor similar a ele. A afinidade entre Arnaldoa ¢
Chuguiraga ¢ muito marcante. Tendo em conta como afirma Cabrera (1977) que o género
Chuguiraga tem evoluido a partir de uwm antecessor pertencente ao Arnaldoa
(caracterizado pelos capitulos grandes, corolas com vestigios de ser bilabiadas e as folhas
com lémina plana ¢ espinhas geminadas em suas axilas), Cecilia Ezcurra considera
provavel que a segdo Chuguiraga seja a mais primitiva dentro do género Chuguiraga e,
que a segio Acantophylla (que se caracteriza pelos capitulos sempre médios ou pequenos,
as corolas tubulosas quase regularmente pentapartidas no apice ¢ as folhas marcadamente

xeromorfas, involutas e sem espinhas axilares) seja um grupo derivado, altamente
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especializado na adaptagiio aos ambientes aridos ou desérticos onde residem a maionia de
suas espécies (Ezcurra, 1985).

A espécie Chuguiraga sp. lessing, Linnaea apresenta quatro variantes
morfologicas geralmente associadas a areas de distribuicio geografica distintas como no
¢entro do Peru, nas regifes limitrofes ao Equador, no extremo sul do Peru e norte do
Chile e, ainda, no noroeste da Argentina e regiGes limitrofes do Chile e Bolivia. Entre
¢ssas variantes existem tendéncias para que suas diferengas morfolégicas sejam mantidas
sendo que, a amplitude da variagiio morfoldgica no interior de cada um destes grupos
resulta na frequente existéncia de exemplares intermediérios.

Cecilia Fzcurra (1985), considera no entanto, que se irata de uma sb espécie
politipica, com subespécies distintas, possivelmente resultantes de sua adaptacio a
distintos ambientes ac longo de sua &rea de distribuigSio. Essa classificagiio em
subespécies tenta méstrar as tendéncias de aparecimento dessas diferengas morfologicas.

Até 0 momento, ndo existem evidéncias de cultivo das espécies deste género fora
do ecossistema Andino, possivelmente pelas dificuldades de sobrevivéncia fora de sua
4rea natural. No entanto, se os trabathos farmacologicos e fitoquimicos revelarem
principios ativos novos com atividade farmacoldgica de grande interesse, a tentativa de
cultivo deve ser estimulada.

Para esse trabalho a huamanpinta foi coletada no Altiplano Andino Peruano, em
1993 e 1996. As exsicatas dessa espécie foram enviadas ao Dr. Angel L. Cabrera, do
Instituto de Botanica Darwinion de San Isidro, Argentina, que a classificou como
{huguiraga spinosa.

A utilizagdo popular da Huamanpinta (Chuquiraga spinosa Lessing), no tratamento
de processos inflamatérios ¢ muito antiga e suas atividades antimicrobiana e diurética ja
foram avaliadas (Rossi, 1993).

Embora a populagio utilize essa espécie na forma de chéa, neste trabalho a
avaliagdo da atividade farmacolégica nos diversos modelos de inflamagio foi realizada

com o extrato bruto hidroalcodlico (EBH). O solvente (etanol a 70%) utilizado, além de
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extrair as substincias polares presentes na infusfo, extrai substincias de baixa polaridade
ausentes ou em baixas concentragGes nos £xtratos aquosos.

Os testes de atividade do EBH da Huamanpinta foram iniciados em modelos de
inflamag#io aguda de pata de ratos induzidos por carragenina. Esta substincia tem sido
usadas classicamente como agente flogistico. A carragenina € um polissacarideo isolado
das algas vermelhas Chondrus crispus e Gigartina stellata e sua ampla utilizagdo ¢ devida
A intensa ¢ reprodutivel reacdo inflamatdria que induz. A intensidade da reagfio obtida
depende da dose de carragenina, do tipo de carragenina, e da cepa de ratos empregados no
experimento (Medeiros, 1995).

A injecdio intraplantar de carragemina (1 mg/pata) em ratos € seguida de um
aumento imediato da permeabilidade vascular, levando 4 exudagio de liquido e proteinas
plasmaticas (edema) com migragio leucocitdria predominantemente de neutrdfilos. Esse
processo fisiopatolégico envolve diferentes fases e liberagio sequencial de diferentes
mediadores da inflamacio, como aminas biogénicas (histamina ¢ serotomina), ¢ininas,
eicosandides e Oxido nitrico que apresentam evidente participagio no processo da
inflamacdo (Giraldelo, 1994; Medeiros, 1994). Esse processo inflamatério é reduzido pela
administragdo prévia de corticides e antiinflamatorios ndo-esteroidais (Medeiros, 1995).

Neste modelo de edema de pata de ratos, o EBH da Huamanpinta reduziz de forma
dose dependente a formagdo do edema a partir dos 60 minutos da injedo da carragenina,
alcangando a inibigio méxima apds trés horas. A poténcia antiinflamatéria do EBH foi
semethante 2 obtida com a indometacina, antiinflamatérie ndo-esteroidal, utitizado como
controle positivo. Esta substincia entre outros eventos, inibe a biossintese das
prostaglandinas, que ¢ sintetizada pelas cicloxigenases microssomais a partir dos acidos
graxos (Maciel et al., 1995; Maciel, 1997).

Até o momento foram identificadas duas isoformas dessa enzima e classificadas como
cicloxigenase-1 {COX-1) e cicloxigenase-2 (COX-2). A COX-1 também referida como
PGH sintase-1 (PGHS-1) é expressa continuamente pela maioria das células, sua sintese

¢ pouco ou nada influenciada por hormonios ou mediadores inflamatérios, como a
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mterleucina- 1 ou as endofoxinas. Seu gene & provavelmente responsavel pelo controle
das fungles fisiologicas das prostaglandinas (Maciel et al,1995; Maciel, 1997). Esta
soforma ¢ inibida pela maioria dos antiinflamatorios néo esteroidais (Frolich, 1997).

A COX-2 em condigbes basais, nfio estd presente na maioria das células.
Entretanto, seu gene é de caracter induzivel, de modo que sua expressdo passa a ser
significativamente sumentada por alguns fatores séricos como as citocinas (Arslan, 1996)
¢ fatores de crescimento. Sabe-se ainda, que a rapida produgdo de COX-2 acaba gerando
prostaglandinas que, por sua vez, exacerbam a dor ¢ a propria reaglo inflamatoria.
(Ishihara, 1996)

Embora a atividade da COX-2 seja de grande importancia para o desenvolvimento
da resposta inflamatéria aguda, o aumento de sua expressio nas enfermudades
degenerativas cronicas contribui para o aparecimento de manifestagOes dolorosas ¢ perda
de fun¢io dos orgdos envolvidos (Futaki et al., 1993; De Brum et al,, 1994 ; Maciel et al,
1995; Maciel, 1997).

Apés a descoberta dessas isoformas da cicloxigenase, o alvo terapéutico mais
promissor no campo dos antiinflamatérios passou a ser a inibigéo predominante da COX-
2. Este conhecimento possibilitou reducio dos efeitos colaterais dos antiinflamatérios
tradicionais, cujos efeitos colaterais geralmente eram decorrentes da potente capacidade
dos antiinflamatorios em inibir a COX-1 que participa dos processos de citoprote¢do no
frato gastrointestinal, bem como no controle da irrigacdo renal. O meloxicam, da familia
dos oxicans, tem sido reputado como inibidor seletivo da COX-2 ¢ os estudos clinicos
comparativos com o piroxicam revelaram uma diminui¢do em 50% dos efeitos colaterais -
no sistema gastxintesﬁnal. {Maciel, 1997). Outros inibidores seletivos séo hoje alvo de
estudos clinicos , entre eles o0 RWJY 63556 duplo inibidor seletivo da COX-2 e da 5 -
lipoxigenase (Kirchner, 1997).

¥ possivel que o FBH da huamanpinta esteja interferindo na sintese das

prostaglandinas. No entants, como diversos mediadores participam da resposta
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inflamatoria induzida pela carragenina, a atividade desse extrato foi avaliada em modelos
expgrimentais onde outros agentes edematogénicos foram também utilizados.

O composto 48/80 € uma substdncia polibasica constituida de uma mistura de
polimeros de baixo peso molecular derivados da P-metéxi-N-metilfenetilamina. O
composto 48/80 ¢ um potente hiberador de higtamina através da mobilizagdo das reservas
de calcio presentes no reticulo endoplasmatico (William, 1996). Além disso, o aumento de
célcio no citosol ativa as fosfolipases e proteases dependentes de cilcio e de calmodulina
(Lima P., 1994) O edema de pata de rato produzido pela mjecio do composto 48/80
atinge o pico maximo apos 30 minutos. Nessas condigdes o EBH da huamanpinta reduziu
o edema em 50% sugerindo uma possivel inibig#o da liberagfio de histamina ou ainda, um
blogueio dos receptores desse autacéide. No entanto como EBH da huamanpinta reduziu
o edema produzido pela carragenina também em fases mais tardias, onde a histamina nfo
desempenha um papel preponderante a interferéncia na agdo de outros mediadares. do
processo inflamatorio foi investigada.

A bradicinina € um autacdide nonapeptidico que gquando administrado na pata de
rato produz vasodilatagio intensa, dor, aumento de permeabilidade vascular com liberagdo
de prostaglandinas. A bradicinina liga-se seletivamente ao receptor B, (presente na maior
parte dos tecidos normais) que ¢ acoplado as proteinas G, e ativa a fosfolipase Az e a
fosfolipase C. A fosfolipase C libera o trifosfato de inositol ¢ consequentemente célcio
citosolico, e o diacilghicerol, que ira ativar a proteina quinase C. {Tippmer et. al., 1994).J4
a fosfolipase A, libera 4cido araquiddnico dos fosfolipideos ligados & membrana celular
que poders dar origem s prostaglandinas ¢ leucotrienos (Lima P., 1994).

O efeito da bradicinina aumentande a permeabilidade vascular ¢ exercido nas
pequenas vénulas e envolve a separagio das fungdes entre as células endoteliais que,
juntamente com o aumento do gradiente de pressdo hidrostdtica, provoca edema. A
interagio com receptores B, de células inflamatorias como os macrofagos, pode

desencadear a produgdo e liberago de IL-1 e FNT-a (Mayban, 1992) .
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Embora o EBH da humanpinta tenha reduzido o edema de pata de rato produzido
pela bradicinina ndo ¢ possivel, ainda, concluir que os principios ativos desse extrato
tenham interagéo direta com os receptores da bradicinina ou atuem numa segunda etapa
inibindo a sintese de prostaglandinas, iniciada pela liberagiio de PLA,,

0 veneno da Naja naja, por ser rico em PLA; tem sido muito utilizado para o
desenvolvimento de reagfio inflamatéria em pata de rato (Varsani, 1997). Esta enzima
hidroliza a ligag@io éster Sn-2 dos fosfolipideos de membrana celular (principalmente
fosfatidilcolina e fosfatidiletanolamina) com liberagiio do araquidonato. Como a PLA; ¢
ativada pelo calcio e pela calmodulina, as drogas que reduzem a disponibilidade desse
cation podem 1mbir sua atividade (Wilhiam, 1996).

A PLA; intervém na sintese da primeira etapa do FAP, transformando o precursor
glicerofosfocolina em liso-FAP (lisoglicerofosfocolina) ¢ AA (4cido araquiddnico). Nos
neutrdfilos esta primeira etapa representa a principal foﬁte do araquidonato, que ¢
metabolizado em prostaglandinas e leucotrienos. Na segunda etapa o liso-FAP € acetilado
pela acetil-transferase em FAP. Como ocorre com a PLA;, a atividade da acetil-
transferase ¢ dependente do calcio. O FAP, sintetizado por plaquetas, neutréfilos,
mondcitos, eosindfilos e endotélio vascular, produz aumento da permeabilidade vascular
e, consequentemente, edema. O mecanismo dessas agdes ¢ semelhante ao descrito para a
histamina e bradicinina, mas com poténcia mil vezes superior. Além do aumento da
permeabilidade vascular o FAP é quimiotaxico para neutréfilos, eosindfilos e mondcitos,
contribuindo para a proliferagio celular no local da inflamagfo. O FAP parece exercer
suas agbes estimulando receptores celulares ligados a proteina G {Chao e Olson, 1993)
que podem ativar as fosfolipases C, D e A, resultando na formag&o de IP; (trifosfato de
inositol), DAG (diacilglicerol) e AA. O FAP aumenta a concentragio de calcio citosolico
por estimulagdo do influxo deste cation através dos canais associados 4 membrana e
também, pela mobilizagio do calcio intracelular secundaria & formagdo do IP;. Além da
produgdo de FAP, a PLA, libera acido araquidénico que logo € transformado em

prostaglandinas, tromboxano A, e leucotrienos
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Os glicocorticoides induzem a sintese de lipocortina que por sua vez inibe a
atividade da PLA, impedindo a liberagiio do AA ¢ liso-FAP ¢ a conseqiiente formagiio de
prostaglandinas, leucotrienos e FAP. Entretanto, observagbes recentes indicam que a
expressdo da COX- 2 € regulada pelos glicocorticoides enddgenos {(Masferrer et al.,1994)
sugerindo que a atividade antiinflamatéria dos glicocorticéides pode estar relacionada 2
sua poténcia na supressio da expressfo da COX-2 (William, 1996). Recentemente foi
demonstrado que alguns flavondides possuem atividade antiinflamatéria através da
inibigiio da PLA; (Lindahl, 1997).

O EBH da huamanpinta inibiu significativamente o edema de pata de rato induzido
pela fosfolipase A; do veneno de Naja naja. Essa atividade sugere alguns proviveis
mecanismos de agfio. Um deles seria a inibigHo direta da atividade da PLA,, pois testes
fitoquimicos preliminares indicaram a presenca de flavonodides no EBH. QOutro provavel
mecanismo de aco, seria a inibigio da atividade da ciclooxigenase diminuindo a sintese
de prostaglandinas. Um terceiro mecanismo poderia envolver a inibigdo da atividade do
FAP ou, ainda, estimular a sintese e ou liberagfo de corticéides endogenos.

Com a intengfio de pesquisar se a huamanpinta esti liberando glicocorticoides
endégenos, a atividade do EBH foi avaliada em edema de pata induzido por carragenina
em ratos pos-adrenalectomizados. Nesses animais, o EBH da huamanpinta manteve sua
atividade antiedematogénica excluindo a possibilidade de liberagdo de corticoides da
adrenal.

Apbs a comprovagdo da atividade antiinflamatoria nos modelos de edema de pata
com diferentes agentes edematogénicos, a agfo do EBH da huamanpinta foi avaliada no
modelo de pleurisia induzido por carragenina. Este modelo de inflamaglo ¢ muito
utilizado pois, possibilita a quantificagio do exudato formado ¢ a migragdo de leucocitos
para a regiso inflamada. A indugdo de pleurisia pela carragenina ¢ reduzida pelos
antitnflamatérios ndo esteroidais e esteroidais (Vinegar et al., 1973),

Em ratos a inje¢io intrapleural de carragenina é seguida de um aumento imediato

da permeabilidade vascular, evidenciado pela passagem de proteinas plasmaticas €
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acimulo de fluido (Majima, 1997). Apdés uma hora observa-se intensa infiltragio de
neutrofilos ¢ alguns mondcitos (Vinegar et al, 1973; Harada 1996), com um periodo de
exudagio muito acentuado até 3 horas apds a injecio de carragenina. A mobilizagdo
maxima de neutréfilos ocorre apds 2 horas ¢ a de leucocitos mononucleares aumenta
lincarmente entre 2 a 6 horas ap6s a injegio da carragenina (Vinegar et al., 1973). Além
disso, concentragdes significativas de diversos mediadores como  bradicinina,
prostaglandinas e leucotrienos tém sido detectadas no exudato pleural (Harada, 1996).

Neste modelo de inflamagfo, o EBH da huamanpinta comprovou sua atividade
antiinflamatona reduzindo tanto o exadato pleural, quanto o mimero de leucdcitos totais.

Esses resultados foram semelhantes aos obtidos pela indometacina, que foi
utilizada como controle positivo.

O edema de pata e a pleurisia sio modelos que se complementam ja que é possivel
ser feita ﬁma analogia entre a formacio do edema de pata e a analise quantitativa,
qualitativa ¢ temporal do actmulo de exudato ¢ da mobilizagio celular no sitio
inflamatdrio (Vinegar, et al., 1973).

A atividade antiinflamat6ria da huamanpinta também foi avaliada no edema de
oretha induzido pelo dleo de croton. Esse modelo de inflamagio ¢ utilizado com
frequéncia para demonstrar a agfio topica de novas drogas antiinflamatérias. O dleo de
créton é um  agente flogistico altamente irritante que, na dependéncia da dose, pode
produzir uma reagfo inflamatoria franca com vasodilatacio, edema, estase sangiifnea ¢
migracdo leucocitaria. Em muitos casos pode ocasionar a degeneragéo da orelha com
mchaco da cartilagem, necrose, infiltragio granulocitaria ¢ hemorragia. Os estudos
indicam que as drogas esteroidais séo inibidores efetivos dessa reagfio inflamatoria, mas o
efeito dos antiinflamatorios nfo esteroidais nfio € evidente ou constante (Tubaro et al,
1986; Nidfiez, 1995)

Esses resultados aparentemente favorecem uma agfo do tipo ndo esteroidal do
EBH da huamanpinta, cujo mecanismo de agiio & explicado pela inibigdo da

cicloxigenase. No entanto ¢ possivel que no EBH exista um principio ativo com atividade



do tipo esteroidal mas com pouca capacidade de absorgHo topica. Além disso a enorme
quantidade de substincias presentes em extratos brutos pode dificultar a absor¢io do
principio ativo.por via topica.

Um dos efeitos colaterais mais frequentes produzido tanto pelos antiinflamatérios
esteroidais como ndo esteroidais ¢ a lesfio gastrica, que pode variar desde uma irritagdo
simples (gastrite) até ulceragio grave com hemorragia e perfuracio gastrica. Esse efeito
colateral esth diretamente relacionado 2o mecanisme de agho destas classes de
antinflamatorios, que inibem a sintese de prostaglandinas (via Cox - 1). As
prostaglandinas produzidas no estomago desempenham papel fundamental na citoprotecio
gastrica por induzirem a sintese de muco ¢ bicarbonato (e por eles provocar a
vasodilatacdo). Dessa forma, a avaliagfo da atividade ulcerogénica de extratos e
principios ativos com atividade antiinflamatoria pode sugerir o provavel mecanismo de
aglo dessas drogas.(Dias, 1997).

O EBH da huamanpimnta administrado pelas vias subcutdnea e intraperitoneal,
produziu, apos quatro horas, lesGes gistricas anatomicamente semelhantes as induzidas
pela indometacina, utilizada nesse experimenio como padriio. Esses resultados confirmam
a hipétese de inibicio da sintese de prostaglandinas como mecanismo de agfio desse
extrato. No entanto, ainda nfo ¢ possivel concluir se esta atividade € resultante da mibigdo
da PLA, ouda cicloxigenase.

A purtficaciio parcial do EBH dividiu os principios ativos com maior polandade
{(fragdo aquosa) dagueles com menor polaridade (fragdo organica). O teste de atividade em
edema de pata de rato produzido por carragenina, revelou que a fraglio orgénica reteve a
mator parte dos principios ativos. Dessa forma essa fragfo foi selecionada para as analises
cromatograficas.

A cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas, os espectros de
ressonfincia magnética nuclear de protons e de carbono 13, realizados e mterpretados pela
Drra. Mary Aan Foglio do CPQBA, revelaram a presenga da 4-hidroxiacetofenona como

componente majoritario da fraciio orgénica. No enfanto, somente apds a obtengio desse
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principio ativo em quantidade suficiente para a realizagio dos testes de atividade
biologica, serd possivel esclarecer se esta substdncia esta relacionada 3 atividade

antiinflamatoria do EBH da huamanpinta.
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7. CONCLUSAO



O extrato bruto hidroalcodlico da Chuguiraga spinosa reduziu ¢ edema de pata
produzido pela injegdo de carragenina de forma dose depemdente. Essa atividade fo
mantida em ratos adrenalectomizados, sugerindo dessa forma ser independente da

liberagfio de corticdides da adrenal.

A atividade antiedematogénica foi confirmada também nos modelos de edema de
pata de ratos produzidos pelo composto 48/80, pela bradicinina e pela fosfolipase A2 do
veneno de Naja naja. Essa atividade foi reproduzida no modelo de inflamagéo induzida

pela aplicacio topica de 6leo de créton na orelha de camundongos.
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No modelo de pleurisia produzido pela carragenina o EBH, também reduziu de

modo dose-dependente a migrago leucocitaria, confirmando a atividade antinflamatéria.

O EBH da huamanpinta, administrado pelas vias oral e subcuténea, produziu apds

quatro horas leses anatomicamente semelhantes as produzidas pela indometacina.

Os resultados obtidos sugerem que a atividade antinflamatéria do EBH da
huamanpinta € consequéncia da inibigdo da sintese de prostaglandinas. No entanto, o

mecanismo dessa inibiglo ainda ndo pdde ser confirmado.

A purificagio parcial do EBH produziu uma fragiio orginica que reproduziu o
efeito antiedematogénico na inflamagio produzida pela administragio de carragenina na

pata de rato.

Os estudos cromatogréficos e espectrométricos dessa fragfio revelaram, como
componente majoritario, a 4-hidroxiacetofenona. No entanto, somente a sequéncia desse
trabalho poderé determinar se esta substincia € um dos principios ativos responsaveis pela

atividade antiinflamatéria do EBH da huamanpinta.

3



8. ABSTRACT



Peruvian folk medicine wse Chuguiraga spinosa Lessing subsp Huamapinta
ezcurra, also known as “Huzmanpinta”, as diuretic, antiinflammatory and antireumatic.
The antiinflammatory activity of crude hydroalcoholic extracts, as well as aqueous and
organi¢ fractions were tested on acute inflammatory experimental models using rats and
mice.

When the crude extract (250, 500 and 1000mg/Kg,v.0) was administrated 1 hour
previous to carrageenan inflammatory mduction, paw edema was inhibited throughout the
expermment exhibifing a dose dependent relation.

Animals previously treated with crude plant extract on experimental models that
employed compound 48/80 (10 pg/ paw) and bradikinin (50 pg/ paw) to inflict edema,
were also inhibited the flogistic agents.

The resulting aqueous and organic fractions as well as the crude extract were
tested on carrageenan induced paw edema to seek the most efficient one. Although the
organic fraction gave the best results, all three showed antiinflammatory activity.

In adrenalectomized rats the crude huamanpinta extract mainfained the
antiedematogenic activity.

On expenimental pleurisy (carrageenan 2.5 mg/pleura) the crude extract of
Huamanpinta (500, 1000 e 2000 mg/kg, v.0.) decreased pleurisy exudate volume and total
leukocyte migration towards the pleural cavity, with dose dependence form.

Oral administration of crude extract lowered the ear edema induced by croton oil,
in mice. Whereas topic treatment didn’t show alterations.

The main compound of organic fraction was analyzed by gas chromatography with
mass detection, RMN'H and RMN"C indicating to be 4-hydroxi-acetophenone.
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