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A Plathymenia reticulata Benth. (Leguminosae), conhecida popularmente como vinhatico. encontra-se
amplamente distribuida em regides do Cerrado brasileiro. A infusdo em agua fria da entrecasca do
caule € utilizada popularmente para tratamento de diversos processos inflamatorios. O material vegetal
foi coletado no municipio de Senador Canedo, Estado de Goias, para a obtencdo de extratos brutos
hidroalcodlicos (70%), a partir de extracdes a frio (EBHF) e a quente (EBHQ), e do extrato bruto
acetato de etila (EBAE). Estes extratos foram posteriormente avaliados em modelos de inflamacio,

algesia e cancer.

A realizacdo de uma triagem fitoquimica com os extratos hidroalcodlicos detectou a presenga de
flavonoides. taninos. antocianinas e saponinas. O processo de purificagdo do EBHF foi direcionado
para obtencdo de fragdes ricas em substancias de carater acido (FA), basico (FB) e uma fragdo neutra

(FN).

A atividade antiedematogénica dos extratos brutos e fracdes de Plathymenia reticulata foi avaliada no
modelo de edema de pata induzido por carragenina. Neste ensaio, apenas os extratos brutos
hidroalcodlicos (EBHF e EBHQ) promoveram uma inibi¢do do edema principalmente apds 4 e 5 horas
da administra¢do do agente flogistico. As fracdes FB e FN de P. reticulata inibiram o edema apds 4 e 5
horas da administracio de carragenina. A fragdo acida (FA) ndo foi ativa neste modelo. No ensaio de
dermatite induzida por o6leo de créton, tambeém utilizado para avaliar a atividade antiedematogénica de
P. reticulata, nenhum dos extratos foram capazes de inibir a formacgédo do edema. A atividade do EBHF
sobre a migracdo leucocitaria foi testada no ensaio de peritonite induzida por carragenina em
camundongos. A administracdo oral do EBHF reduziu o nimero de leucdcitos que migraram para a

cavidade peritonial, seguindo perfil semelhante ao da dexametasona. A indometacina. antiinflamatorio



Reswme

ndo esteroidal, também reduziu a migragdo leucocitaria em 67%. Estes resultados sugerem uma
possivel influéncia dos extratos brutos hidroalcodlicos na sintese de prostandides.

Com o objetivo de avaliar a relacdo entre as substidncias que inibem a expressio da enzima
ciclooxigenase e a atividade citocida ou citostatica em células tumorais, foi realizado o estudo da

atividade antiproliferativa dos extratos e fragdes obtidos de P. rericulata.

O EBHF e as fracdes FB e FN apresentaram seletividade, efeito citostatico para todas as linhagens
celulares e citocida para células de pulmio, ovario e melanoma. A fracdo FA apenas inibiu o
crescimento das linhagens de ovario e melanoma. Os resultados obtidos demonstraram uma correlagdo

entre a atividade antiproliferativa e antiinflamatdria, provavelmente relacionada a inibi¢do da enzima

COX-2.

O extrato bruto acetato de etila (EBAE). apesar de ndo ser considerado ativo no modelo de edema de
pata, foi avaliado sobre as células derivadas de tumores humanos, demonstrando seletividade para a
linhagem de mama com efeito citostatico ja na menor concentra¢do e citocida na mais elevada. Para a
linhagem de célon o EBAE produziu inibi¢do de crescimento na concentragdo de 25 pg/mL e morte
celular com 250 pg/mL. Para as demais linhagens, o EBAE apresentou efeito citostatico ou citocida
somente na concentragdo mais elevada. Este resultado aponta para a presen¢a de substancias com

mecanismo de a¢Zo antitumoral independente da atividade antiinflamatoria.

Para avaliacdo da atividade antinociceptiva, os extratos brutos de P. reticulata foram testados em
modelos de algesia induzida por estimulo quimico e térmico. No teste de algesia induzida por acido
acético, apenas os extratos brutos hidroalcodlicos reduziram o nimero de contor¢des abdominais, com
inibi¢do de nocicep¢do segundo perfil semelhante ao da indometacina. Além disso. o EBHF foi efetivo
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de maneira dose-dependente. No teste de algesia induzida por calor, o EBHF de P. reficulata aumentou
o tempo de reagcdo dos animais 60 e 90 minutos apos sua administra¢io por via intraperitonial,

utilizando-se a morfina como controle positivo.

O teste da formalina foi1 utilizado com o objetivo de melhor caracterizar a atividade antinociceptiva do
extrato bruto (EBHF) de P. reticulata. Neste modelo, o pré tratamento pela via oral com o EBHF
reduziu a dor neurogénica e a inflamatdria induzidas pela formalina. A indometacina, atiinflamatério
ndo esteroidal e controle positivo do teste, reduziu apenas a dor de origem inflamatoria. Como o EBHF
apresentou atividade antinociceptiva sobre a primeira fase de dor induzida pela formalina, testou-se sua
atividade no modelo de dor neurogénica induzida pela capsaicina. A administracdo oral prévia do
EBHF reduziu a resposta algica induzida pela capsaicina de maneira semelhante a morfina, um

analgésico opioide utilizado como controle positivo do teste.

Utilizando ainda o teste das contor¢des abdominais para estudo do provavel mecanismo de ag@o
antinociceptivo do EBHF . foi verificado que o pré-tratamento com naloxona, um classico antagonista
de receptor opioide, ndo modificou a atividade do EBHF. quando comparado a morfina. Em condi¢oes
experimentais semelhantes, a administragdo prévia de naloxona quaternaria, um antagonista opioide
periférico, bloqueou o efeito antinociceptivo do EBHF. Estes dados sugerem uma possivel ag@do

periférica na atividade antinociceptiva do EBHF.






I o

As plantas medicinais vém sendo utilizadas por povos de varias civilizagdes ha mais de 5 mil anos. Os
egipcios documentaram em papiros o uso de aproximadamente 700 drogas. No periodo Védico da
India. 1000 anos a.C. foram registradas mais de 1000 ervas, muitas delas ainda em uso pela medicina

Ayurvedica (Cordell, 1993; Phillipson, 2001).

A investigacio de espécies vegetais, utilizadas popularmente durante séculos de uso medicinal
empirico, resultou em alguns avangos terapéuticos. No fim do século XIX e inicio do século XX foram
isolados os primeiros compostos de produtos vegetais, incluindo alcaléides como morfina. estricnina e
quinina (Hamburger e col, 1991; Phillipson, 2001). Atualmente estima-se que substancias derivadas de
plantas constituem aproximadamente 25% do receituario medico nos paises industrializados, sendo que
50% dos medicamentos utilizados sdo de origem sintética e os 25% restantes referem-se as outras

fontes de produtos naturais (minerais, microbiolégicos. entre outros) (Cragg e col, 1997: Carvalho.

2001; Rates, 2001).

De acordo com os dados presentes no Relatorio da Organizagdo Mundial da Saude (1995). grande parte
da populagdo dos paises em desenvolvimento fazem uso rotineiro das plantas medicinais nativas no
cuidado primario a saude (Cragg e col. 1999). E estimada a presenca de aproximadamente 250.000
espécies de plantas superiores em todo o mundo. Entretanto, dados disponiveis revelam que apenas
17% das plantas foram estudadas quanto ao seu potencial medicinal (Hamburger e col, 1991:Cragg e
col. 1999). Portanto, as espécies vegetais constituem uma rica fonte de novas moléculas a serem

exploradas como drogas convencionais no futuro (Rates. 2001).
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O processo de estudo de uma planta é longo e multidisciplinar, envolvendo botanicos. quimicos,
farmacognostas, agrénomos, médicos, farmacéuticos, farmacologos, toxicologos, administradores,
publicitarios e advogados. Este estudo inicia-se com a selegdo da espécie, sendo esta uma etapa crucial
no sucesso da investigagdo. A escolha pode ser baseada em consideragdes quimiotaxondmicas ou em
informagdes etnofarmacoldgicas. As espécies selecionadas pelo uso na medicina popular apresentam
grande chance de conter compostos biologicamente ativos. Segundo alguns autores, existe uma estreita
correlagdo entre a atividade anticancerigena e plantas usadas pela medicina popular com esta finalidade

(Hamburger e col, 1991; Chang, 2000).

O aperfeigoamento dos processos de purificacdo e isolamento aliados as técnicas de espectometria de
massas, espectroscopia no ultravioleta e infra-vermelho e ressonancia magnética nuclear tém
possibilitado a elucidagao de estruturas moleculares complexas de constituintes naturais (Calixto, 2000;
Chang, 2000, Rates, 2001). Além disso, o desenvolvimento de métodos de manejo, cultivo e
melhoramento genético representam uma nova tendéncia no estudo de plantas medicinais. pois

asseguram maior qualidade e eficacia aliadas a manutencdo do equilibrio dos ecossistemas (Calixto,

2000).

O interesse na pesquisa de novas substincias ativas de origem vegetal tem aumentado
significativamente. Varias empresas privadas e organiza¢des governamentais tém instituido projetos de
pesquisas nesta area (Calixto, 2000). E importante salientar que, na década de 70, nenhuma das 250
maiores companhias do ramo farmacéutico do mundo mantinham qualquer programa de pesquisa na
area de produtos naturais e atualmente, pelo menos metade delas introduziram este tipo de pesquisa

como uma de suas prioridades (Fellows. 1992, Calixto, 2000).
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Diversos fatores colaboram para esse aumento de interesse: estudos sobre a diversidade e preservacao
das espécies, acesso restrito da maioria da populagio aos medicamentos modernos, fazendo com que as
vias alternativas mais baratas sejam oferecidas (Hamburger e col, 1991; Cragg e col. 1999, Calixto,
2000). Por outro lado, a falta de informag@o e o mau uso dos medicamentos geralmente provocam o
aparecimento de efeitos colaterais graves ou entdo o insucesso do tratamento, causando descrenca em
sua eficacia. Acompanhando esses fatos, o ressurgimento de praticas alternativas (cromoterapia, florais,
homeopatia, medicina chinesa. medicina ayurveda e outros) de eficacia duvidosa, muitas vezes
prometem milagres sem ocorréncia de efeitos colaterais, colaborando com a disseminagdo da falsa

crenca na absoluta seguranga dos produtos naturais (Carvalho, 2001: Calixto, 2000).

O retorno aos estudos das espécies vegetais deve-se também a grande eficicia clinica de algumas
substdncias antitumorais obtidas de plantas, como os alcaldides da vinca. extraidos da Catharanthus
roseus e os taxoides extraidos de Taxus brevifolia e Taxus baccata. O NCI (Nacional Cancer Institute,
EUA) tem avaliado mais de 50 000 amostras de plantas em testes de atividade anti-HIV e 33 000
amostras para atividade antitumoral (Rates, 2001). Estudos recentes revelaram novos principios
vegetais com atividade antiproliferativa. Entre eles. substancias isoladas da Cephalotaxus harringtonia
e de espécies da familia Apocynaceae tém mostrado eficacia contra leucemias e cancer de mama,
respectivamente (Cragg. 1999). Outro aspecto importante € a obtengao de compostos que. apesar de
apresentarem potencial terapéutico limitado, podem ser utilizados como matéria prima inicial para a
obtencdo de produtos semi-sintéticos com atividade farmacologica mais pronunciada (Rates. 2001).
Como exemplo, pode ser citado o desenvolvimento do atracurio a partir dos alcaldides do curare,

obtidos de Chondrodendron tometosum e dos anestésicos locais a partir da cocaina (Waigh. 1988).
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O Cerrado compreende 25% do territorio brasileiro e caracteriza-se pela baixa fertilidade do solo e
predominio de uma longa estag@o seca, que condicionam o desenvolvimento de um tipo peculiar de
vegetagdo. muito atraente pela riqueza em espécies medicinais e pela beleza dos aspectos estéticos que

apresenta (Ferri, 1969).

A viabilidade do potencial medicinal das espécies do Cerrado passa, em primeiro plano, pelo processo
de resgate de informagdes, identificagio das espécies existentes e sua disponibilidade para pesquisa. A
partir do conhecimento empirico tradicional destes vegetais. descobertas benéficas 4 medicina tém sido
feitas. Mors e col (1966) detectaram uma agio profilatica do 6leo dos frutos de Prerodon pubescens no
combate a infecgdo de cercarias de Schistosoma mansoni. Outro exemplo sdo as furanocumarinas

obtidas da Brosimum gaudichaudii, utilizadas no tratamento do vitiligo (Pozetti & Bernardi, 1971).

Alvo de estudo deste projeto, a Plathymenia reticulata Benth. (Leguminosae) € conhecida vulgarmente
como vinhatico e distribui-se em diversas regides do Cerrado brasileiro. As espécies desse género
apresentam folhas bipinadas, flores pequenas dispostas em espigas cilindricas, frutos em vagens e
sementes aladas. O vinhético € muito apreciado por sua madeira bonita, de cor amarela. duravel e facil

de trabalhar, sendo muito utilizada na marcenaria ( Pio Corréa. 1969).

A infusdo em 4gua fria da entrecasca obtida do caule desta arvore é utilizada popularmente no
tratamento de diversos processos inflamatorios. Estudos quimicos realizados com o género
Plathymenia indicam a presenga de ésteres diterpénicos (metil vinhaticoato e acetato de vinhaticil)
como sendo as principais substancias isoladas do extrato hexanico da madeira. Foi detectada também a

presenca de 6:7:3’4’-Tetrahidroxiflavona (Plathymenin) e 2:4:5:3’:4’-Pentahidroxichalcona
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(Neoplathymenin) (King e col 1953; Matos e col 1984). Nio existem registros relacionando estes

constituintes com a provavel acdo antiinflamatoria de Plathymenia reticulata.






Inflamacdo e Dor

A 1nflamag¢do € uma resposta complexa a estimulos exogenos e enddgenos que sdo capazes de gerar
agressdo celular. A resposta geralmente ¢ acompanhada de sinais e sintomas clinicos como calor. rubor.
edema e dor. Calor e rubor estio relacionados com o aumento do fluxo sanguineo local e o edema com

o aumento da permeabilidade vascular e infiltracao celular (Guallilo e col, 2000).

A percep¢do da dor envolve a participagdo de mecanismos periféricos ou centrais, dependentes da
intensificacdo da transmissdo no corno dorsal da medula e vias sensitivas superiores. O sistema
nociceptivo periférico € formado por nociceptores polimodais e os estimulos sdo propagados através de
fibras aferentes primarias C ou fibras A-3. (Carr e col, 1999; Foxwell e col, 2001). A dor que
acompanha o processo inflamatorio resulta, provavelmente da sensibiliza¢do de nociceptores produzida
por alteracdes fisicas como pressao decorrente da formagdo de edema. alteracdes quimicas como a
sintese de prostaglandinas, serotonina, bradicinina e aminoacidos excitatorios e alteracdes

imunologicas com a participacao de citocinas (Carr e col, 1999).

A reagio inflamatoria consiste em reag¢des inatas e em reacgdes imunologicamente especificas. A maior
fun¢@o do sistema imune é proteger o hospedeiro da invasao de patégenos (Laskin e col, 2001). As

reacOes inatas podem ser divididas em eventos vasculares e em eventos celulares.

Durante os eventos vasculares sdo gerados mediadores quimicos pelas células. sendo que esses
mediadores regulam os eventos vasculares e celulares (Sim, 1994). Os eventos vasculares envolvem
uma vasodilatagdo arteriolar que aumenta o fluxo sanguineo no tecido inflamado e a exsudacgdo de

liquido (edema), através da acdo de agentes que elevam a permeabilidade vascular, como as
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prostaglandinas, bradicinina, histamina e fator de ativacdo plaquetaria (PAF) (Vane e col, 1998). Esse
exsudato liquido contém vérios mediadores que influenciam as células adjacentes e 0s proprios vasos
sanguineos. Estes incluem os componentes das cascatas enzimaticas dos sistemas complemento,
fibrinolitico e de coagulagdo (Coltren, 1992). A ativagéo da cascata do sistema complemento por
microorganismos gera componentes (C1 a C9 ) que promovem a liberagdo de mediadores inflamatorios
de mastdcitos e/ou fatores quimiotaticos para leucécitos facilitando também a fagocitose (Okabe e col.,

2000: Monsinjon e col., 2001).

A resposta imunologicamente mediada torna a resposta defensiva ao hospedeiro nido apenas mais
eficaz. como também mais especifica ao patogeno invasor: os linfocitos B para produgio de anticorpos
e os linfécitos T sdo importantes na inducéo da resposta imune (Roitt, 1994). Os linfécitos representam
a primeira linha da defesa imunolégica, em resposta ao dano tecidual. Essas células migram ao lugar da
injuria e iniciam a resposta inflamatéria. Quando adequadamente orquestrada, esta resposta leva a
destrui¢do do patdgeno invasor e reparo tecidual: quando ndo, a resposta inflamatoria torna-se cronica

(Laskin e col, 2001).

Os principais mediadores quimicos que participam do processo inflamatorio sdo:

1) Histamina

A histamina é uma amina basica, a 2-(4-imidazoil)-etilamina, sintetizada a partir da histidina pela L-
histidina descarboxilase, e encontrada em mastécitos. basofilos e plaquetas (Hebert e col, 2001). E
liberada por exocitose durante as reacdes inflamatorias ou alérgicas com a participacdo de componentes
do sistema complemento (C3a e C5a), IgE, citocinas (IL-1 e IL-8) e neuropeptideos (substancia P)
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(Schwartz, 1994; Schaefer e col, 1998; Okabe e col, 2000). A substancia P e o peptideo relacionado ao

gene da calcitonina liberados por neurdnios aferentes promovem a inflama¢do em virtude de seus
efeitos sobre os vasos sanguineos além de induzir a degranulagdo dos mastocitos. liberando mediadores
quimicos e também induzindo a infiltracdo de granulécitos (Okabe e col., 2000). Esse mecanismo
conhecido como inflamagdo neurogénica atua no sentido de amplificar e manter a reagio inflamatoria.

bem como a ativa¢ao das fibras aferentes nociceptivas.

A histamina desempenha um importante papel na resposta inflamatoria aguda. Seus efeitos sdo
produzidos através da ligagdo a receptores histaminicos especificos associados a proteina G e
distinguidos através de antagonistas seletivos (Schaefer e col, 1998, Backker e col, 2000). Os
receptores H; localizam-se nas células endoteliais e na musculatura lisa vascular e sua estimulagéo leva
a vasodilatacdo, aumento da permeabilidade vascular e aumento da adesdo de neutrofilos ao endotélio
(Schaefer e col, 1998: Nakahara e col, 2000). Estudos sugerem que a histamina pode também contribuir
na nocicep¢do provavelmente através de receptores H;. presentes em neurdnios aferentes primarios
(Hebert e col, 2001). Os efeitos da histamina no relaxamento vascular sio complementados pela
producdo de 6xido nitrico e participacdo do receptor H; associado as c€lulas musculares lisas (Jansen-
Olesen, 1997). A histamina também estimula a secre¢do acida gastrica por sua acio sobre os receptores
H> (Norlen e col. 2000). Os receptores H; aparentemente estdo localizados no sistema nervoso central

e periférico (Tozer e col, 1999).

2) Cininas

As cininas (bradicinina e calidina), sdo formadas respectivamente na corrente sanguinea e em diversos

tecidos a partir de substratos protéicos endogenos, 0s cininogénios, pela a¢do da calicreina protease
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(Medeiros e col, 2001). Sao liberadas por lesdo tissular, reacoes alérgicas, infecgdes virais e participam
da resposta inflamatéria e da hiperalgesia através da interagdo com receptores B; e B, (Calixto e col.

2000).

O receptor B, é amplamente distribuido nos tecidos periféricos e central, é constitutivo e medeia a
maioria de efeitos fisiolégicos das cininas, sendo a bradicinina o ligante de maior afinidade (Medeiros e
col, 2001). Com apenas algumas excegdes, 0 receptor B; nio é expresso em nivel significante em
tecidos normais, mas sua indugdo ocorre rapidamente em condi¢des patolégicas ou pela agdo de

agentes pro-inflamatérios como citocinas ou lipopolissacarideos (Medeiros e col, 2001).

A ativagdo destes receptores promove vasodilatagio, aumento da permeabilidade vascular, migracao
celular através da liberagdo de histamina, prostaglandinas (PGE, e PGI,), citocinas (IL-1 B, IL-6, IL-8 e

TNF-0) e radicais livres de diversas células (Calixto e col. 2000).

A hiperalgesia induzida pela bradicinina é, em parte. dependente da interacdo com receptores B; e
envolve também a libera¢do de mediadores inflamatérios de macréfagos e leucdcitos. Por outro lado.
receptores B, acoplados a proteina G s@o encontrados em neurdnios sensitivos e induzem a ativacio da
fosfolipase C, gerando os segundos mensageiros inositol-trifosfato (IP3) e diacilglicerol (DAG), que
por sua vez ativam a proteina quinase C (PKC). A PKC € responséavel pela hiperexcitabilidade

produzida pela bradicinina nas fibras sensitivas aferentes (Calixto e col, 2000).

3) Sistema Complemento
Os componentes do sistema complemento estdo presentes no plasma sob a forma inativa, sendo a

ativacdo do componente C; a etapa fundamental para o desempenho das funcdes biolégicas do
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complemento. Esta ativagdo ¢ resultado de um conjunto de condi¢des patologicas que incluem doencas
auto-imunes. ataques microbianos e enzimas proteoliticas presentes no exsudato inflamatério. A
clivagem do C; gera dois fragmentos denominados Csza e Csb. O C3b forma a Cs convertase que,

interagindo com o Cs libera o Csa (Kilgore, e col, 1998; Jagels e col, 2000; Monsinjon e col, 2001).

Tais peptideos bioativos sdo responsaveis por diversos eventos da resposta inflamatéria aguda. A
fracdo Csa do complemento aumenta a permeabilidade vascular e promove vasodilatagdo por liberar
histamina de mastdcitos. além de atuar como opsonina favorecendo a fagocitose de bactérias por
neutrofilos e macrofagos (Lima, 1994; Monsinjon e col, 2001). O componente Csa é um poderoso
agente quimiotatico para neutréfilos, eosindfilos, mondcitos e baséfilos. Além disso, contribui para a
adesdo leucocitaria ao endotélio através da regulacdo de P-selectina e B, integrina. O Csa ativa
também a via lipoxigenase do metabolismo do 4cido araquidonico em neutrofilos e mondcitos,

intensificando a liberacdo de mediadores inflamatorios (Jagels e col, 2000).

4) Citocinas

As citocinas sdo polipeptideos que exercem seus efeitos em baixas concentragdes e sdo produzidas
principalmente por macrofagos e linfocitos T e B ativados. Os efeitos produzidos por essas substancias
dependem do tempo e do local onde sdo liberadas, da presenga de elementos agonistas ou antagonistas
e do receptor de superficie celular. Uma vez ligadas a receptores especificos iniciam suas a¢des que

incluem a sintese de outras citocinas (Mayers e col, 1998; Opal e col, 2000).



Na fase inicial da resposta inflamatéria, caracterizada pela infiltragdo leucocitaria, varias citocinas sao
produzidas por neutréfilos, entre elas: fator de necrose tumoral (TNF), interleucinas (IL-IpB, IL-8 e IL-

Ireceptor antagonist) (Matsukawa e col. 1999).

O efeito mais importante das citocinas na inflamacio é sobre o endotélio através da sintese de
moléculas de adesdo, do 6xido nitrico e de eicosandides. A interleucina 1 (IL-1) e o TNF induzem
ainda respostas sistémicas de fase aguda gerando hipertermia (Dworski e col, 1997). A IL-8, induzida
por IL-1 e TNF -a estd envolvida na quimiotaxia para neutréfilos (Matsukawa e col. 1999). A IL-1 ra
(IL-Ireceptor antagonist) ¢ uma citocina inflamatéria produzida por monécitos e macréfagos que inibe
especificamente IL-1 o e IL-1B. Estas citocinas inibitérias desempenham um papel importante no
controle de varias condigdes clinicas caracterizadas por uma resposta inflamatéria exacerbada, como na
artrite reumatoéide. Outras citocinas antiinflamatérias incluem IL-3, IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10 e sdo
capazes de limitar a produgdo de prostaglandinas e a hiperalgesia produzida principalmente por TNF-a

e IL-1B (Opal e col, 2000; Ribeiro e col, 2000).

5) Fator de Agregagdo Plaquetdria (PAF)

O PAF ¢ sintetizado a partir de fosfolipideos de membrana por ativagdo de fosfolipases (PLA,) em
consequéncia da liberagdo de histaminas, trombinas e leucotrieno B4 (Yedgar e col, 2000). Além de ser
um potente vasodilatador, aumenta a permeabilidade vascular por contracdo das células endoteliais,
estimula a agregacdo plaquetaria, promove a liberagdo de tromboxano A, e do contetido granular
plaquetédrio e ainda estimula as enzimas lisossomicas para produgdo de superoxidos (Kilgore e col,

1998; Tiemann e col, 2001).



6) Oxido Nitrico (NO)

A func@o fisiologica do NO foi descoberta originalmente na circulacdo ao demonstrar-se que o fator
relaxante derivado do endotélio podia ser explicado quantitativamente pela formagao de NO pelas
células endoteliais (Janero, 2000). Desde entdo, um grande nimero de estudos experimentais sugerem a

importancia do NO na fungdo cardiovascular (Goumas e col., 2001).

O o6xido nitrico € um mediador inflamatério sintetizado a partir da L-arginina, do oxigénio molecular e
do NADPH através de reagdes catalisadas por uma familia de enzimas conhecidas como éxido nitrico
sintase (NOS) (Janero, 2000). Existem trés isoformas de NOS, sendo duas formas constitutivas (NOSc)
expressas no endotélio (NOSe) e a nivel neuronal (NOSn), dependentes de célcio e de calmodulina e
uma terceira isoforma induzivel (NOSIi), calcio/calmodulina independente (Dolan e col, 2000; Goumas
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A formacdo de NO influencia varias classes de biomoléculas, resultando na ativagdo de guanilato-
ciclase e formacdo de segundos mensageiros intracelulares. Através de uma cascata de quinases. o
aumento na concentracdo de monofosfato ciclico de guanosina (GMPc) promove o relaxamento de
células endoteliais e consequentemente produz vasodilata¢do. Acredita-se que histamina e bradicinina

induzem a liberag¢@o de NO, contribuindo com os efeitos sobre o endotélio vascular (Patel e col, 1999).

O NO e prostaglandinas podem ser produzidos também pela ativagdo do aminoacido N-metil-D-
aspartato (NMDA), um receptor para glutamato. Juntamente com suas enzimas (principalmente NOSn
e COX-2). estes mediadores desempenham um importante papel na indu¢do e manutencido da
hiperalgesia gerada por processos inflamatdrios (Dolan e col, 2000). O 6xido nitrico pode ainda limitar
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a proliferagao celular através de uma agio citostatica reversivel, promovendo a apoptose e agindo

como uma citotoxina inespecifica (Janero, 2000).

Outro papel importante atribuido ao 6xido nitrico & a prevencdo e reparacdo de danos ao trato
gastrointestinal, promovendo a secre¢do de muco e bicarbonato e regulando o fluxo sanguineo a nivel

de mucosa, complementando o papel citoprotetor das prostaglandinas (Janero, 2000).

Por este motivo, o NO tem sido considerado um candidato terap€utico para a redugdo dos disttrbios
gastrointestinais provocado pelo uso crénico dos farmacos antiinflamatérios nio esteroidais (FAINES).
Estudos recentes revelam que a administragio oral conjunta de doadores de NO com o piroxicam
reduzem a extensdo dos efeitos toxicos a mucosa gastrica sem alterar suas propriedades

farmacocinéticas e analgésicas (Janero, 2000).

7) Eicosandides

O 4cido araquidonico, normalmente encontrado esterificado nos fosfolipidios de membrana ¢ liberado
mediante a ativacdo de fosfolipases celulares (PLA,) e da origem a diversos eicosandides que
desempenham papéis fundamentais no processo inflamatério (Yedgar e col, 2000). O 4acido
araquidonico livre é entdo convertido em prostaglandinas como PGG, e PGH, através da via
ciclooxigenase (COX). A PGH> € um substrato comum para a formacio de uma grande variedade de
prostanoides. que incluem PGE,, PGD, PGF,,. PGI (prostaciclina) e TXA, (tromboxano), sendo
produzidos por células endoteliais, leucécitos, plaquetas e mastécitos (Kam e col, 2000; Colville e col,

2000).
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As prostaglandinas exercem sua agdo através da ligag@o a receptores de superficie celular mediados
pela proteina G e por AMPc. Sao responsaveis por varios efeitos biolégicos: a PGE, promove
vasodilatagdo, citoprotegdo da mucosa gastrica além de aumentar a atividade algica da bradicinina e
estimular a produgao de esterdides pela supra-renal, liberando corticoides que participam do processo
inflamatorio. Nas plaquetas. a transformagao do 4cido araquidénico em TXA, desencadeia a agregaciao
plaquetaria e vasoconstricdo. A PGI, (prostaciclina), produzida na parede vascular promove

vasodilatagdo e € um potente inibidor da agregac@o plaquetaria (Cirino, 1998; Kam e col, 2000).

Um dos principais caminhos da oxida¢do enzimatica do acido araquidonico envolve a insercio do
oxigénio molecular no carbono 5 catalisada pela enzima 5-lipoxigenase, levando a formagdo do
eicosanoide S-hidroxiperoxieicosatetraenoico (5-HpETE), finalmente metabolizado em leucotrienos. O
leucotrieno A4 € transformado em LTB, através da LTA4 hidrolase que catalisa a adigdo de agua no
LTA4. O LTBs4 € precursor de uma importante classe de leucotrienos contendo cisteinil: LTC,4, LTD, e
LTE4 (cisteinil-leucotrienos). Estes cisteinil leucotrienos sdao conhecidos como “substancias de reacio
lenta da anafilaxia” (geradas no pulmdo durante a anafilaxia) e sdo sintetizados por células
inflamatorias como os eosinoéfilos, mastocitos. basofilos e macréfagos. causando contracdo do musculo
liso. Além disso funcionam como mediadores de reacdo de hipersensibilidade aguda, incluindo asma

(Hevko e col, 2001).

O leucotrieno B4 € um potente quimiotatico de leucdcitos polimorfonucleares, promovendo a aderéncia
de neutréfilos (Oketani e col, 2001). A habilidade dos leucécitos polimorfonucleares de se aderirem ao
endotélio € mediada por varias moléculas de adesdo, como as selectinas, presentes no tecido endotelial

(Belch e col. 2000). Além de poderosos agentes quimiotiticos, os leucotrienos aumentam a
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permeabilidade vascular, produzem vasodilatagio e contragio da musculatura lisa intestinal e

bronquica (Lima, 1994; Kam e col, 2000).

Vane, em 1971, demonstrou que os farmacos antiinflamatorios nio esteroidais (FAINESs) produzem seu
efeito terapéutico através da inibi¢do da enzima ciclooxigenase (COX) e, consequentemente, da sintese
de prostaglandinas. Este fato desencadeou um crescente interesse no mecanismo de acdo fisiologico e
patoldgico desta enzima e atualmente o desenvolvimento de técnicas de pesquisa nesta area tem
conseguido elucidar novos aspectos que abrangem a resposta inflamatéria (Vane e col, 1998: Colville e

col, 2000).

A ciclooxigenase apresenta duas isoformas: a COX-1 é uma enzima constitutiva e expressa em Varios
tecidos, produzindo niveis baixos de prostaglandinas responsaveis pela regulacdo da fungdo gastrica e
renal, ativagio plaquetaria e manutengio da homeostase vascular; a COX-2 é uma isoforma induzida
em resposta a estimulos que incluem lipopolissacarideos, citocinas (IL-1, TNF), interferons e fator
ativador de plaquetas (FAP), contribuindo também para a hiperalgesia e expansao do processo
inflamatério (Vane e col, 1998; Kam e col, 2000; Ochi e col, 2000; Brooks e col, 2000; Sjodahl, 2001).
Esta distin¢do entre as duas isoformas da COX apresenta algumas exce¢des. pois COX-1 pode ser
induzida sob certas condi¢oes e a COX-2 é constitutivamente expressa em células de tecido cerebral,

traqueéia e rins (Langerbach e col, 2000; Sjédahl, 2001).

Estudos recentes apontam para a provavel existéncia de uma terceira isoforma, a COX-3 , alvo de acéo

do paracetamol, que tem atividade analgésica e antipirética com pouca a¢io antiinflamatoria (Vane e

col, 1998; Botting e col, 2000).

58



Rovisin @(MW@ 7

Os FAINEs sdao amplamente utilizados em todo mundo por sua eficacia terapéutica no combate 2
inflamagao e dor. Aproximadamente 70 milhdes de prescricdes médicas para utilizagio destas drogas
sdo produzidas nos Estados Unidos, excluindo-se nesta estimativa os medicamentos vendidos em

consequéncia da auto-medicacdo (Amann e col, 2000; Hawkins e col, 2000).

Entretanto. os FAINEs sdo também conhecidos por seus efeitos adversos que incluem danos ao trato
gastrointestinal e a circulagdo renal. A inibicdo da COX-1 bloqueia as prostaglandinas (PGE, e PGI,)
responsaveis por controlar a secre¢do acida gastrica e secrecdo de muco e bicarbonato (Hawkins e col,
2000; Whelton e col. 2001). Além disso, a diminuicdo na produgdo de prostaglandinas aumenta a
adesdo de neutrofilos ao endotélio vascular devido ao aumento na sintese de leucotrienos, promovendo
obstru¢do do fluxo sanguineo e tornando a mucosa gastrica susceptivel ao ataque de radicais livres

gerados por neutrofilos ativados (Hawkins e col, 2000; Whelton e col. 2001).

Alguns FAINEs causam ainda danos a mucosa gastrica através de um efeito local. Drogas acidas como
a aspirina tornam-se lipossoluveis em baixo pH. Administradas oralmente, podem atravessar a barreira
lipidica de c€lulas da mucosa gastrica. No pH intracelular perdem a lipossolubilidade e ficam retidas,
desorganizando a funcdo celular provavelmente por inibir a fosforilacdo oxidativa mitocondrial. As

células tornam-se entdo sensiveis ao ataque acido (Hawkins e col, 2000).

Nos ultimos anos. varias pesquisas estdo direcionadas para o desenvolvimento de uma nova categoria
de medicamentos - os inibidores seletivos da COX-2, que possam diminuir os efeitos colaterais que
limitam o uso de FAINEs convencionais, como a aspirina, diclofenaco, piroxicam. naproxeno e
ibuprofeno (Willoughby e col, 2000). O meloxican, que parece inibir preferencialmente a COX-2 é
considerado um potente antiinflamatério causando menores danos a mucosa gastrica (Engelhadt e col,
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1996: Vane e col, 1998; Hawkins e col, 2000). Outro inibidores especificos para COX-2 (celecoxib.
rofecoxib) administrados a pacientes com osteoartrite ou artrite reumatéide em testes clinicos tém se

mostrado eficazes com menor incidéncia de efeitos colaterais no trato gastrointestinal (Hawkins e col,

2000; Brooks e col, 2000; Kam e col, 2000).

Os inibidores de COX-2 tém sido avaliados também quanto ao seu potencial antiproliferativo em
ensaios in vitro e in vivo. Esta enzima encontra-se presente em células neoplasicas bem como na
neovasculatura de alguns tumores humanos. entre eles mama, colon, prostata e figado (Zimmermann e
col, 1999: Liu e col, 2000; Sjodahl, 2001). Varios trabalhos tém demonstrado a participacdo da
aspirina, um antiinflamatorio nao esteroidal inibidor da ciclooxigenase, na reducio dos riscos de cancer

de colon intestinal (Masferrer e col, 2000).

As primeiras evidéncias que os eicosandides pudessem participar no desenvolvimento do cancer de
prostata, concentraram-se em dados epidemioldgicos entre o alto consumo de carne vermelha e o risco
em desenvolver esse tipo de cancer. Produtos de origem animal contém acido araquidonico ao
contrario dos de origem vegetal (Myers e col, 2001). O acido 12-hidroxi-tetraeicosanoico (12-HETE),
5-HETE e PGE,. eicosanoides formados a partir do acido araquidénico parecem possuir um papel

importante na biologia do céncer de prostata. (Myers e col, 2001).

Estudos realizados em células de tumor coloretal demonstraram que a COX-2 € responsavel pelo
aumento nas concentracdes de prostaglandinas, principalmente PGE; O provavel mecanismo de acdo
dos inibidores de COX-2 seria entdo, promover a apoptose celular através do bloqueio da producio de

PGE,, mediador inflamatério com importante papel no crescimento e manutencdo de tumores, por
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induzir a angiogénese necessaria para o suprimento de oxigénio e nutrientes de células neoplasicas

(Masferrer e col, 2000; Liu e col, 2000; Sjddahl, 2001).
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Olsetivos

Tendo em vista a utilizagdo popular das cascas de P. reficulata e as poucas referéncias bibliograficas

relacionadas a sua provavel agéio medicinal, o presente trabalho teve como objetivos:

e Avaliar a atividade farmacologica dos extratos brutos obtidos da entrecasca de Plathymenia

reticulata em modelos experimentais de inflamagéo, cancer e algesia.

e Determinar as fracdes ativas e identificar os grupos quimicos presentes nos extratos.
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MATERIAIS

1. COLETA DO MATERIAL VEGETAL

A entrecasca do caule de Plathymenia reticulata foi coletada de espécies encontradas no municipio de
Senador Canedo, Estado de Goias (figura 1) e amostras da planta foram identificadas pelos professores
Heleno Dias Ferreira e Lourdes Cardozo Laureano. Uma exsicata de P. reticulata esta depositada no
Herbario do Departamento de Botanica do Instituto de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de

Goiés (UFG) sob namero 22. 973.
A entrecasca do caule da Plathymenia reticulata foi seca em estufa ventilada a 40°C (Fabbe). Apods

secagem, O material vegetal foi pulverizado através do uso de moinho de facas (MRO30) e

posteriormente armazenado em sacos pldsticos sob vacuo.
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Figura 1: Exemplar de Plathymenia reticulata Benth. coletada no municipio de Senador Canedo,

Estado de Goias
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2. MATERIAL QUIMICO

2.1 Drogas
Carragenina (tipo IV); dexametasona: indometacina ( Sigma Chem. Co. — USA); morfina; (Cristalia
Produtos Quimicos Farmacéuticos Ltda); heparina (Liquemine — Roche, Brasil); hidrocloreto de

naloxona. naloxona methiodide, hidrocloreto de loperamida ( Sigma Chem. Co. — USA).

Todas as drogas foram solubilizadas em solugo salina (NaCl 0.9%). Na dissolu¢do da indometacina e

morfina usou-se 0.5% de tween 80.

2.2 Solventes e Reagentes

Alcool etilico absoluto. formaldeido, tween 80, cloreto de soédio, cloreto de mercurio, cloreto de
potassio, hidroxido de sodio, fosfato monobasico de potassio, sulfato de sodio anidro (Labsynth —
Brasil); dcido acético glacial. 4cido cloridrico, anidrido acético, diclorometano, acetato de etila, fosfato
monobasico de sodio (Merck — Alemanha); sulforrodamina B; tampéo tris base (Sigma Chem Co —
USA); éter etilico (Nuclear): acetona, acido sulfurico (Chemco); o6leo de croton (Botica Veado
d’ouro); hidréxido de aménio (Cinética Quimica Ltda); iodeto de potassio (Qeel Industrias Quimicas
Itda); reagente de Liebermann-Burchard (1 mL de anidrido acético e 3-4 gotas de acido sulfurico );
reagente de Mayer (1.35 g de cloreto de merctirio em 60 mL de agua; 5 g de iodeto de potassio em 20

mL de dgua. Misturar as duas solu¢des completando o volume para 100 mL com agua).
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3. LINHAGENS CELULARES

As células utilizadas neste trabalho sio originérias de neoplasias humanas e foram cedidas ao

CPQBA pelo “National Cancer Institute” (NCI - USA) (Tabela 1). As células foram mantidas em

frascos de cultuta de 25 cm” (Nunc®). com 5 mL de meio RPMI (Gibco®) suplementadas com 5% de

soro fetal bovino (SFB). incubadas em estufa a 37 °C. 5% de CO» e 100% de umidade.

Tabela 1: Linhagens celulares tumorais humanas utilizada na triagem do efeito antiproliferativo.

Tipo celular

Nome

Pulmio

Mama

Mama

Melanoma

Oviario

Coélon

Prostata

Renal

NCI-460
MCF 7
NCI-ADR ~
UACC-62
OVCAR-03
HT-29
PC-03

786-0

*linhagem celular que expressa o fenétipo de resisténcia a multiplas drogas.
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4. ANIMAIS

Os animais foram adquiridos do Centro de Bioterismo da UNICAMP (CEMIB) e mantidos em cAmaras
com temperatura controlada (20+2° C) em ciclos claro-escuro de 12 horas, com 4gua e racdo ad libitum.
Foram utilizados ratos Wistar machos, adultos (150-180g) e camundongos albinos Swiss machos,
adultos (25-35g) aclimatados as condi¢des do laboratério por 7 dias, sendo agrupados ao acaso, em

grupos de até 10 animais submetidos a jejum de 12 horas.

METODOS

1. PROCESSAMENTO FITOQUIMICO

1.1 Obtencao dos Extratos Brutos de Plathymenia reticulata

1.1.2 Extrato bruto hidroalcodlico obtido por extracao a frio

O po da entrecasca de Plathymenia reticulata (200g) em 350 mL de &lcool etilico a 70 % foi submetido

a maceragdo dinamica durante 4 horas. Apds filtrag@o a vacuo, o residuo foi retomado em 350 mL do

solvente para um novo periodo de 4 horas de extracdo. Esse procedimento foi repetido mais uma vez,

sendo que ao final das 12 horas os volumes resultantes das extracdes foram reunidos e concentrados

sob vacuo até a remoc¢do do etanol. O volume restante foi liofilizado (Liofilizador modelo Virtis BT
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8XL) fornecendo 73,7 g (37% de rendimento) de um residuo denominado extrato bruto hidroalcoélico

a frio (EBHF).

1.1.3 Extrato bruto hidroalcoélico obtido por extracio a quente

O p6 da entrecasca de Plathymenia reticulata (200g) foi extraido a 70°C em 350 mL de alcool etilico a
70 %, através de aquecimento em baldo de vidro acoplado a um condensador de refluxo por duas horas.
Apbs filtragdo, o residuo foi retomado em 350 mL do solvente para um novo periodo de duas horas de
extragdo. Esse procedimento foi repetido mais uma vez, sendo que no final deste periodo os volumes
resultantes das extragdes foram reunidos e concentrados sob vacuo até a remog¢ao do etanol. O volume
restante foi liofilizado (Liofilizador modelo Virtis BT 8XL) fornecendo 96.4 g (46% de rendimento) de

um residuo denominado extrato bruto hidroalcoélico a quente (EBHQ).

1.1.4 Extrato bruto Acetato de Etila

O p6 da entrecasca de Plathymenia reticulata (250g) foi extraido com acetato de etila (500 mL) em
aparelho Soxhlet até esgotar o material vegetal. O solvente organico foi eliminado sob véacuo até a
remoc@o do acetato de etila, fornecendo 2.0 g (0.8% de rendimento) de um residuo denominado extrato

bruto acetato de etila (EBAE).

1.2 Triagem fitoquimica
Os extratos brutos hidroalcodlicos (EBHQ e EBHF) obtidos entrecasca de Plathvmenia reticulata

foram analisados segundo metodologia descrita na figura 2.
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Figura 2: Triagem Fitoquimica para verificagdo dos principais grupos quimicos

presentes nos extratos hidroalcodlicos de Plathymenia reticulata.
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1.3 Fracionamento do Extrato Bruto Hidroalcoélico a Frio (EBHF)

1.3.1 Isolamento da fragao basica

O extrato bruto hidroalcodlico (EBHF) de Plathymenia reticulata (30 g) foi dissolvido em 500 mL de
acetato de etila e extraido com HCI IN (200 mL; 3x) . As fases aquosas combinadas foram ajustadas a
pH 14 com NaOH 4N. A fragdo bésica foi extraida com acetato de etila (3x 200 mL). A fase organica
foi concentrada sob vacuo fornecendo um residuo denominado fragdo bésica (FB : 350 mg : 1.17% de

rendimento)

1.3.2 Isolamento da fracao neutra

A fase organica livre de bases foi extraida com NaOH IN (200mL;3x). A fase organica combinada foi
filtrada em Na,SO4 anidro e concentrada sob vacuo, fornecendo 482 mg (1,67% de rendimento) de um

residuo denominado fragdo neutra (FN).

1.2.3 Isolamento da fracgao acida

A fase organica livre de bases foi extraida com NaOH IN (200 mL:3x). As fases aquosas foram
combinadas e ajustadas a pH 1 com HCI e extraidas com acetato de etila (200 mL;3x). A fracdo
organica combinada foi concentrada sob vacuo fornecendo 1,117 g (3,73% de rendimento) de um

residuo denominado fragao acida (FA).
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2. TESTES DE ATIVIDADE FARMACOLOGICA

2.1 Atividade Antiinflamatoria

2.1.1 Edema de pata induzido por carragenina

Neste experimento foram utilizados cinco ratos machos Wistar (100-150g. em jejum de 12h) ou seis
camundongos machos Swiss (25 - 30g, em jejum de 12h) por grupo. Um grupo foi tratado por via oral,
com os extratos brutos. outro com solugdo salina (NaCl 0,9%, 10 mL/kg) e o terceiro com
indometacina (10 mg/kg), utilizada como controle positivo. Apés 60 minutos, os animais foram
submetidos a uma inje¢do sub-plantar de 0.1 mL de carragenina 1% em solucdo fisiolégica na pata
traseira esquerda. O volume da pata do rato foi medido imediatamente antes e apds a injecdo do agente
edematogénico e em intervalos pré-estabelecidos. utilizando um hidropletismémetro (modelo 7150,
Ugo Basile, Italia) submergindo as patas esquerdas posteriores dos animais, até o maléolo lateral, em
um recipiente contendo uma solugdo salina 0,9%, conectado por um sistema de vasos comunicantes a
um outro menor, contendo um transdutor de volume ligado a um multimetro digital. As variagdes de
volume, mediante a imersdo das patas no recipiente maior, foram numericamente registradas no
multimetro digital nos tempos zero (imediatamente apos as inje¢des de carragenina) 30, 60, 120, 180,

240 e 300 minutos apoés a injegdo do agente flogistico (Winter e col., 1962).

As respostas edematogénicas foram expressas como aumento de volume da pata (mL), calculado por

subtragdo do volume basal. Os resultados foram apresentados como média + erro padrdo da média.

78



Matoriais e Métodos

para cada grupo de tratamento ou expressos como porcentagem de variagdo (aumento ou inibicio) do

volume total de edema em comparagio com o grupo controle.

2.1.2 Edema de pata induzido por carragenina em ratos adrenalectomizados

Ratos Wistar machos (130-180g) foram anestesiados com éter e adrenalectomizados bilateralmente
através de incisdo lateral no abdomen. Animais controle (falso operados) foram submetidos ao mesmo
procedimento cirtirgico, sem no entanto serem removidas as adrenais. Apos as cirurgias, os animais
adrenalectomizados (ADX) receberam ad libitum NaCl (0,9%) a fim de serem evitados os efeitos da
auséncia dos mineralocorticoides. e os falso operados (FO), dgua mineral. Decorrida uma semana do
procedimento cirurgico. os animais ADX e FO foram submetidos ao teste de edema de pata por

carragenina descrito anteriormente (Romay e col., 1998).

2.1.3 Edema de orelha induzido por éleo de croton

Neste experimento foram utilizados camundongos Swiss machos, pesando entre 25-35 g, separados em
grupos de oito animais, os quais foram tratados por via oral com os extratos brutos, solu¢do salina
(NaCl 0.9%, 10 mL/kg) e dexametasona (1 mg/kg), utilizada como controle positivo. Apds 60 minutos
dos tratamentos. foram aplicados 20 pL. de uma solugdo de 6leo de créton a 5 % em acetona P.A. na
superficie interna da orelha direita. Na orelha esquerda foi aplicado volume equivalente do solvente.
Apos 4 horas, os animais foram sacrificados por deslocamento cervical e por¢des padronizadas (6mm

didmetro) das duas orelhas foram retiradas. Cada uma delas foi pesada separadamente e a diferenca de
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peso foi considerada como o edema produzido pelo 6leo de créton (Tubaro et al, 1985 e

Schintarelli,1982).

2.1.4 Modelo de peritonite induzida por carragenina

Para este teste foram utilizados grupos de camundongos tratados pela via oral com o extrato bruto
hidroalcodlico a frio (EBHF) ou dexametasona (1 mg/kg) e indometacina (10 mg/kg) como controles
positivos do teste. Apés 60 minutos dos tratamentos, os animais foram injetados pela via i.p. com
carragenina (1%; 0,25mL). Apos 4 horas, foram sacrificados por anestesia etérea profunda e 2 mL de
PBS modificado (sem calcio e magnésio) heparinizado ( 10 UmL ) foram injetados na cavidade
peritoneal. Em seguida, 60 movimentos de massagem foram realizados na parede abdominal e a seguir,
o lavado peritoneal foi coletado para contagem, em camara de Neubauer, do nimero de leucocitos
totais migrados ( Ferrandiz e Alcaraz, 1991). Os resultados foram expressos como média do numero de

leucéeitos (x 10°/mL) de cada grupo experimental.

2.2 Atividade Antiproliferativa

A avaliag@o da atividade anticancer do extrato bruto foi realizada em oito linhagens tumorais humanas,
segundo a tabela 1. Desta forma, os extratos nas concentra¢des de 0.25: 2.5; 25 e 250 ng/mL foram
adicionados em placas de 96 compartimentos (Nunc®). contendo uma linhagem por placa. Apos um
periodo de incubagdo de 48 horas, a 37°C, 5% CO, e 100% de umidade (Forma®), as células foram
fixadas com 50 plL/compartimento de 4cido tricloroacético (TCA) 50%. Apos 60 minutos a 4°C, o

acido tricloroacético foi removido e a seguir as placas foram lavadas com agua corrente para, apos
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secagem, serem coradas com 50 pL/compartimento de sulforrodamina B (SRB) a 0,4%. O excesso de
SRB foi removido das placas apos 30 minutos, através de quatro lavagens consecutivas com acido
acético a 1%. Finalmente, o corante foi solubilizado por adi¢do de 150 pl/compartimento de tampao
trizma base (10uM). A leitura espectrofotométrica da absorbancia foi realizada por leitor de elisa a 540

nm (Labsystems Multiskan MCC/340) (Skehan e col, 1990).

2.3 Atividade Antinociceptiva

2.3.1 Teste das contor¢des abdominais induzidas pelo acido acético

Grupos experimentais de 6 a 8camundongos Swiss foram tratados com solug¢do salina 0,9%,
indometacina (10mg/kg). ou com os extratos brutos (EBHF, EBHQ e EBAE) de P. reticulata por via
oral. Apos uma hora, os animais receberam acido acético (1,2% 0,1mL/10g i.p.). As contra¢des da
parede abdominal seguidas de tor¢des do tronco e extensdo dos membros posteriores produzidas foram

contadas durante 15 minutos de avaliagdo experimental (Koster e col.,1959; Vacher e col.,1964).

2.3.2 Teste de algesia induzida por calor

Foram utilizados grupos de 6 a 8 camundongos Swiss submetidos a jejum de 12 horas. Os animais

foram tratados pela via oral ou intraperitoneal com solu¢@o salina 0,9 %, morfina (20mg/kg i.p.) como

controle positivo e com o extrato bruto (EBHF). Apés 30, 60, 90 e 120 minutos desta administracio, os

animais foram submetidos ao estimulo algico em placa quente com temperatura controlada de 56,5 +
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0.1°C, até que apresentassem o reflexo doloroso (lamber as patas dianteiras e/ou traseiras), quando foi

anotado o tempo de reacdo dos animais (Mazella et al,1991).

2.3.3 Teste da formalina

Foram utilizados grupos de at¢ 8 camundongos tratados pela via oral com o extrato bruto
hidroalcoolico a frio (EBHF) na dose de 1000 mg/kg. Um grupo experimental, controle positivo do
teste, foi tratado pela via oral (v.0.) com indometacina (10mg/kg). Apos 60 minutos dos tratamentos, 0s
animais receberam injecdo de 20ul de formalina 3% (formaldeido 1,2% em salina) na regido
intraplantar da pata posterior direita e foram colocados individualmente em contensores localizados em
frente a uma superficie refletora para facilitar a observa¢do. Em seguida foi medida a reatividade dos
animais, considerada como tempo gasto em segundos pelos animais lambendo ou mordendo a pata
injetada (Hunskaar e col, 1985). Os resultados foram expressos como médias dos tempos de reatividade

dos animais em segundos, durante os 45 minutos de avalia¢do experimental.

2.3.4 Modelo de dor neurogénica induzida pela capsaicina

Para este teste foram utilizados grupos de até 8 camundongos tratados pela via oral com o extrato bruto
hidroalcodlico a frio (EBHF) na dose de 1000 mg/kg. Um grupo experimental, controle positivo do
teste, foi tratado pela via oral (v.0.) com morfina (30mg/kg). Apés 60 minutos dos tratamentos, 0s
animais receberam inje¢do de 50pL de capsaicina diluida em salina (32pg/ml) na regido intraplantar
da pata posterior direita e foram colocados individualmente em contensores a semelhanca do item

anterior. Em seguida, o tempo gasto pelos animais lambendo ou mordendo a pata injetada foi medido
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durante os 5 primeiros minutos apds a inje¢do de capsaicina (Sakurada e col, 1992). Os resultados
foram expressos como médias dos tempos de reatividade dos animais em segundos, durante os 5

minutos de avaliacdo experimental.

2.3.5 Avaliacio da participagao do sistema opioidérgico no efeito analgésico de P. reticulata

Influéncia do tratamento com naloxona sobre o efeito analgésico do EBHF

Grupos experimentais de até 8 camundongos Swiss foram previamente tratados por via subcutanea com
salina ou com naloxona (5 mg/kg, s.c.), antagonista opidide nio seletivo, 15 minutos antes dos
tratamentos com o veiculo (salina 10 ml/kg, s.c), com o EBHF (1000 mg/kg, p.o.) ou com morfina (20
mg/kg, p.o.). controle positivo do teste. Decorridos 30 min (s.c.) ou 60 min (p.o.) dos tratramentos, 0s
animais receberam 4cido acético (1,2% 0,1ml/10g i.p.) e as contragdes da parede abdominal seguidas
de tor¢des do tronco e extensdo dos membros posteriores produzidas foram contadas durante 13

minutos de avaliagdo experimental.

Influéncia do tratamento com naloxona quaternaria (Methiodide) sobre o efeito analgésico

do EBHF

Grupos experimentais de até 8 camundongos Swiss foram previamente tratados por via subcutinea com
salina ou com naloxona quaterndria (20 mg/kg, s.c.), antagonista opi6ide periférico, 15 minutos antes
dos tratamentos com o veiculo (salina 10 mL/kg, s.c), com o EBHF (1000 mg/kg. p.o.) ou com

loperamida (20 mg/kg, p.o.), controle positivo do teste. Decorridos 30 min (s.c.) ou 60 min (p.o0.) dos
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tratamentos, os animais receberam é4cido acético (1,2% 0,1mL/10g i.p.) e as contracdes da parede
abdominal seguidas de tor¢des do tronco e extensio dos membros posteriores produzidas foram

contadas durante 15 minutos de avaliagio experimental a semelhanca do item anterior.

3. ANALISE ESTATISTICA

Todos os resultados foram submetidos a analise de variancia de uma unica via (ANOVA),

considerando-se como nivel critico p<0.05 para que fosse considerada diferenca significante entre os

grupos controle e tratados, seguida do Teste de Duncan, considerando-se 0 mesmo nivel critico.
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1. PROCESSAMENTO FITOQUIMICO

1.1 Obtencao dos Extratos Brutos de Plathymenia reticulata

O processo de obten¢do dos extratos brutos (EBHF, EBHQ e EBAE) de Plathymenia

reticulata estio representados nas figuras 3 e 4.

Entrecasca Seca

e moida
(200 g)
Etanol 70%
Extragao a ) Extracdo a
tials Evaporar a vacuo Quente
Liofilizar
Extrato Bruto Extrato Bruto
Hidroalcodlico a Frio Hidroalcodlico a Quente
(EBHF) (37%) (EBHQ) (46%)

Figura 3: Fluxograma de obtencdo dos extratos brutos (EBHF e EBHQ) a partir da

entrecasca seca e moida de Plathymenia reticulata.
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Entrecasca
Seca e moida
(250 g)

Extragdo em Soxhlet
3x500m L C,H;O,

Filtrar
Evaporar a vacuo

Extrato Bruto Residuo
Acetato de Etila (descartar)
(EBAE) (0.8%)

Figura 4: Fluxograma de obteng@o do extrato bruto acetato de etila (EBAE) a partir da

entrecasca seca e moida de Plathymenia reticulata.

1.2 Cromatografia em camada delgada

Os extratos brutos EBHF, EBHQ e EBAE obtidos da entrecasca de P. reticulada foram
analisados por cromatografia em camada delgada. Foram testados varios sistemas de
solventes para separagdo dos compostos presentes nos extratos, sendo o que produziu
melhor separagdo foi a mistura butanol (50%): acido acético (10%): agua (40%), revelando
a presenca de substancias polares nos extratos brutos hidroalcoélicos. As manchas foram
visualizadas utilizando o reagente anisaldeido ou PEG (polietilenoglicol). Este ultimo
revelou a presenca de mancha fluorescente (regido pontilhada) quando exposto a luz
ultravioleta (366 nm), indicando a presenga de compostos aromaticos de média polaridade

no extrato bruto acetato de etila. Os resultados estdo demosntrados na Figura 3.
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Figura 5: Cromatografia de camada delgada dos extratos EBHF, EBHQ ¢ EBAE obtidos
da entrecasca seca e moida de P.reticulata, utilizando como solvente uma
mistura de butanol (50%): acido acético (10%): agua (40%) e como revelador o

anisaldeido.

1.3 Triagem fitoquimica

Esteréides e Triterpenos: Negativo

A reacdo de Liebermann-Burchard da amostra nao apresentou anel verde com interface
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Teste para Saponinas Esteroidais ou Triterpénicas: Positivo.

Houve formagdo de pequeno “halo” de espuma, que se sustentou por 20 minutos.

Comparac¢do com padrdo de solasodina, saponina esteroidal bésica.

Teste para Cumarinas: Negativo

Nao houve fluorescéncia a luz UV, em 366 nm.

Comparagéo com padrio de cumarina.

Teste para Flavonoides: Positivo

Houve altera¢do na coloragdo da amostra, apos a adi¢do de limalhas de magnésio e HCI

10%.

Comparag@o com padrdo de Rutina.

Teste para Antracenosideos: Negativo

N&o houve aparecimento de colorag@o vermelha.

90



Teste para Antocianinas: Positivo

A coloracdo avermelhada da amostra se modificou para verde-castanho ou azul apos

alcalinizagao.

Teste para Taninos: Positivo

Houve mudanca na colorag@o para esverdeada. ap6s adicdo de gotas de solug@o de cloreto
férrico.

Comparagdo com padrao de Acido tanico.

Testes para Alcaloides: Negativo

Apods reagdes com reagente de Mayer e com Acido silicotungstico. ndo houve precipitagao.

1.4 Obtencio das fragdes de Plathymenia reticulata

Os processos de obtengdo das fracdes (FB. FN e FA) de Plathymenia reticulata estao

representados na figura 6.

91



EBHF de Plathymenia reticulata
(30g)

- Dissolver em Acetato de Etila (500 mL)
- Extrair com HCI 1N (200 mL; 3x)

Fragéo
Aquosa

- Ajustar a pH = 14
com NaOH 4N

-Extrair com Acetato
de Etila (200 mL; 3x)

Fragao
Bases (FB)
(350 mg)

Fracao
Organica

- Extrair com
NaOH IN (200 mL; 3x)

Fracao Fracao
Aquosa Orgénica
- Ajustara pH = 1 )
com HCl -Filtrar com
Na»SO4 anidro
-Extrair com Acetato
de Etila (200 mL; 3x)
| Fragdo Acida Fracido
(FA) Neutra (FN)
(1,117 mg) (482 mg)

Figura 6: Fluxograma de obtencéo das fragdes (FB. FA e FN) a partir do EBHF

de Plathymenia reticulata.
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2. TESTES DE ATIVIDADE FARMACOLOGICA

2.1 Atividade Antiinflamatéria

2.1.1 Edema de pata induzido por carragenina

Ffeito dos extratos brutoes hidroalcodlicos

Neste ensaio foram avaliados os efeitos dos extratos brutos hidroalcoolicos de P. reticulata
sobre o decurso temporal da resposta inflamatéria. O EBHQ (1000mg/kg, v.0.) reduziu o
edema em 38%, 42% e 43% apos 2h, 4h e 5h da inje¢do subplantar de carragenina,
respectivamente. O EBHF (1000mg/kg, v.0.) reduziu o edema em 49%, 40%, 57% e 53% a
partir de 2 h da administragio do agente flogistico. A indometacina (10mg/kg, v.0.),
controle positivo do teste, apresentou um pico de inibi¢do do edema a partir da segunda
hora da injecdo do agente flogistico (32%, 45%, 44% e 47%). Os resultados estao

demonstrados no grafico 1.
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Grafico 1: Efeito da administracdo oral de indometacina e dos extratos brutos
hidroalcodlicos (EBHQ e EBHF) de Plathymenia reticulata no modelo de edema
de pata induzido por carragenina em ratos Os resultados sdo expressos em média
+ erro padrdo de 5 animais por grupo experimental (ANOVA: F3 16 30 min =
6,43 p>0,01; 1h = 3,99 p>0,05: 2h = 4,71 p<0,05; 3h = 8,97 p<0,001; 4h = 16,7
p<0,001; 5h= 22,78 p<0,001.Teste de Duncan: *p< 0,05; **p<0,01;

*%45<0,001).
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Essa resposta antiedematogénica mostrou-se dose dependente e o valor da DEs calculado

por regressdo linear foi de 1.2g/kg. Os resultados estdo demonstrados no gréfico 2.
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0 m— : : ' : -
0 500 1000 1500 2000
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Grafico 2: Curva dose — efeito do extrato bruto hidroalcoolico (EBHF) de Plathymenia

reticulata no edema de pata induzido por carragenina em ratos.
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Efeito do extrato bruto acetato de etila

Nos animais controles tratados com salina (10 mL/kg, p.o.), a injecdo subplantar de
carragenina induziu a formag3o de um edema progressivo que atingiu o pico maximo apos
3 horas da aplicagdo do agente flogistico. O tratamento prévio com o EBHF (1000mg/kg,
p.o.) reduziu o edema em 35%, 30%, 30% e 29% apds 2, 3,4 e 5 hs da inje¢do subplantar
de carragenina. A administragdo prévia do EBAE (1000mg/kg, p.o.) ndo alterou o edema de
pata induzido pela carragenina. A indometacina (10mg/kg, v.0.), controle positivo do teste,
apresentou um pico de inibi¢do do edema a partir da segunda hora da inje¢do do agente

tlogistico (35%, 29%, 48% e 44%). Os resultados estio demonstrados no grafico 3.
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Grifico 3: Efeito da administragdo oral de indometacina, do extrato bruto hidroalcodlico
(EBHF) e do extrato bruto acetato de etila (EBAE) obtidos de Plathymenia
reticulata no modelo de edema de pata induzido por carragenina em ratos. Os
resultados sdo expressos em meédia £ erro padrio de 5 animais por grupo
experimental (ANOVA: Fg 16): 30 min = 1,98 p>0,05; 1h = 1,62 p>0,05; 2h =
2,76 p>0,05; 3h = 5,23 p<0,05; 4h = 15,12 p<0,001; 5h= 12,97 p<0,001.Teste de

Duncan: *p< 0,05; **¥p<0,01; *#%kp<(,001).

91



Edema de pata induzido por carragenina em ratos adrenalectomizados

Nos animais falso operados (FO) ou adrenalectomizados (ADX) tratados com salina (10
mL/kg, v.0.), a injegdo subplantar de carragenina induziu a formacdo de um edema
progressivo que atingiu o pico maximo apés 4 horas da aplicacdo do agente flogistico. O
tratamento prévio com o EBHF (1000mg/kg, v.0.) reduziu o edema em 42% e 45% apos 4 e
5 horas da inje¢do subplantar de carragenina. A dexametasona (2 mg/kg, v.0.) reduziu o
edema em 50%, 57% e 60% apds a terceira hora de avaliacdo experimental. A
indometacina (10mg/kg, v.0.) apresentou um pico de inibi¢do do edema (43 e 48%) a partir
da quarta hora da inje¢do do agente flogistico. Os resultados estio demonstrados no grafico

4.
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Grafico 4: Efeito da administracio oral de indometacina, dexametasona do extrato bruto

hidroalcodlico (EBHF) obtidos de Plathymenia reticulata no modelo de edema

de pata induzido por carragenina em ratos adrenalectomizados. Os resultados sdo

expressos em média + erro padrdo de 5 animais por grupo experimental

(ANOVA: F420): 30min: 0,62 >0,05; 1h: 1,45 p>0,05; 2h: 1,69 p>0,05; 3h: 4,10
20) P

p<0,05; 4h: 11,49 p<0,001; Sh: 11,74 p<0,001. Teste de Duncan: *p<0,05

**p<(),01 ***p<0,001).
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Efeito das fracdes (FB, FN e FA) obtidas a partir do EBHF de P. reficulata

O tratamento prévio com o EBHF (1000mg/kg, v.0.) reduziu o edema de pata em 32%,
53% e 64% apos 3, 4 e Shs da injegdo subplantar de carragenina. A fragdo basica (FB; 500
mg/kg v.o0.) foi capaz de reduzir o edema de pata em 34% e 26% a partir de 4h e a fracdo
neutra (FN; 500mg/kg, v.0.) reduziu o edema em 37% e 45% apos 4h e 5h da inje¢do do
agente flogistico, respectivamente. A administragdo prévia da fracdo acida (FA; 500 mg/kg
v.0.) ndo alterou o edema de pata induzido pela carragenina. A indometacina (10mg/kg,
v.0.), controle positivo do teste, apresentou um pico de inibigdo do edema a partir da
terceira hora da injecdo do agente flogistico (21%. 52% e 62%). Os resultados estdo

demonstrados no grafico 5.
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Grafico 5: Efeito da administragdo oral de indometacina, do extrato bruto (EBHF) e das
fracdes obtidas de Plathymenia reticulata no modelo de edema de pata
induzido por carragenina em camundongos. Os resultados sd30 expressos como
média + erro padrdo de 6 animais por grupo experimental (ANOVA: Fs27): 30
min = 1,86 p>0,035; 1h = 2,49 p>0,05; 2h = 1,29 p>0,05; 3h = 4,03 p<0,01; 4h =
3,83 p<0,01; Sh= 10,9 p<0,001.Teste de Duncan: *p< 0,05; **p<0,01;

#4%p<0,001).
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2.1.2 Edema de Orelha Induzido por Oleo de Créton

Os extratos brutos hidroalcodlicos (EBHQ 1000mg/kg; EBHF 250, 500 e 1000mg/kg,) de
P. reticulata, administrados por via oral nio foram capazes de reduzir o edema de orelha
induzido por 6leo de croton. A dexametasona, usada como controle positivo na dose de 1
mg/kg e administrada pela mesma via, reduziu o edema em 85% apos 4 horas da

administragao do agente flogistico. Os resultados estio demonstrados no grafico 6.

0,012 b
0,010 F 1 T

0,008

0,006 |-

Edema (mg)

0,004

0,002 - %
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85%

Salina Dexametasona  EBHQ EBHF EBHF EBHF
1000 1000 300 230

0,000

Tratamentos (mg/kg)

Grafico 6: Efeito da administragdo oral de dexametasona e dos extratos brutos
hidroalcodlicos (EBHQ e EBHF) de Plathymenia reticulata no modelo de
edema de orelha induzido por dleo de croton em camundongos. Os resultados
sao expressos em média + erro padrio de 7 a 8 animais por grupo
experimental (ANOVA: F(5,39) = 14,93 p<0,001. Teste de Duncan:

#p<0,001).



Resultades

2.1.3 Modelo de peritonite induzida por carragenina

A injecdo intraperitoneal de carragenina (2,5 mg) nos animais previamente tratados com a
solucdo salina (10 mL/kg, v.0.) induziu a migragao de 304 = 3.4 x 10° leucécitos/mL. O
tratamento prévio com o EBHF (1000 mg/kg, v.0.) reduziu a migragao leucocitaria para a
cavidade peritoneal em 60% (16,12 £ 2,6 x 10° leucocitos/mL). A dexametasona (1 mg/kg,
v.0.) e a indometacina (10 mg/kg, v.o.), utilizadas como controle positivo, reduziram a
migracdo leucocitaria em 75% (1012 & £.9x 10° leucéeitos/mL) e 67% (13,24 = 1,8 x 10°

leucocitos/mL), respectivamente. Os resultados estao demonstrados no grafico 7.
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Grafico 7: Migracio leucocitaria induzida pela carragenina (2,5 mg) injetada na cavidade

intraperitoneal de camundongos previamente tratados pela via oral com salina

(10 mL/kg), dexametasona, indometacina e com o extrato bruto hidroalcodlico

de P. reticulata (EBHF). Os resultados sio €Xpressos como meédia = erro

padrao de 6 animais por grupo experimental (ANOVA: Fazs) = 2545, p <

0,001. Teste de Duncan: *p<0,001).
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2.2 Atividade Antiproliferativa

2.2.1. Curva concentracio-resposta da indometacina

O grafico 8 representa a curva concentragao-resposta da indometacina sobre as linhagens
celulares, relacionando a porcentagem de crescimento da célula e a concentragdo utilizada.
A curva demonstrou que a indometacina possui atividade antiproliferativa com efeito
citostatico sobre todas as linhagens e citocida principalmente para células de rim (786-0),
melanoma (UACC-62) e prostata (PCO-3). A atividade citostatica é considerada para efeito

inibitério acima de 50% (50 a 0) e citocida quando para valores negativos.
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Grafico 8: Curva concentracdo-atividade da indometacina sobre as linhagens celulares

tumorais humanas .

105



Resultades

2.2.2. Curva concentracfo-resposta do EBHF

O grafico 9 representa a curva concentragdo-resposta do EBH sobre as linhagens celulares,
relacionando a porcentagem de crescimento da célula e a concentracdo de extrato utilizado.
A analise desta curva demonstrou que o extrato apresenta seletividade para a linhagem de
ovario (OVCAR) e pulmao (NCI-460) com efeito citostético (inibi¢do do crescimento) na

concentragdo de 25 pg/mL e citocida na mais elevada. Para as linhagens de célon (HT 29) e

rim (786-0) o EBH produziu 1nibi¢do de crescimento na concentragdo de 25 pug/mlL.
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Grafico 9: Curva concentragdo-atividade do EBHF de Plathymenia reticulata sobre as

linhagens celulares tumorais humanas.
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2.2.3. Curva concentragio-resposta da fracio basica (FB) obtida do fracionamento do

EBHF

O grafico 10 representa a curva concentragdo-resposta da fragdo FB sobre as linhagens

celulares, relacionando a porcentagem de crescimento da célula e a concentragdo de extrato

utilizado. A curva demonstrou que FB possui efeito citostatico sobre todas as linhagens e

citocida para as células de melanoma (UACC-62), ovario (OVCAR-03) e pulmdo (NCI-

460).
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Grifico 10: Curva concentragio-atividade da fragdo basica (FB) de Plathymenia reticulata

sobre as linhagens celulares tumorais humanas.
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2.2.4. Curva concentracdo-resposta da fracdo neutra (FN) obtida do fracionamento do

EBHF

O grafico 11 representa a curva concentragdo-resposta da fragdo FN sobre as linhagens
celulares, relacionando a porcentagem de crescimento da célula e a concentra¢do de extrato
utilizado. A curva demonstrou que FN apresentou seletividade, efeito citostatico sobre
todas as linhagens e citocida para as células de melanoma (UACC-62), ovério (OVCAR-

03) e pulmao (NCI-460).
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Grifico 11: Curva concentragdo-atividade da fra¢fo neutra (FN) de Plathymenia reticulata

sobre as linhagens celulares tumorais humanas.
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Resultados

2.2.5. Curva concentracio-resposta da fracdo acida (FA) obtida do fracionamento do

EBHF

O gréafico 12 representa a curva concentragdo-resposta da fracdo FE/F sobre as linhagens
celulares, relacionando a porcentagem de crescimento da célula e a concentragdo de extrato
utilizado. O efeito antiproliferativo (citostatico) foi observado apenas para as linhagens de

melanoma (UACC-62) e ovario (OVCAR-03).
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Grafico 12 : Curva concentracio-atividade da fragdo acida (FA) de Plathymenia reticulata

sobre as linhagens celulares tumorais humanas.
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2.2.5. Curva concentracio-resposta do extrato bruto acetato de etila (EBAE) obtido

da entrecasca de Plathymenia reticulata

A analise desta curva demonstrou que o extrato apresenta seletividade para a linhagem de
mama (MCF-7) com efeito citostatico ja na menor conc entra¢do e citocida na mais elevada.
Para a linhagem de célon (HT 29) o EBAE produziu inibicdo de crescimento na
concentragdo de 25 pug/mL e morte celular com 250 ug/mL. Para as demais linhagens. o
EBAE apresentou eeito citostatico ou citocida somente na concentra¢do mais elevada (250

pg/mL) (Grafico 13).
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Grafico 13: Curva concentragdo-atividade do extrato bruto acetato de etila (EBAE) de

Plathymenia reticulata sobre as linhagens celulares tumorais humanas.
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2.3 Atividade Antinociceptiva

2.3.1 Teste das Contorcdes Abdominais Induzidas pelo Acido Acético

Efeito dos extratos brutos hidroalcodlicos

No grupo controle, previamente tratado com solugdo salina (10mL/kg, v.0), a injecao de
acido acético (1,2% em salina 0,9%, i.p.) induziu 41,3 £ 2,5 contor¢des durante os 30
minutos de avaliacdo experimental. O pré tratamento com os extratos brutos
hidroalcoolicos (EBHQ 1000mg/kg; EBHF 1000, 500 e 250mg/kg v.o ) de P. reticulata
reduziram o numero de contor¢des abdominais em 61% (16,2 = 2.4), 54% (19 = 5.3), 35%
(26.8 + 8.9) e 12% (36,5 = 1,5) respectivamente. A indometacina, controle positivo deste
experimento, apresentou uma redu¢do do nimero de contor¢des abdominais em 62%

(15.8.+ 2,0) Os resultados estdo representados no grafico 14.
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Grafico 14: Contorgdes abdominais induzidas por acido acético (1,2% em salina) em
camundongos previamente tratados (30 min) pela via oral com salina
(10ml/’kg), indometacina e com os extratos brutos hidroalcoodlicos de P.
reticulata (EBHQ e EBHF). Os resultados sio expressos em meédia = erro
padrao de 6 animais por grupo experimental (ANOVA: Fs530) = 8,97 p < 0,001.

Teste de Duncan: *p< 0,05; **p<0,001).



Resuttades

Efeito do extrato bruto acetato de etila

No grupo controle, previamente tratado com solugio salina (10mL/kg, p.o.), a injecdo de
acido acético (1,2% em salina 0,9%, i.p.) induziu 39.8 + 3,6 contor¢des durante os 15
minutos de avaliacdo experimental. O pré-tratamento com os extratos brutos (EBHF e
EBAE 1000mg/kg; p.o. ) de P. reticulata demonstrou que somente o EBHF reduziu o
numero de contorcdes abdominais em 53% (18,4 = 3.4). A indometacina. controle positivo
deste experimento, apresentou uma reducdo do numero de contor¢oes abdominais em 45%

(21,7.= 3,6) Os resultados estdo representados no grafico 15.
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Grafico 15: Contorgdes abdominais induzidas por acido acético (1,2% em salina) em
camundongos previamente tratados (30 min) pela via oral com salina
(10mL/kg). indometacina (10 mg/kg), extrato bruto hidroalcodlico a frio
(EBHF 1000 mg/kg) e extrato bruto acetato de etila (EBAE 1000 mg/kg) de P.
reticulata . Os resultados sdo expressos em média = erro padrao de 8 animais
por grupo experimental (ANOVA: F(3,28)= 12,2 p < 0,001. Teste de Duncan:

*p<0,001).
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2.3.2 Teste de Algesia Induzida por Calor (Placa Quente)

A atividade antinociceptiva foi avaliada também utilizando-se a morfina como controle
positivo do teste. O EBHF de P. reticulata nas doses de 500, 200 e 100 mg/kg (i.p.) foi
capaz de aumentar o tempo de reagao ao estimulo algico térmico (56,5 + 0,1°C) em 63%
(500 e 200mg/kg apos 60 minutos) € 83% (500mg/kg apos 90 minutos). A morfina
(20mg/kg i.p.) aumentou o tempo de reagao dos animais em 108% e 60% apods 30 e 60

minutos dos tratamentos, respectivamente. Os resultados estdo demonstrados no grafico 16.
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Grifico 16: Reatividade ao estimulo térmico em camundongos previamente tratados (30
min) pela via intraperitoneal com salina ( 10ml/kg), morfina e com o extrato bruto
hidroalcoélico de P. reticulata (EBHF). Os resultados sio expressos como meédia
+ erro padrdo de 8 animais por grupo experimental (ANOVA: Basal: Fia35= 0,99
p>0,05; 30min: F4 35= 5,95 p<0,001; 60min: F35= 5,28 p<0,01; 90min: Fy 35=
4,36 p<0,01; 120min: Fa35= 2,62 p>0,05. Teste de Duncan: *p<0,05; *¥*p<0,01;

##5%p<0,001).
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2.3.3 Teste da Formalina

A injecdo intraplantar de formalina (3% em salina, 20uL) na pata posterior de
camundongos produziu intensa resposta nociceptiva em duas fases distintas: a primeira de 0
a 5 minutos (dor neurogénica) e a segunda de 25 a 45 minutos (dor inflamatoria). Nos
animais previamente tratados (60 min) pela via oral com salina (10 mL/kg), a reatividade
na primeira fase de nocicepcdo foi de 175 =16 segundos e na segunda fase foi de 103 = 27
segundos (n = 8). A indometacina (10 mg/kg), controle positivo do teste, reduziu somente a
segunda fase de nocicepgdo em 76% (23 = 4,1 s; n = 7). O pré-tratamento com o EBHF
(1000 mg/kg) reduziu a primeira e segunda fase da nocicepgao em 46% (94,8 = 15 s; n = 8)
e 55% (46,8 = 7.4 s; n = 8), respectivamente. Os resultados estdo demonstrados no grafico
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Reatividade a aplicacdo intraplantar de formalina na pata posterior de
camundongos previamente tratados (60 min) pela via oral com salina
(10ml/kg), indometacina e com o extrato bruto hidroalcodlico de P. reticulata
(EBHQ). As colunas indicam as médias da fase I (0 a 5 minutos — dor
neurogeénica) e fase I1 (25 a 45 minutos — dor inflamatoria) = erro padrio de 7
a 8 animais por grupo experimental (ANOVA: F250) = 7,73 p<0,01. Teste de

Duncan: *p< 0,05; **p<0,01).
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2.3.4 Modelo de dor neurogénica induzida pela capsaicina

A injecdo intraplantar de capsaicina (32ug/mL em salina) na pata posterior de
camundongos induz um processo nociceptivo de curta duracdo (5 minutos). Nos animais
previamente tratados (60 min) pela via oral com salina (10 mL/kg), a reatividade foi de
98.37 + 6,5 segundos (n = 8). A morfina (30 mg/kg), controle positivo do teste, reduziu a
resposta algica dos animais em 69% (30,17 = 6,5 s:n = 6). O pré-tratamento com o EBHF
(1000 mg/kg) reduziu a nocicepcao em 72% (27,34 £ 4 s; n = 6) Os resultados estao

demonstrados no grafico 18.
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Grafico 18: Reatividade 2 aplicacdo intraplantar de capsaicina (1.6pg/pata) na pata
posterior de camundongos previamente tratados (60 min) pela via oral com
salina (10mL/kg), morfina (30 mg/kg) e com o extrato bruto hidroalcodlico de
P. reticulata (EBHF : 1000 mg/kg). As colunas indicam as médias + erro
padrdo de 6 a 8 animais por grupo experimental (ANOVA: Fp 5 = 47.68

p<0.,001. Teste de Duncan: *p<0,001).
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2.3.5 Avaliacdo da Participacio do Sistema Opioidérgico no Efeito Analgésico de P.

reticulata

Influéncia da morfina e do EBHF no teste de contorcoes abdominais induzidas

pelo acido acético

No grupo controle, a injegdo de acido acético (1,2% em salina 0,9%, 1.p.) induziu 43,1 = 7.7
contorcdes abdominais durante os 15 minutos de avaliagdo experimental. O tratamento com
o EBHF (1000mg/kg; p.o.) de P. reticulata ou com morfina (20 mg/kg, p.o.), controle
positivo do teste, reduziu o numero de contor¢oes abdominais em 41% (24,16 = 2.4) e 96%

(2.5 = 1.6) respectivamente. Os resultados estao representados no grafico 19.
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Grafico 19: Influéncia do tratamento previo (15 min) com salina (10mL/kg, s.c.) sobre a
atividade antinociceptiva da morfina (20 mg/kg, p.o.) ou do EBHF (1000 mg/kg,
p.0.) de P. reticulata no modelo de contor¢oes abdominais induzidas por acido
acético (1,2% em salina). Os resultados sio expressos em media = erro padrio de
8 animais por grupo experimental (ANOVA: Fpis= 19,37 p<0,001. Teste de

Duncan: *p<0,05 **p<0,001.).
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Influéncia do tratamento com naloxona sobre o efeito analgésico do EBHF

A administracdo prévia (15 min) do antagonista opioide naloxona (5 mg/kg, s.c.) reduziu o
efeito antinociceptivo da morfina em 48% (27,25 = 3.7), ndo modificando entretanto. a
atividade do EBHF (34.6 = 3.7; 35% de inibigdo). Os resultados estdo representados no

grafico 20.
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Grafico 20: Influéncia do tratamento prévio (15 min) com naloxona (5 mg/kg, s.c.) sobre a
atividade antinociceptiva da morfina (20 mg/kg, p.o.) ou do EBHF (1000 mg/kg,
p.0.) de P. reticulata no modelo de contorgdes abdominais induzidas por acido
acético (1,2% em salina). Os resultados sdo expressos como meédia = erro padrao
de 8 animais por grupo experimental (ANOVA: Fp21= 6,94 p<0,01. Teste de

Dinnican: *p<(.05 **p=0,01).
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Influéncia da loperamida e do EBHF no teste de contor¢coes abdominais

induzidas pelo acido acético

Neste experimento, comparativamente ao grupo controle (50,75 + 7,27), os tratamentos
com o EBHF (1000mg/kg; p.o.) ou com a loperamida (40 mg/kg, p.o.), 15 minutos apos a
inje¢do de solucdo salina (10mL/kg, s.c.) reduziram o numero de contorgOes abdominais

em 47% (26,7 = 4,02) e 97% (1,25 = 0.82), respectivamente (Grafico 21).
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Grafico 21: Influéncia do tratamento previo (15 min) com salina (10mL/kg, s.c.) sobre a
atividade antinociceptiva da loperamida (40 mg/kg, p.o.) ou do EBHF (1000
mg/kg, p.o.) de P. reticulata no modelo de contor¢des abdominais induzidas
por acido acético (1,2% em salina). Os resultados sio expressos em média +
erro padrao de § animais por grupo experimental (ANOVA: Foo2y= 26,31

p<0.001. Teste de Duncan: *p<0,01 *p<0,001).
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Influéncia do Tratamento com Naloxona Quaternaria sobre o Efeito

Analgésico do EBHF

A administrag@o de naloxona quaternaria, antagonista opidide periférico (20 mg/kg, s.c.),
15 minutos antes do tratamento com o EBHF (1000 mg/kg, p.o.) bloqueou o efeito
antinociceptivo do extrato. A analgesia produzida pela loperamida fo1 mantida, reduzindo o
namero de contor¢oes abdominais em 95% (1,25 £ 0,82) em relagdo ao grupo controle

(29.28 = 5.6). Os resultados estdo representados no grafico 22.
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Grafico 22: Influéncia do tratamento prévio (15 min) com naloxona quaternaria (20mg/kg.
s.c.) sobre a atividade antinociceptiva da loperamida (40 mg/kg, p.o.) ou do
EBHF (1000 mg/kg, p.o.) de P. reticulata no modelo de contor¢des abdominais
induzidas por acido acético (1.2% em salina). Os resultados sdo €Xpressos em
media £ erro padrio de 8 animais por grupo experimental (ANOVA: Fpag=

20,76 p<0,001. Teste de Duncan: *p<0,001).
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A Plathymenia reticulata Benth., conhecida popularmente como vinhatico, € uma arvore de
aproximadamente 15 metros de altura encontrada em regides de cerrado brasileiro. A
entrecasca do caule desta espécie é utilizada popularmente no tratamento de diversos
processos inflamatorios. Por este motivo, o material vegetal foi coletado no municipio de
Senador Canedo, interior de Goias, para a obtengdio de extratos brutos e fragdes para

avaliacdo em modelos experimentais de inflamagéo, cancer e algesia.

As cascas secas e moidas de P. reticulata foram submetidas a extragdes em etanol 70% a
quente (EBHQ) e a frio (EBHF) para avalia¢do da estabilidade térmica dos principios
ativos. De acordo com os resultados obtidos, a atividade farmacologica do extrato bruto a
quente (EBHQ) foi semelhante a do extrato bruto a frio (EBHF), oferecendo ainda um

maior rendimento por extragao.

O material vegetal foi também submetido a extragdo em Soxhlet para a obtencéo do extrato
bruto acetato de etila (EBAE), para avaliacdo da atividade de substincias de meédia

polaridade.

Os extratos brutos hidroalcodlicos de P. reticulata apresentam coloracdo avermelhada,
podendo produzir resultados falso positivos em testes fitoquimicos, ja que muitas
substancias sio detectadas pela mudanga de cor das reagbes. Nessas condigdes. 0s
principais grupos detectados através da triagem fitoquimica, foram flavondides, taninos,

antocianinas € saponinas.
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Os taninos s@o substancias fenolicas e hidrossoluvies, responsaveis pela adstringéncia de
muitos frutos e outros produtos vegetais, pois formam complexos insoluveis com
alcaloides. gelatinas e outras proteinas. Esta complexagdo também € responsavel por suas
propriedades, como controle de crescimento de insetos, fungos e bactérias, bem como para
seus usos industriais. Plantas ricas em taninos sio empregadas na medicina tradicional para
0 tratamento de diarréia, hipertensio arterial. reumatismo, hemorragia, queimaduras,
problemas estomacais, renais, urinarios e processos inflamatérios em geral (Gaulejac e col.

1999; Simées e col, 1999).

Os flavondides sdo substancias amplamente distribuidas na natureza contribuindo para a
coloragdo das flores, frutos e folhas. Existem muitos trabalhos que descrevem os efeitos
farmacologicos dos flavondides. entre eles: atividade antiinflamatoria, imunomoduladora,
antioxidante. diurética, antiespasmédica, antimicrobiana e anticancerigena (Middleton e

col. 2000).

Outros compostos fendlicos como as antocianinas apresentam ag¢do antioxidante,
anticancerigena, antiinflamatoria e contribuem na manutencio da permeabilidade vascular.
Alguns estudos revelam que plantas ricas em antocianinas, como o mirtilo (Vaccinium
myrtillus) quando consumidas diariamente sio capazes de retardar a degeneracdo
neuroldgica e melhorar a visdo global em pacientes com retinopatias (Gaulejac e col, 1999;

Youdim e col, 2000).
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As saponinas s3o glicosideos de esterdides ou de terpenos com agao hipocolesteromiante,
antiinflamatoria e, recentemente tem sido investigada atividade antiviral de saponinas

isoladas de Glycyrrhiza glabra e da Calendula arvensis entre outras ( Ferreira e col, 1997).

O processo de fracionamento do extrato bruto (EBHF) foi direcionado para a obtencéo de
fracdes que se diferenciassem pelo pH de acordo com as solu¢des extratoras. Deste modo.
foram obtidas fracdes ricas em substancias basicas (FB), acidas (FA) e uma fracdo neutra

(FN) (Hattori e col, 1978).

Apesar da utilizagdo popular das cascas desta espécie vegetal no tratamento de diversos
processos inflamatorios. nenhum estudo farmacologico relata a validagdo deste uso. Este
fato orientou parte dos objetivos deste trabalho que foi investigar, em animais de
laboratorio. a atividade antiinflamatoria dos extratos e fragdes de . reticulata. Foi utilizada
também uma metodologia in vitro para monitorar a atividade antiproliferativa em cé€lulas
tumorais humanas e, além disso, procuramos caracterizar 0s mecanismos envolvidos com a

atividade antinociceptiva dos extratos.

Para avaliar a atividade antiedematogénica dos extratos brutos de Plathymenia reticulata
foi utilizado o modelo de edema de pata induzido por carragenina. A carragenina,
polissacarideo sulfatado, desencadeia uma inflamacdo aguda associada a hiperalgesia
envolvendo liberacdo sequencial de varios mediadores inflamatorios, como radicais livres
do oxigénio. éxido nitrico, histamina, serotonina. cininas, prostaglandinas, tromboxanos e

citocinas (Winter e col., 1962; Sammons, 2000; Gualillo, 2000).
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Os extratos brutos hidroalcoélicos (EBHQ e EBHF) de P. reticulata promoveram uma
inibi¢do do edema de pata (de maneira dose dependente) principalmente apos 4 e 5 horas da
administragdo do agente flogistico. O extrato bruto acetato de etila (EBAE) nio foi ativo

neste modelo.

A Interpreta¢@o do edema como sinal de inflamagéao deve ser considerada cuidadosamente,
pois sua formagdo depende da perfusio vascular do tecido avaliado, da pressdo sanguinea
sistémica e dos niveis de glicocorticoides circulantes, podendo também determinar o

aparecimento de resultados falsos positivos (Rates e Barros, 1994).

Para avaliar a influéncia dos glicocorticoides endogenos na atividade antiedematogénica do
EBHF, foi realizado o ensaio de edema de pata em animais adrenalectomizados. E
conhecido que os processos inflamatérios ativam o eixo hipotalamo-hipé6fise-adrenal
(HPA), aumentando os niveis de glicocorticéides na circulagio sistémica (Romay e col.,
1998). Os resultados demonstram que o EBHF manteve a atividade no modelo de edema de

pata, confirmando sua a¢&o antiedematogénica.

Os resultados discutidos até aqui indicam a participacdo de substancias polares no efeito
antiedematogénico de P. reticulata. Por este motivo, o EBHF foi escolhido para iniciar o
processo de fracionamento. As fragdes FB e FN de P. rericulata, apesar de inibirem o
edema de pata apos 4 e 5 horas da administracio do agente flogistico, apresentaram efeito

menor quando comparado aos resultados obtidos com o EBHF. Este fato sugere que as
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substancias responsaveis pela atividade antiedematogénica podem estar divididas entre as

fracdes FB e FN. A fragdo FA ndo foi ativa neste modelo.

Outro ensaio utilizado para a avaliagio da atividade antiedematogénica foi o edema de
orelha induzido por 6leo de créton. O 6leo de croton induz uma dermatite sensivel a agéo
de antiinflamatérios de uso topico, mas responde também a administragio sistémica de
antiinflamatorios esteroidais. (Tubaro, 1985; Segura, 1998). Neste modelo, os extratos
brutos (EBHQ e EBHF) de P. reticulata administrados por via oral ndo foram ativos
quando comparados a dexametasona, controle positivo do experimento que inibiu 0 edema

de orelha em 85%.

A atividade do EBHF sobre a migrag¢io leucocitaria foi estudada no ensaio de peritonite
induzida por carragenina em camundongos. Este modelo de inflamac¢do aguda permite a
quantificacdo de leucocitos que migram para a cavidade peritoneal sob a agdo de agentes

quimiotaticos. principalmente leucotrieno B4 (Bastos e col, 2001).

A administracdo oral do EBHF reduziu o nimero de leucocitos que migraram para a
cavidade peritoneal, seguindo perfil semelhante a0 da dexametasona. A indometacina,

antiinflamatorio nio esteroidal, também reduziu a migrac@o leucocitaria em 67%.

O mecanismo de acdo da carragenina em induzir a migragdo leucocitaria pode ser por

sinergismo entre prostaglandinas, LTB4 e outros potentes agentes quimiotaticos, como

complemento (C5a) e interleucinas (IL-8), promovendo vasodilatagdo, exsudac@o
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plasmatica e actiimulo de leucécitos nos locais de lesio. E possivel entdo que os FAINES,
ao inibirem a sintese de prostaglandinas vasodilatadoras (PGEy), promovam reducio do
fluxo sanguineo comprometendo a migracdo leucocitaria para a area de reacdo inflamatoria

(Foster e col, 1986).

Estes resultados demonstram a atividade antiinflamatéria dos extratos hidroalcodlicos de P.
reticulata e indicam que esta agdo pode estar relacionada com a inibi¢do da ciclooxigenase
(COX), enzima responsivel pelo metabolismo do acido araquidonico e sintese de

prostanoides.

Com o objetivo de avaliar a relagdo entre as substancias que inibem a expressdo da COX e
a atividade citocida ou citostatica em células tumorais, as atividades dos extratos e fracdes
foram avaliados em cultura de células tumorais humanas comparativamente 2
indometacina, antiinflamatério ndo esteroidal e um dos mais potentes inibidores da

cicloxigenase in vitro (Vane, 1970: Ochi e col, 2000).

A cicloxigenase existe sob duas formas: COX-1 e COX-2. A COX-1 é encontrada em
muitas células como enzima constitucional, regulando respostas vasculares e coordenando
as a¢oes de hormonios circulantes. Ja a COX-2 ¢ induzida em c€lulas inflamatodrias. Varios
trabalhos tém demonstrado a participagdo da aspirina na reducfo dos riscos de cancer de
colon intestinal (Masferrer e col, 2000). Novos estudos in vitro e in vivo tentam avaliar o
mecanismo de agdo antiproliferativo dos inibidores especificos da COX-2, provavelmente

relacionado a indugdo da apoptose celular e o bloqueio da produgdo de PGE,, mediador
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inflamatério com papel importante no crescimento e manutengdo de tumores. por induzir a
angiogénese responsavel pelo suprimento de oxigénio e nutrientes as células neoplasicas

(Masferrer e col. 2000; Liu e col, 2000. Sjodahl, 2001).

A metodologia de triagem antiproliferativa in vitro, preconizada pelo Instituto Nacional do
Cancer dos Estados Unidos e utilizada neste trabalho, permite a avaliagdo das substancias
em diversos tipos de células neoplasicas, possibilitando a descoberta de drogas com maior
especificidade. Outra vantagem € a rapidez, eficiéncia e reprodutibilidade dos resultados

(Skehan e col, 1990).

A indometacina apresentou efeito citostatico (inibido do crescimento) para todas as
linhagens e citocida (morte celular) principalmente para linhagens de melanoma (UACC-

62), rim (786-0), prostata (PCO-3), além de ovario (OVCAR) e pulmao (NCI-460).

O EBHF apresentou seletividade para a linhagem de ovario (OVCAR) e pulmiao (NCI-460)
com efeito citostatico na concentracio de 25 pg/mL e citocida na mais elevada. Para as
linhagens de célon (HT 29) e rim (786-0) o EBHF produziu apenas inibi¢do de crescimento

celular.

As fracdes obtidas do EBHF de P. reticulata também foram submetidas ao ensaio
antiproliferativo. A analise dos resultados revelou que as fracdes ativas no modelo de
edema de pata induzido por carragenina (FB e FN) apresentaram atividade semelhante, com

efeito citostatico para todas as linhagens celulares e citocida apenas para NCI-460
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(pulmao), OVCAR-03 (ovario) e UACC-62 (melanoma). Este fato € interessante, ja que a
quimioterapia atual esta deficitéria em drogas para tratamento de tumores sélidos. A fracédo
FA néo foi ativa neste modelo. Os resultados obtidos demonstraram uma correlacdo entre a
atividade antiproliferativa e antiinflamatéria. Desta forma, essa metodologia podera ser util
para 0 monitoramento do processo de isolamento e identificagdo dos principios ativos, pois

ndo necessita de quantidades elevadas dos mesmos.

O extrato bruto acetato de etila (EBAE), apesar de ndo ter atividade no modelo de edema de
pata, também foi avaliado in vitro, demonstrando seletividade para a linhagem de mama
(MCF-7). com efeito citostitico para linhagem de colon (HT 29) na concentracio de
25pg/mL e citocida na maior concentrac¢io. Para as demais linhagens, o EBAE apresentou
efeito citostatico ou citocida somente na concentragdo mais elevada (250 pug/mL). Este fato
indica que as substincias responsaveis por este resultado sio de média polaridade e
apresentam  mecanismo de agdo antiproliferativo independente da atividade

antiinflamatoria.

Com o objetivo de melhor caracterizar a influéncia dos extratos brutos de P. reticulata
sobre a sintese de prostaglandinas, foram também utilizados modelos agudos de nocicep¢do
(quimico e térmico). E conhecido que a analgesia moderada produzida pelo &cido
acetilsalicilico e pela indometacina ¢ explicada pela inibi¢do da atividade da ciclooxigenase
e reducdo da sintese de prostaglandinas. que potencializam a acao de mediadores algicos
endogenos nas terminagdes nervosas nociceptivas durante o processo inflamatério (Vane,

1971).



A nocicepcio induzida experimentalmente varia com o grau de consciéncia do animal e
também com a presenga de outras aferéncias sensoriais como o ambiente agressivo, as
baixas temperaturas. o estresse ou a irritagdo do animal produzida por extratos vegetais
contendo saponinas e taninos, quando injetados por via subcutanea ou intraperitoneal. Além
disso. a maioria dos métodos de avaliagdo experimental da dor envolve uma resposta
motora dos animais, de tal forma que os resultados falso positivos podem ser obtidos caso
os extratos ou compostos testados produzam sedagdo e imobilizacdo dolorosa,

comprometendo a motricidade (Rates e Barros, 1994).

Um dos modelos quimicos de nocicepgao escolhido foi o das contor¢des abdominais em
camundongos. Este teste baseia-se na contagem das contorgdes da parede abdominal
seguidas de tor¢@o do tronco e extensdao dos membros posteriores (writhing) como
respostas reflexas a irritagdo produzida pela injecao intraperitoneal de &acidos fracos ou

outros agentes inflamatorios (Siegmund e col, 1957).

Neste teste, a reagdo dolorosa é sensivel a drogas com atividade analgésica semelhante a
aspirina, aos antagonistas de receptores cininérgicos e aos analgésicos opiodides de a¢ao

central e periférica (Siegmund e col, 1957; Ochi e col, 2000).

A resposta nociceptiva induzida pelo acido acético ocorre, provavelmente, pela liberagdo de
mediadores algicos endégenos, principalmente bradicinina, histamina, serotonina € as

prostaglandinas que, através da estimulagdo das terminagdes nociceptivas, desencadeariam
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a sensacdo dolorosa (Matsumoto e col, 1998; Ribeiro e col. 2000). Entretanto, devido a
baixa especificidade da resposta antinociceptiva neste teste, ensaios complementares sio
necessarios para a interpretagdo dos resultados, pois varios compostos como anti-
histaminicos, parassimpaticomiméticos, estimulantes do sistema nervoso central, inibidores
da MAO, antagonistas serotoninérgicos, neurolépticos e bloqueadores adrenérgicos podem

também inibir as contor¢oes (Rates e Barros, 1994).

Os resultados do presente estudo demonstraram que nesse modelo os extratos brutos
hidroalcodlicos (EBHQ e EBHF) apresentaram atividade antinociceptiva semelhante,
quando administrados pela via oral. Além disso, o EBHF foi efetivo de maneira dose —
dependente, com inibi¢o da nocicepgdo seguindo perfil semelhante ao da indometacina. O
extrato bruto acetato de etila (EBAE) também foi avaliado neste modelo, mas ndo foi capaz

de inibir as contorgdes abdominais induzidas pelo acido acético.

A atividade antinociceptiva dos extratos brutos hidroalcodlicos de P. reficulata. também foi
estudada em camundongos, no teste da placa quente. Este modelo mede o tempo de reacdo
do animal a um estimulo térmico (Woolfe e col, 1994) sendo semelhante ao teste do zail-
Jlick descrito por D’amour e Smith (1941). Estes ensaios sio sensiveis a drogas opidides
como a morfina, cuja atividade analgésica é mediada por receptores . 8 e ., distribuidos

tanto perifericamente, como no sistema nervoso central (Elmer e col, 1998; Tornos e col,

1999).
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O tratamento com o EBHF pela via intraperitonial, utilizando a morfina como controle
positivo do teste, mostrou um aumento do tempo de reagéo ao estimulo térmico de maneira

dose - dependente.

Para avaliar uma possivel a¢do central e melhor caracterizar a atividade antinociceptiva do
extrato bruto (EBHF) de P. reticulata, utilizou-se o teste da formalina em camundongos.
um modelo quimico de nocicep¢do, que fornece uma resposta mais especifica
comparativamente ao modelo do &cido acético (TjDlsen e col, 1992). Descrito
originalmente em gatos e ratos. o teste da formalina foi posteriormente adaptado para
camundongos (Hunskaar e col. 1986) e consiste na injegao subcutdnea de formaldeido na
pata posterior direita. Imediatamente apos a aplicagdo, a estimulagdo de fibras nervosas
nociceptivas aferentes produz dor intensa, revelada por lambidas, repetidas mordidas e
sacolejos vigorosos da pata injetada. A aplicagdo do agente irritante na pata posterior torna
a resposta nociceptiva mais especifica pois o animal, durante o grooming. utiliza mais

frequentemente as patas anteriores (Tjlsen e col, 1992).

Em roedores. o teste da formalina caracteriza-se por apresentar duas fases distintas de

nocicepgao:

e na primeira fase que se inicia apds a injegdo da formalina e estende-se durante os
primeiros 5 minutos, ocorre a produgdo da dor neurogénica, possivelmente através da
estimulacdo direta de terminagdes aferentes nociceptivas. A participagdo de mediadores
periféricos como a substancia P, a bradicinina, a histamina e a serotonina € bem

comprovada. Na medula, a mediag@o ocorre principalmente através de substancia P e
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glutamato. Esta fase € inibida por agonistas opidides, como o fentanil e morfina, e por
antagonistas de receptores de bradicinina Bl e B2 (Hunskaar e col, 1986; Hunskaar e

col, 1987).

* asegunda fase coincide com o aparecimento da dor de origem inflamatoria. Ela ocorre
entre 15 e 30 minutos ap6s a inje¢do da formalina e estd relacionada com a producio e
liberag¢do de varios mediadores pro-inflamatdrios como a histamina, a serotonina, as
prostaglandinas e a bradicinina. Esta fase é sensivel aos antiinflamatorios nao
esteroidais e esteroidais e aos analgésicos opi6ides de ag¢do central ou periférica

(Hunskaar e col. 1985; Hunskaar e col, 1987).

A estimulagdo nociceptiva prolongada pode produzir a facilitagdo da transmissdo dolorosa,
podendo esta permanecer ativa além do periodo de estimula¢do. Tal fendmeno é decorrente
do aumento da sensibilidade das terminacGes nociceptivas periféricas (sensibilizagio
periférica) e do aumento da excitabilidade dos neurdnios dorsais medulares no SNC
(sensibilizacdo central) (Rang e Dale, 1999). Isto ocorre, apds a injecio de formalina.
quando tal agente € capaz de induzir um processo nociceptivo persistente (dor de origem
inflamatéria) subsequente a uma resposta nociceptiva aguda (dor de origem neurogénica).
Como mecanismo geral, a estimulacio nociceptiva promoveria a liberacdo de substincia P
€ aminoacidos excitatorios, como o glutamato, de neurdnios aferentes da medula dorsal. A
associagdo da despolarizagdo produzida pela substancia P e dos potenciais excitatorios
sinapticos rapidos produzidos pelo glutamato, agindo nos receptores AMPA (a-amino-3-

hidroxi-5-metil-isoxazol), promove desinibicio dos receptores NMDA (N-metil-D-
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aspartato) bloqueados por magnésio. A ativagdo dos receptores NMDA promovera o
influxo de célcio, ativagdo da sintese de prostandides e oxido nitrico nas c€lulas do corno
dorsal que, uma vez difundindo-se para fora destas células, aumentariam a excitabilidade

dos neurénios medulares (Hunskaar e col, 1987; Rang e Dale, 1999; Carr e Goudas, 1999).

Deste modo, a substincia P e os aminoacidos excitatorios liberados na medula a partir das
fibras C-aferentes durante a primeira fase de reagdo dolorosa induzida pela formalina
promoveriam a ativa¢io de receptores NMDA. A consequente sensibiliza¢do dos neurdnios
espinhais por liberagdo do éxido nitrico e prostaglandinas levariam a sensibilizac@o central
e hiperalgesia manifestadas durante a segunda fase (Wiertelak e col. 1994; Carr e Goudas.

1999).

O pré-tratamento pela via oral com o EBHF obtido das cascas de P. rericulata, na dose que
produziu efeito antinociceptivo maximo no modelo das contorgdes abdominais, reduziu a
dor neurogénica e a inflamatoria induzidas pela formalina. A indometacina reduziu apenas

a dor de origem inflamatoria.

Como o EBHF apresentou atividade antinociceptiva na primeira fase de dor induzida pela
formalina. sua atividade foi avaliada no modelo de dor neurogénica induzida pela
capsaicina. A capsaicina (8-metil-N-vanilil-6-noneamida) € o principio pungente de uma
grande variedade de pimentas vermelhas do género Capsicum. Uma vez injetada na regido
intraplantar da pata posterior direita de camundongos, promove uma reagdo nociceptiva

monofasica. com caracteristicas semelhantes a dor de origem neurogénica induzida pela
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formalina (Sakurada e col, 1992).Tal processo ocorre por liberacio de neuropeptideos
como a substancia P, neurocininas, somatostatina, peptideo relacionado ao gene da
calcitonina (CGPR) com participacdo de fibras aferentes nociceptivas do tipo C, e em parte,
fibras do tipo A delta. A substancia P, neurocinina A (NKA) e B (NKB) ativam trés tipos
de receptores designados como NK-1, NK-2 e NK-3. respectivamente. Desta forma. o
processo nociceptivo induzido pela capsaicina tem sido relacionado a ativacdo do sistema
taquicininérgico e parece ser mediado pela ativagio de um receptor especifico, cuja
presenca tem sido confirmada com a capsazepina, antagonista vaniléide competitivo

(Szallasi e col, 1999; Laird e col, 2001; Lecci e col. 2001).

A administragao oral prévia do EBHF (1000 mg/kg v.0.) reduziu a resposta algica induzida
pela capsaicina de maneira semelhante & morfina, analgésico opioide utilizado como

controle positivo do teste.

Utilizando o teste das contor¢des abdominais induzidas pelo acido acético para estudo do
provavel mecanismo de a¢do antinociceptivo do EBHF . foi verificado que o pré-tratamento
com naloxona, um cléssico antagonista de receptor opidide, ndo modificou a atividade do

EBHF. quando comparado a morfina. Em condicdes experimentais semelhantes, a
administragdo prévia de naloxona quaternaria, antagonista opiéide periférico. bloqueou o
efeito antinociceptivo do EBHF. A escolha da loperamida como controle positivo foi
baseada nos estudos de Reichert e col. (2001). Neste trabalho, os autores afirmam que o

hidrocloreto de loperamida interage primariamente com receptores opidides periféricos.

142



f@. ~

Entretanto. nossos resultados demonstraram que a atividade analgésica da loperamida nao

foi alterada pelo antagonismo periférico.

Estes dados sugerem um possivel envolvimento do sistema opioidérgico periférico na
atividade antinociceptiva do EBHF. Tradicionalmente, o efeito dos agonistas opidides €
explicado por a¢@o no sistema nervoso central, como ocorre com 0 fentanil ou morfina.
Entretanto. mecanismos periféricos na atividade analgésica da morfina passaram a ser
evidenciados e caracterizados através da aplicacdo topica destes agentes ou com a
utilizacdo de analogos quaternarios de agonistas ou antagonistas opioides (n-metilmorfina e
n-metilnalorfina). Estes agentes, com minima capacidade de transpor a barreira
hematoencefalica, parecem exercer o efeito analgésico através da interagd@o com receptores
opi6ides presentes nas terminagdes nociceptivas periféricas (Stein e col, 1989: Reichter e

col, 2001).

Os resultados apresentados nos modelos de algesia sdo de grande interesse pois a busca de
drogas antinociceptivas com mecanismo de agao periférico podera fornecer uma nova
alternativa para o tratamento medicamentoso da dor. evitando os efeitos colaterais e a
dependéncia que aparecem com usos dos analgésicos opiédes. A continuidade deste
trabalho tera como objetivo isolar e identificar os principios ativos responsaveis pelas acoes

observadas.






O Extrato Bruto Hidroalcodlico (EBHF) de Plathymenia reticulata possui atividade

antiinflamatéria independente da liberacdo de glicocorticoides adrenais.

A atividade antiproliferativa do EBH em cultura de células tumorais humanas foi semelhante a

observada com a indometacina e pode estar relacionada com a inibi¢ao da COX-2.

EBAE possui atividade antiproliferativa apesar de nao apresentar agao antiinflamatoria.

EBH de Plathymenia reticulata possui efeito antinociceptivo por agdo antiinflamatoria e,

provavelmente por agao em receptores perifericos.

Triagem fitoquimica preliminar identificou antocianinas, taninos, saponinas e flavonoides no

extrato ativo.
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Plathymenia reticulata (Leguminosae). known popularly as “vinhatico™ grows in dry regions of
Central Brazil. The cold infusion of the stems are used by folk medicine to treat inflammatory
processes. Plant material was collected from Senador Canedo city (Goiénia State/ Brazil). The lack of
information on the medicinal use of P. reticulata prompted us to study P. reticulata crude
hydroalcoholic extract obtained from cold (EBHF) and hot (EBHQ) extractions. crude ethyl acetate

extract (EBAE) and isolated fractions on inflammation, nociception and cancer experimental models.

The phytochemical screening of hydroalcoholic extracts revealed presence of flavonoids, tannins,
antocianyns and saponins. The EBHF was partitioned in order to obtain an acid (FA), basic (FB) and

neutral (FN) fractions.

One of the models chosen to study the anti-inflammatory activity was the carrageenan paw edema
induced in rats. In this assay. only the hydroalcoholic crude extracts (EBHF and EBHQ) promoted an
edema inhibition mainly after 4 and 5 hours of carrageenan administration. Adrenalectomy of animals
one week before the rat mice paw inflammation model did not influence the antiedematogenic effect of
EBHF. The FB and FN fractions of P. reticulata reduced the edematogenic response by 34% and 37%
from 4th hour and 26% and 45% from 5th hour, respectively, after carrageenan injection. The EBHQ
and EBHF antiedematogenic activity was also tested on mice croton oil ear edema. Under these
conditions, dexamethasone inhibited very effectively the edema (85%), contrasting with crude
hidroalcoholic extracts, which did not show a significant effect. Previous treatment with EBHF also
reduced the leucocyte infiltration in the peritonitis induced by carrageenin by 60%. The effect was

similar to that produced by dexamethasone (75%) and indomethacin (67%) used as positive control.
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These results suggest a possible influence of hydroalcoholic crude extracts in the synthesis of
prostaglandins.

Antiproliferative activity was tested employing an in vitro assay using human cancer cell lines. The
results were detected with Sulforhodamine B assay (SRB). The crude hidroalcoholic extract and
fractions (FB and FN) gave cytostatic inhibition with 25 ug/mL and cytocidal inhibited at 250pug/mL
with melanoma (UACC-62), ovarian (OVCAR) and lung (NCI460) cell lines. Indomethacin gave
cytostatic inhibition from concentration at 25 ug/mL and cytocidal inhibited at 250ug/mL with lung
(NCI460), prostate (PCOs;), melanoma (UACC-62) and renal (786-0) cell lines. The results
demonstrated a straight correlation among the antiproliferative and anti-inflammatory activity.

probably related with inhibition of the enzyme COX-2.

The crude ethyl acetate extract (EBAE) showed selectivity for breast (MCF-7) cell line, cvtostatic
inhibition from 25 pug/mL and cytocidal inhibited at 250pg/mL with colon (HT29) cell line. For the
other cell lines, the EBAE only presented cytostatic or cytocidal effect in the highest concentration.
This result points to the presence of substances with antiproliferative action independent of the anti-

inflammatory activity.

In chemical model of nociception, pretreatment of mice with the crude hidroalcoholic extracts
produced a dose-related inhibition of the number of writhes induced by acetic acid. On the hot plate test
in mice, EBHF increased the time of animal reaction after 60 and 90 minutes. This result indicated
possible participation of central or peripheric analgesic mechanisms. The formalin test was used to
characterize the antinociceptive activity of the crude extract (EBHF) of P. reticulata. Under this
model. the previous oral treatment reduced the nociceptive response induced by formalin during the
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first phase (neurogenic pain) by 46% and during the second phase (inflammatory pain) by 55%.
Indomethacin, used as positive control, only reduced the last phase by 76%. On the neurogenic pain
induced by capsaicin, pretreatment of mice with EBHF reduced the nociceptive response by 72% as

morphine, an opioid analgesic used as positive control.

The acetic acid-induced writhing was used to determine the possible mechanisms involved in the
antinociceptive activity of EBHF. Previous administration of naloxone inhibited the antinociceptive
effects induced by morphine, while it did not affect the effect of EBHF. Previous administration of
quaternary naloxone blocked the antinociceptive effect induced by EBHF. These data suggest a

possible peripheral action in the antinociceptive activity of EBHF.
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