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Chenopodium ambrosioides € uma planta medicinal conhecida popularmente como “Erva de
Santa Maria”, sendo uma das 71 espécies escolhidas pelo RENISUS (Relacdo Nacional de
Plantas de interesse do SUS/ Sistema de Saude Nacional Brasileiro) com prioridade para
estudos farmacolégicos. Sdo atribuidas pela populagéo varias propriedades terapéuticas,
sendo a mesma utilizada como agente anti-inflamatdrio, antifingico, antitumoral, anti-
helmintico, cicatrizante, analgésico, antirreumatico e antiulceroso. Ha estudos cientificos que
comprovam algumas de suas propriedades como a acdo anti-helmintica, antitumoral e
antifingica. Entretanto, os estudos sobre sua atividade analgésica, cicatrizante e anti-
inflamatdria se mostraram bastante preliminares. O presente trabalho avaliou as atividades
anti-inflamatdria, antinociceptiva e cicatrizante do extrato etandlico das folhas e caules de C.
ambrosioides através de modelos farmacolégicos em camundongos e ratos. Para tanto,
foram utilizados modelos farmacolégicos de inflamacdo como os edemas de orelha e de
pata e pleurisia, induzidos por diferentes agentes flogisticos. Em animais com pleurisia
induzida por carragenina (Cg) foi avaliado o efeito do extrato sobre a atividade da
mieloperoxidase (MPO), enzima deaminase (ADA), niveis de 6xido nitrico e fator de necrose
tumoral-a. (TNF-a). Foi verificado o efeito antinociceptivo da planta através da analgesia
induzida por formalina, PGE,, capsaicina e bradicinina. O efeito cicatrizante do extrato foi
verificado através do modelo de cicatrizagdo cutanea. Adicionalmente procurando observar
a ocorréncia de efeitos adversos do extrato, foram realizados ensaios farmacolégicos e/ou
toxicolégicos complementares, como o modelo de rota-rod, averiguacdo da temperatura
retal e o ensaio de citotoxidade pelo MTT. Para realizagdo do modelo de edema de orelha
0S animais receberam tratamento topico com extrato incorporado em um creme nao iénico
(1,3 e 5%). O edema foi induzido com 6leo de créton (1 pg/orelha), capsaicina (CAP, 250
pg/orelha) e acido araquidbnico (AA, 2mg/orelha). A resposta edematogénica foi avaliada
utilizando-se micrémetro, através da diferenca obtida entre a medida basal e a medida apés
a administracdo dos agentes irritantes em diferentes intervalos de tempo. No modelo de
edema de pata, o extrato de C. ambrosioides (150, 300 e 500mg/kg) foi administrado por via
oral uma hora antes da injecdo intraplantar de Cg 300 pg/pata), substancia P (SP 20
nmol/pata), bradicina (BK 3 nmol/pata) e prostaglandina E, (PGE, 3 nmol/pata). O edema foi
medido com auxilio de pletismdbmetro em varios intervalos de tempo apés a injecdo dos
agentes irritantes. A pleurisia foi induzida por Cg (1%), sendo avaliados os efeitos do extrato
sobre a migracdo leucocitaria. No modelo de cicatrizagdo cutdnea, o processo de
cicatrizacdo foi avaliado através das medidas (diarias) da &rea da leséo, por 19 dias
consecutivos. Os resultados demonstraram que a administracdo do extrato de C.
ambrosioides (em todas as concentracdes) foi capaz de inibir significativamente os edemas
provocados pelos agentes flogisticos testados nos modelos de inflamacéao acima citados. No
modelo de pleurisia, observou-se inibicdo da migracdo de neutréfilos e mondcitos para o
sitio inflamatério apds a administracdo do extrato. Além disso, o extrato foi capaz de reduzir



a atividade da MPO e da ADA, e inibiu os niveis de NO e TNF-a. No modelo de formalina o
extrato reduziu a algesia nas duas fases (neurogénica e inflamatéria) do processo doloroso,
além de inibir a dor induzida por PGE,, CAP e BK. Somente a pomada com extrato da planta
incorporado 5% produziu efeito significativo no modelo de cicatrizag&do. Finalmente, o extrato
nao alterou a performance motora e a temperatura corporal dos animais apds o tratamento.
Também néo foram observados efeitos citotoxicos do extrato no teste preliminar de MTT.
Estes resultados corroboram com outros ja descritos na literatura sobre o efeito
antinociceptivo, anti-inflamatério e cicatrizante da planta e contribuem parcialmente para o
uso da mesma.

Palavras-chave: Chenopodium ambrosioides, inflamacéo, cicatrizacdo, nocicepcao.
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Chenopodium ambrosioides is a medicinal plant popularly known as "Erva de Santa Maria",
and is one of the seventy-one species chosen for inclusion in the RENISUS (National List of
Plants of Interest to the SUS/Brazilian national health system) with priority for
pharmacological studies. Several therapeutic properties are attributed to this plant, including
anti-inflammatory, antifungal, antitumor, anthelmintic, healing, analgesic, antirheumatic and
anti-ulcer properties. Scientific studies have confirmed some of these properties, such as its
anthelmintic, antitumor and antifungal action. However, studies on its analgesic, healing, and
anti-inflammatory activity are still incipient. The present work evaluated the anti-inflammatory,
antinociceptive and healing activity of the ethanol extract of the leaves and stems of C.
ambrosioides, through pharmacological models in mice and rats. Pharmacological models of
inflammation were used, such as oedema of the ear and paw and pleurisy, induced by
different phlogistic agents. In animals with pleurisy induced by carrageenan (Cg) was
evaluated the effect of the extract on the activity of myeloperoxidase (MPO), enzyme
deaminase (ADA), levels of nitric oxide and tumor necrosis factor-a (TNF-a) was determined.
The antinociceptive effect of the plant was determined through analgesia induced by
formalin, PGE,, capsaicin and bradykinin. The healing effect of the extract was determined
through the model of cutaneous healing. This study also investigated the occurrence of
adverse effects of the extract, using complementary pharmacological and/or toxicological,
assays such as the rota-rod model, measurement of rectal temperature, and the cytotoxicity
assay by MTT. To perform the model of ear oedema, the animals received topical treatment
with extract incorporated in a nonionic cream (1.3 and 5%). Oedema was induced with croton
oil (1 ug / ear), capsaicin (CAP, 250 ug / ear) and arachidonic acid (AA, 2 mg / ear). The
oedematogenic response was evaluated using a micrometer, through the difference obtained
between the basal measurement and measurement after the administration of the irritant
agents at different time intervals. In the model of paw oedema, the extract of C. ambrosioides
(150, 300 and 500mg/kg) was administered orally one hour before intraplantar injection of Cg
300 pg/paw), substance P (SP 20 nmol/paw), bradicina (BK 3 nmol/paw) and prostaglandin
E, (PGE, 3 nmol/paw). The oedema was measured using a plethysmometer at various time
intervals, following injection of the irritant agents. Pleurisy was induced by Cg (1%), and the
effects of the extract on leukocyte migration were evaluated. In the model of cutaneous
healing, the healing process was evaluated through measurements (daily) of the area the
lesion, over 19 consecutive days. The results showed that administration of the extract of C.
ambrosioides (in all concentrations) significantly inhibited the oedemas provoked by the
phlogistic agents tested in the inflammation models cited above. In the model of pleurisy,
inhibition of migration of neutrophils and monocytes to the inflammatory site was observed,
after administration of the extract. In addition, the extract was able to reduce the activity of
the MPO and ADA, and inhibit the NO and TNF-a levels. In the formalin model, the extract
reduced the algesia in the two phases (neurogenic and inflammatory) of the painful process,
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as well as inhibiting pain induced by PGE,, CAP and BK. Only the ointment with 5%
embedded plant extract produced a significant effect in the healing model. Finally, the extract
did not alter the motor performance and body temperature of the animals after treatment. Nor
were any cytotoxic effects of the extract observed in the preliminary MTT test. These results
corroborate others already described in the literature on the antinociceptive, anti-
inflammatory and healing effects of the plant, and contribute partially for the use thereof.

Key words: Chenopodium ambrosioides, inflammation, healing, nociception
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S.C — Sub-cutanea

SP — Substancia P

TGF- B — Fator de crescimento de transformacéo beta
TNF-a — Fator de Necrose Tumoral - a

TPA — Acetato de 12-O-tetradecanoil-13-forbol

TRPV-1 — Receptor de potencial transitorio vaniléide 1

TX, TXA, — Tromboxano, Tromboxano A,
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1 INTRODUCAO

As plantas medicinais foram e continuam sendo utilizadas no tratamento e
prevencao de diversas patologias. A busca por alivio e cura de doengas através da
ingestdo de ervas, provavelmente tenha sido umas das primeiras formas de
utilizacao dos produtos naturais, sendo assim, contribuem de forma relevante para a
divulgacao das propriedades terapéuticas (BUTLER, 2008; KINGSTON, 2011).

No que tange aos efeitos terapéuticos das plantas sobre o0s processos
doloroso, inflamatério e cicatrizante, o uso de plantas é relevante, porém, a
comprovacdo cientifica € ainda incipiente. Desta forma, se faz necessario que
estudos continuem sendo realizados no sentido de buscar novos medicamentos com
mais efetividade do que os existentes como os anti-inflamatorios, com menos efeitos
adversos (BARREIRO; BOLZANI, 2009).

O Brasil possui uma grande biodiversidade, sendo considerada uma das
maiores no mundo. De toda biodiversidade mundial, estima-se que cerca de 15 a
20%, esteja concentrada neste pais, o qual é considerado como um berco
inesgotavel de novas substancias biologicamente ativas. Entretanto, apenas uma
pequena parcela, em torno de 8% desta biodiversidade foi estuda até o momento
(BARREIRO; BOLZANI, 2009).

Atualmente, embora ndo seja uma realidade brasileira, os fitoterapicos
(elaborados exclusivamente a base de extratos vegetais) e fitofarmacos (substancias
ativas isoladas) vém sendo amplamente utilizados, sendo observado um
crescimento em torno de 15% para este mercado nos ultimos anos. Isso se deve
principalmente aos bons efeitos farmacoldgicos, aos “menores efeitos adversos”, a
qualidade e o rigor exigido pela legislacao vigente além de seu valor comercial, que
geralmente tende a ser menor, quando comparado aos medicamentos sintéticos
tornando os mais acessiveis as classes sociais de baixa renda (CARVALHO et al.,
2008).

Ao longo dos anos, varias plantas utilizadas na medicina popular brasileira,
tiveram suas propriedades analgésicas e anti-inflamatérias comprovadas através de
modelos farmacologicos especificos (BRAZ FILHO, 2010). Entretanto, pesquisas
realizadas para avaliacdo do uso seguro de plantas medicinais, tanto na forma de

fitoterapicos e/ou fitofarmacos para esse fim ainda sédo poucas. Particularmente,
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alguns dados tém mostrado que a utilizacéo de plantas como C. ambrosioides (Erva
de Santa Maria) pode apresentar beneficios diversos a saude. No Mato Grosso, a
planta em questdo € bastante utilizada na medicina popular, principalmente no
tratamento de feridas abertas, decorrentes ou ndo de processos inflamatérios. O uso
costumeiro do povo da regido é macerar as partes aéreas da planta e usa-la na
forma de emplastro sobre a pele lesionada. Além disso, a planta é associada ao
cardapio de criancas e adultos com o intuito de tratamento de parasitoses,
principalmente no tratamento de helmintos (DI STASI; SANTOS; SANTOS, 1987).

Cientificamente Ibironke e colaboradores (2007), estudaram a atividade anti-
inflamatoria e antinociceptiva do extrato metandlico das folhas secas de C.
ambrosioides em camundongos. O extrato mostrou ser eficaz em reduzir o0s
processos inflamatério e nociceptivo, porém o0s estudos mostraram-se bastante
preliminares nao vislumbrando os mecanismos pelos quais tais atividades poderiam
ocorrer.

Em 2009 o Ministério da Saude selecionou a C. ambrosioides como uma das
plantas de interesse ao SUS (RENISUS). Dessa forma, considerando seus usos na
medicina popular, na terapéutica da inflamacdo, da dor e da cicatrizacdo e a
caréncia de trabalhos cientificos validando essas propriedades farmacoldgicas, o
presente trabalho pretende contribuir para esclarecer o potencial terapéutico da
planta em processos dolorosos e inflamatérios agudos, em processo de cicatrizacao,

bem como contribuir para o seu uso através de teste de citotoxicidade.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Investigar as atividades anti-inflamatorias, antinociceptiva e cicatrizante do

extrato etandlico obtido das folhas e caules de C. ambrosioides L., através de

modelos farmacoldgicos especificos além de sua composicdo quimica atraves de

procedimentos cromatograficos.

2.2 Objetivos Especificos:

v

Obter o extrato e isolar as substancias majoritarias através de técnicas
cromatograficas e identificar os componentes isolados através da técnica
de ressonancia magnética nuclear;

Avaliar o efeito antiedematogénico do extrato etandlico, através do modelo
de edema de orelha e de pata induzida por diferentes agentes flogisticos
(6leo de créton, acido araquidbnico, capsaicina, carragenina,
prostaglandina E,, substancia P, bradicinina);

Avaliar o efeito anti-inflamatorio do extrato etandlico, através do modelo de
pleurisia induzida por carragenina;

Avaliar o efeito do extrato etandlico sobre a atividade da mieloperoxidase
(MPO) e enzima adenosina-deaminase (ADA), sobre os niveis de
producgéo de Oxido nitrico e TNFa,;

Avaliar o efeito antinociceptivo do extrato etandlico na nocicepcao induzida
por formalina, prostaglandina E,, capsaicina, bradicinina;

Avaliar o efeito do extrato etandlico sobre a cicatrizacdo de feridas
cutaneas abertas;

Comparar os efeitos obtidos pelo extrato etandlico, com farmacos anti-
inflamatorios classicos;

Verificar se 0 extrato etandlico obtido de C. ambrosioides, interferem na
performance motora e temperatura corporal dos animais;

Avaliar a citotoxicidade do extrato etandlico em células L929, através do

método sal de tetrazolio (MTT).



3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 Inflamacéao: aspectos gerais

Inflamacéo é um processo fisioldgico que ocorre nos tecidos em respostas a
lesbes traumaticas, pés-isquémicas, toxicas ou autoimunes, além de processos
infecciosos. O processo inflamatério tem como objetivo proteger o organismo contra
infecgbes, eliminar patdogenos e reparar os tecidos apoOs eventuais danos
(MONTENEGRO; FRANCO, 2008). Assim, o processo inflamatério agudo pode ser
definido como um conjunto de alteracdes bioquimicas e celulares que ocorrem em
resposta a estimulos inespecificos, tais como infecgcbes ou danos teciduais
(HANSSON, 2005).

O termo inflamacgao deriva do latim “inflammatio” que significa “atear fogo”.
Celsius descreveu ha mais de 2000 anos 0s quatro sinais cardinais principais da
inflamacéo: o rubor e o calor séo resultados de um aumento da circulacdo na area
inflamada, esse aumento deve-se a hiperemia, onde ha um maior afluxo de sangue
arterial, o edema (decorre do aumento da permeabilidade vascular) e a dor (causada
pela irritacdo quimica nas terminagdes nervosas e pela compressdo mecanica). No
século XIX Virchow acrescentou o quinto sinal da inflamacéo, a perda da funcédo dos
orgdos (consequéncia de uma série de fatores, especialmente do edema e da dor).
Quando o processo reparatério se completa naturalmente, o processo inflamatério
em si, e o0s sinais da inflamacédo tendem a desaparecer (Figura 1) (LIMA et al.,
2011).

Como previamente comentado, as causas que levam a inflamacédo séo
multiplas e de natureza variavel. O processo inflamatério envolve uma série de
fenbmenos que podem ser desencadeados por diferentes tipos de agentes
causadores: biolégicos (como bactérias, virus, protozoarios); quimicos (como acidos,
alcalis, substancias causticas, formaldeido, venenos, substancias irritantes e outros)
e fisicos (calor excessivo, frio exagerado, radiacdo ultravioleta e ionizante,

gueimadura, eletricidade, traumatismos, fraturas e incisdes) (LIEW, 2003).
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Figura 1. Representacdo esquematica do papel dos sinais cardinais observados no processo
inflamatdrio. Retirado de http://patofisio.wordpress.com/2010/04/20/inflamacao/, acessado em 14 de
outubro de 2011.
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Quando se utiliza o critério temporal (duracdo) o processo inflamatério se
divide em duas categorias: inflamacéo aguda e crénica. A inflamac&o aguda constitui
um dos mais importantes mecanismos de defesa contra patdégenos invasores, é de
curta duracdo (horas a dias) caracterizada por vasodilatacdo arteriolar e venular,
edema e migracdo de células inflamatérias sendo primariamente os neutrofilos,
(Figura 2) (CHIU, et al., 2011)

A inflamacado cronica é sempre precedida pela inflamag¢do aguda, tem uma
duracdo mais longa (semanas, meses ou até anos) e se caracteriza por migracao
leucocitaria, principalmente mondcitos, linfécitos, plasmocitos e fibroblastos,
proliferacdo de vasos e tecido conjuntivo, além de sinais de regeneracdo e
reconstrucdo da matriz conjuntiva (FERGUSON, 2010). E um fenémeno indesejavel
persistente que pode levar ao desenvolvimento de doencas inflamatérias como:
aterosclerose, obesidade, doenca cardiovascular, artrite reumatoide, cancer e
doencas neurodegenerativa como Parkinson e Alzheimer (CHIU et al., 2011).

As alteracdes vasculares iniciam-se imediatamente e desenvolvem-se durante
as primeiras horas apés o estimulo inflamatério. Elas consistem em vasodilatacéo,

aumento do fluxo sanglineo, aumento da permeabilidade vascular e exsudacao de
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plasma (LIMA et al., 2007). Em condi¢des normais a microcirculagdo apresenta
baixissima permeabilidade a macromoléculas, as proteinas plasméticas circulam
muito lentamente entre sangue e tecidos e retornam ao sangue através dos vasos
linfaticos. Esta situacdo muda dramaticamente durante o processo inflamatério, a
microcirculacdo torna-se permeéavel a macromoléculas e fluidos vindos do sangue,
causando edema tecidual (Figura 2) (GILROY et al., 2004; LIMA et al., 2011).

Figura 2. Comparagéo entre a circulacado periférica no tecido vascular normal com o que acontece na
inflamacéo aguda. Retirado de http://leapato.blogspot.com/, acessado em 14 de outubro de 2011.
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A caracteristica mais classica da inflamacéo aguda é a vasodilatagcdo, que é
produzida por diversos mediadores como: Histamina (His), Prostaglandina E;
(PGEy>), Interleucina do tipo 1B (IL-1B), oxido nitrico (NO) e outros. Primeiramente a

vasodilatacado € mediada pelo NO e prostaglandinas vasodilatadoras (PGE; e PGly).


http://leapato.blogspot.com/
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O NO é produzido a partir da L-arginina através da agdo do Oxido nitrico sintase
(NOS). Os leucdcitos ativados produzem NOS indutivel depois da exposicdo a
produtos microbianos e citocinas pro-inflamatorias (VALLANCE; CHAN, 2001; CHIU
et al., 2011)

O exsudado liquido (edema) é provocado por fluxo de proteinas do leito
vascular para o intersticio como resultado da acdo de mediadores como a His,
bradicinina (BK), leucotrienos B4 (LTB,), substancia P (SP), componentes do sistema
complemento e fator de ativacdo plaguetaria (PAF) (DENZLINGER et al., 1985).
Estes mediadores favorecem o aumento da permeabilidade capilar e venular ao
plasma e proteinas. O edema inflamatorio € a marca registrada da inflamacao aguda
(ARYA; KUMAR, 2005).

A vasodilatacdo e o edema vém acompanhados de marginacdo leucocitaria,
adesdo e migracdo. O processo de migracao de neutréfilos do espaco intravascular
para o intersticio ocorre a principio nas vénulas pés-capilares da circulacdo
sistémica e capilares (Figura 3). Os eventos celulares sdo marcados pela saida das
células circulantes da luz do vaso e a migracdo de leucdcitos (principalmente
neutréfilos e mondcitos) para o sitio inflamatério. Esse fendmeno segue algumas
fases como: rolamento dos leucdcitos pelo endotélio, adesao firme, transmigracéo
ou diapedese e quimiotaxia. Todas estas etapas do processo de migracao
leucocitaria sdo dependentes da expressdo pelos leucocitos e pelas células
endoteliais de moléculas denominadas moléculas de adesao (selectinas que sao
formadas por trés proteinas E-selectina, P-selectina e a L-selectina, as integrinas, as
imunoglobulinas e as caderinas), de mediadores quimiotaticos (como a interleucina-8
(IL-8), o fator do complemento C5a e o leucotrieno B4 (LTB,)) (WEBER, 2003;
KELLY; KWANG; KUBES, 2007).

Os leucacitos circulantes migram seletivamente e em numero significativo
para o tecido inflamado no decorrer do processo. Em uma resposta inflamatoria
aguda, e logo nos estagios iniciais, ha acumulo predominante de neutrofilos,
enguanto que as células mononucleares sdo observadas mais tardiamente durante a
fase aguda, bem como nos processos crénicos. A migracdo de eosindéfilos também
pode ocorrer em processos inflamatorios, estando principalmente associada a
processos alérgicos e infec¢bes parasitarias. Algumas das células envolvidas ja

estdo presentes no tecido afetado tais como: células endoteliais, células mesoteliais,
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mastocitos, eosindfilos, macréfagos e alguns linfécitos (FRANCISCHETTI et al.,
2010).

Figura 3. Eventos celulares na inflamacédo. Retirado de http://www.canstockphoto.com/inflammation-

response-6235012.html, acessado em 14 de outubro de 2011.
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3.2 Mediadores envolvidos na inflamacéo

A lesdo tecidual ou o trauma promove a liberagdo de varios mediadores
quimicos, podendo ser de origem tissular, como as aminas vasoativas (His,
Serotonina (5-HT)), SP, PAF, derivados do acido araquidénico (PGs, tromboxano e
leucotrienos), NO, citocinas (interferons (IFN)), numerosas interleucinas (IL), o fator
de necrose tumoral (TNF) ou de origem plasmatica, como os componentes do
sistema complemento, cininas (bradicina) e fatores de coagulacdo (HOFSETH,
2008).


http://www.canstockphoto.com/inflammation-response-6235012.html
http://www.canstockphoto.com/inflammation-response-6235012.html
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a) Aminas vasoativas: His e 5-HT

As duas aminas, His e 5-HT, séo especificamente importantes porque estéo
disponiveis em reservas pré-formadas e estdo entre os primeiros mediadores a
serem liberados durante a inflamacédo (MACGLASHAN, 2003).

A His é amplamente distribuida nos tecidos é sintetizada e liberada por
diferentes células, especialmente mastocitos, baséfilos e plaguetas, sendo liberada
por exocitose (fase imediata ou inicial da inflamacdo) durante as reacbes
inflamatorias ou alérgicas com participacdo do sistema complemento (C3a e Cb5a),
Imunoglobulina E (IgE), citocinas (IL-1 e IL-8) e SP (HEBERT; JUST,; SCHIMIDT,
2001).

A His desempenha papéis importantes na resposta inflamatéria, onde seus
efeitos sdo mediados pela sua ligagdo com quatro subtipos de receptores
histaminicos especificos associados a proteina G. O receptor H1 (HR1) € o
responsavel por muitos sintomas das doencas alérgicas, tais como o prurido, 0
broncoespasmo e a contracdo da musculatura lisa intestinal. Quando estimulado,
pode ativar outras vias de sinalizacdo intracelular, tais como a via da fosfolipase D e
a da fosfolipase A, provocando vasodilatacdo e aumento da permeabilidade
vascular. O receptor H2 (HR2) estimula a secrecao gastrica e acelera a frequéncia
cardiaca, o receptor H3 (HR3) esta localizado no Sistema Nervoso Central e
periférico, inibe a liberacdo e sintese de histamina. O receptor H4 (HR4) estimula a
guimiotaxia de eosindfilos e mastécitos (CRIADO et al., 2010)

A 5-HT é o segundo mediador vasoativo pré-formado com a¢6es semelhantes
a His. Esta presente nas plaquetas e nos mastécitos, promove o aumento da
permeabilidade e vasoconstricdo. A liberagcdo de serotonina das plaquetas é
estimulada quando ocorre a agregacao plaquetaria ap0s contato com colageno,
adenosina difosfato (ADP) e complexos antigeno-anticorpo. A 5-HT atua na
regulacdo da funcédo gastrointestinal (peristaltismo), gerando um aumento da
atividade pré-cinética no intestino e também na musculatura lisa contraindo-a. Existe
cerca de sete tipos principais de receptores (5-HT;.;) a maioria estd acoplada a
proteina G, exceto o 5-HTj3, que € um canal de cétions controlado por ligante
(GOADSBY; LIPTON; FERRARI, 2002).

b) Neuropeptidios - SP
A SP é um neurotransmissor presente no sistema nervoso central e no trato

gastrointestinal, onde pode agir sobre o sistema nervoso entérico. E um dos mais
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potentes vasodilatadores, atuam sobre os mastdcitos liberando His, que potencializa
a resposta inflamatéria, aumentando a permeabilidade vascular, também participa da
regulacdo sanguinea (bradicinina), € responsavel pela modulacdo e sensacdo de
dolorosa. Niveis elevados da SP aumentam a sensibilidade dos nervos a dor ou
aumentam a consciéncia da dor, fazendo com que estimulos normais resultem em
percepcdo exagerada de dor. A liberacdo aumentada da SP é influenciada pelos
baixos niveis de Serotonina. As endorfinas bloqueiam a liberacdo da SP, motivo pelo
qual os exercicios fisicos sdo importantes para a reducdo da sensacao dolorosa
(O’'CONNOR et al., 2004; LI et al., 2011).

c) Derivados do &cido araquiddnico: eicosanodides

O acido araquiddnico (AA) é liberado pelos fosfolipidios das membranas
celulares através de alguns estimulos (quimicos, inflamatorios, traumaticos e
miogénicos) e ou por mediadores, a partir da ativacdo da enzima fosfolipase A,
(PLA,) e este é precursor de varios eicosandides. O AA é liberado na inflamacéo a
partir da membrana dos glébulos brancos ativados, e fundamental para a
inflamacédo, pois a sua metabolizacdo gera varios mediadores inflamatérios como
prostaglandinas. Existem duas vias que o AA pode seguir simultaneamente apG0s ser
sintetizado: via ciclooxigenases 1, 2 e 3 (COX-1, COX-2 e COX-3) e via da
lipoxigenase (HILARIO; TERRERI; LEN, 2006, YEDGAR et al., 2007).

Os eicosandides fazem parte de uma rede complexa de eventos
fisiopatoldgicos, ao serem derivados de diferentes vias, podem apresentar atividade
pr6 ou anti-inflamatéria, dependendo do 6rgdo e do estdgio da doenca,
apresentando papel importante em eventos fisioldgicos e a sua supressao tem sido
um importante alvo terapéutico (YEDGAR et al., 2007) .

O AA livre é metabolizado por duas enzimas: a COX-1 e a COX -2. A COX-1
constitutiva, faz parte da constituicdo do trato gastrointestinal, sendo associada a
producdo de muco protetor e a inibicdo da secrecéo acida gastrica, portanto, drogas
gue inibem essa enzima causam diversos distirbios no trato digestivo. Nas
plaguetas, a COX-1 estad associada a sintese do tromboxano A2, mediador que
favorece a agregacao e a adesao plaquetaria, portanto, sua inibicdo esta associada
ao risco de sangramento cutaneo e gastrointestinal (STEAGALL et al., 2009). A
COX-2 é indutivel, esta envolvida na sintese dos prostandides, no desenvolvimento
e progresséo de processos inflamatorios. E induzida pelas citocinas pro-inflamatérias

como IL-1, IL-2, TNF-a, e outros mediadores nos sitios de inflamagdo como fatores
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de crescimento e endotoxinas. As citocinas anti-inflamatoérias como IL-4, IL-10 e a IL-
13, assim como os glicocorticdides inibem a expressdo de COX-2 (HILARIO;
TERRERI; LEN, 2006).

As COX-1 e 2 estdo envolvidas na inflamacdo, onde o acido araquidénico &
transformado em prostaglandina G, (PGG;) e subsequentemente em PGH,, sendo
finalmente convertido por sintases especificas em PGs (prostaglandinas) como D,
E, e Fyy pela via COX-2, e por PGH, em tromboxano A, (TXA;) (promove
vasoconstriccdo e agregacao plaquetaria) e protaciclinas (PGl,) (potente inibidor
plaguetario e vasodilatador) sdo produzidas pela via COX-1 e COX-2. Além da
biossintese de PGs e TX, também se inicia a biossintese de leucotrienos (LT) feito
pelas lipoxigenases (LOXs) também sdo vasoconstritores (MURI; SPOSITO;
METSAVAHT, 2009). As LOXs originam os LTs, o acido hidroeicosatetraendico
(HETE) e as lipoxinas. Os LTs sdo produzidos, predominantemente por ceélulas
inflamatérias como leucdcitos polimorfonucleares, macréfagos e mastdcitos (Figura
4) (MURI; SPOSITO; METSAVAHT, 2009).

Figura 4. Principais metabdlitos envolvidos na cascata do acido araquiddnico. Figura retirada de
<http://www.sistemanervoso.com/pagina.php?secao=11&materia_id=251&materiaver=1> visitado em
10 de janeiro de 2010.
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Ha ainda uma terceira isoforma da COX, isolada pela primeira vez no Sistema
Nervoso Central do cdo, chamada COX-3 e seria uma variante da COX-1. Essa
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isoforma tem sido implicada, em parte, na analgesia central produzida pelos AINES
e, principalmente, no efeito antipirético de algumas das subclasses (LEES et al.,
2004; PAPICH, 2008). Diferencia-se da COX-1, pois tem menor atividade na
biossintese de PGs, sendo inibida, preferencialmente por anti-inflamatérios como
acetaminofeno e dipirona, representando um possivel alvo para a agédo central
apresentada por alguns AINES, diminuindo a dor e possivelmente a febre (PAPICH,
2008).

As prostaglandinas PGE,, PGD,, PGF,4, PGI, (prostaciclina) e TXA,, sdo os
mais importantes na inflamacg&o. A PGI, produzida na parede vascular possui acao
vasodilatadora, além de potencializar os efeitos quimiotaticos, inibicdo da agregacao
plaguetaria e de aumentar a permeabilidade de outros mediadores (KAM; SEE,
2000). As PGE;, PGD,, PGF,, também sao vasodilatadoras, mas possuem outras
acOes, as PGE;, tém acéo citoprotetora da mucosa gastrica, aumentam a atividade
algica da BK, estimulam a producdo de esterdides pela supra-renal, liberando
corticoides que participam da inflamacéo (LI et al., 2009).

As PGs sdo mediadas por dez tipos diferentes de receptores acoplados a
proteina G (GONZALEZ-PERIZ; CLARIA, 2007). Com grande diversidade de
receptores especificos e varios mecanismos reguladores, as PGs atuam como:
protagonistas centrais na inflamacdo, dor, coagulacdo sanguinea, angiogénese,
ovulacdo, parturicdo, metabolismo 0sseo, crescimento e desenvolvimento neuronal,
na cicatrizacédo de leséo, na funcado renal, no tdnus vascular e nas respostas imunes
(KVATERNICK et al., 2007).

As lipoxigenases, presentes principalmente no citosol, sdo encontradas nos
pulmdes, plaguetas, mastocitos e leucdcitos. A principal enzima do grupo é a 5
lipoxigenase, que atua sobre o acido araquidénico produzindo o acido 5-
hidroperoxieicosatetraendico (5 HPETE), que € convertido em leucotrieno A, (LTA,).
O LTA, pode ser convertido em leucotrieno B4 (LTB4) ou, em uma série de cisteinil-
leucotrienos, LTC4, LTD4 € LTE4. O LTB4 € produzido principalmente por neutréfilos
e macrofagos (MURI; SPOSITO; METSAVAH, 2009), enquanto os cisteinil
leucotrienos, principalmente por eosinoéfilos, mastocitos, basoéfilos e macrofagos
(BELCH; HILL, 2000).

O LTB4 € um potente agente quimiotatico que causa agregacao dos leucocitos
e também um importante agente responsavel pelo aumento da permeabilidade

vascular, causa aderéncia, quimiotaxia e ativacdo de polimorfonucleares (neutrofilos,
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eosindfilos e basdfilos) e mondcitos, além de estimular a proliferacdo de macréfagos
e linfocitos e a producéo de citocinas por essas células (GOODMAN et al., 2009). O
LTB, tem sido reconhecido como fator importante em diversas doengas como
dermatite, asma, doencas inflamatorias locais e sistémicas, artrite reumatoide,
psoriase e doencas cardiovasculares (NOGUCHI; OKUBO, 2011).

d) Oxido Nitrico (NO)

NO é um gas de radical livre formado numa reacéo catalisada por enzimas
(6xido nitrico sintetase) entre o oxigénio molecular e a L-arginina (DUSSE; VIERA,
CARVALHO, 2003). E produzido principalmente pelas células endoteliais do tecido
lesionado, macréfagos e neurbnios especificos, com potente acdo vasodilatadora
(relaxamento do endotélio), levando a um aumento da permeabilidade vascular e
degradacdo de microorganismos. Age em células proximas ao local de sua producéo
(TRIPATHI; TRIPATHI; KASHYAP; SINGH, 2007).

As enzimas oOxido nitrico sintetases (NOS) sdo fundamentais para o controle
da biossintese do NO. Existem trés principais isoforma conhecidas da NOS: uma
forma indutivel (i-NOS), (expressa nos macréfagos, neutrdfilos, fibroblastos e em
células endoteliais em resposta a estimulos patolégicos como microorganismos
invasores) e duas formas ditas constitutivas, que estdo presentes em condicdes
fisiologicas nos endotélio (e-NOS) e neurdnios (n-NOS) (DIAS; NEGRAO; KRIEGER,
2011).

O NO ativa a COX-1 na fase inicial de inflamacéo induzida por Cg e regula
COX-2 na fase tardia na pele, resultando na producédo de PGE;, e PGI, no local da
inflamacéo, as PGs induzidas no processo contribuem para a exacerbacdo do
processo inflamatério (COUTINHO et al., 2009).

Dentre as suas principais acfes no processo inflamatério encontram-se a
vasodilatacao e os efeitos citotdxicos sobre patdégenos. Algumas aplicacdes clinicas
do NO incluem os agentes doadores de NO (p. ex., nitroprussiato) e o sildenafil que
potencializa as acfes do NO no musculo liso dos corpos cavernosos e é utilizado no
tratamento da disfungéo erétil. A inibicdo da biossintese do NO (p. ex., pela L-NMMA
(N®-monometil-L-arginina)) esta sendo investigada em disturbios caracterizados por
producdo excessiva de NO (p. ex., inflamacéao e doenca neurodegenerativa) (DIAS;
NEGRAO; KRIEGER, 2011).
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e) Citocinas

As citocinas sdo polipeptideos ou glicoproteinas extracelulares, sé&o
produzidas por diversos tipos de células no local da lesé@o e por células do sistema
imunologico através da ativacdo de proteinaquinases ativadas por mitdégeno.
Algumas citocinas podem ter acdes prO ou anti-inflamatéria de acordo com o
microambiente no qual estdo localizadas. As citocinas proé-inflamatérias sado as
interleucinas (IL) 1, 2, 6, 7 e fator de necrose tumoral (TNF). As anti-inflamatérias
sao IL-4, IL-10, IL-13 e fator transformador de crescimento 3 (FTCB) (OLIVEIRA et
al., 2011).

Como nédo é possivel classificar as citocinas quanto a célula de origem ou
guanto a funcéo bioldgica, elas foram agrupadas em interleucinas (IL, numerada
sequencialmente de IL-1 a IL-35), TNF, quimiocinas (citocinas quimiotaticas),
interferons (IFN) e fatores de crescimento mesenquimal (OLIVEIRA et al., 2011).

As citocinas possuem papel essencial na formacdo dos sinais locais ou
sistémicos de inflamacédo, sdo produzidas principalmente por macrofagos e linfécitos
e liberadas por varios tipos de células em resposta a uma variedade de estimulos
(virus, parasitas, bactérias ou, em resposta a outras citocinas). Tem como funcéo
regular a acdo das células destes sistemas na transmissdo de sinais para a
proliferacéo, diferenciacéo e funcéo de varias células alvos (OPAL; DEPALO, 2000).
Na fase inicial da resposta inflamatdria (trauma tissular) podemos encontrar citocinas
como: o fator de necrose tumoral- a (TNF-a) que por sua vez, induz a liberacao de
outras citocinas, podendo se destacar a interleucina 1-Beta (IL-1B), a interleucina 8
(IL -8) e a interleucina 6 (IL -6) (VERRI et al.,2006).

A IL-1B é produzida principalmente por mondcitos, macrofagos, linfocitos, mas
também por neutréfilos e células dendriticas, e promove a proliferacdo e a
diferenciacéo das células do sistema imune inato (resposta inflamatéria) e adaptativo
(antigeno-anticorpo). A IL-1B8 estimula a expressdo de COX-2 e, como
consequéncia, a formacéo e liberacdo de prostandides que tém importante papel na
sensibilizagdo dos nociceptores. Desta forma, indiretamente, a IL-18 atua como
mediador hipernociceptivo (OLIVEIRA et al., 2008).

Fatores como vasodilatacdo, aumento da permeabilidade vascular e
infiltrac@o celular comp&e a resposta imune inata. As células primarias da resposta
imune inata sdo os macréfagos, células dendriticas, natural killer (NK) e neutréfilos.

Proteinas do complemento, reagentes de fase aguda e a cascata da coagulacéo,
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também tém importante papel na imunidade inata (SHERWOOD; TOLIVER-KINSKY,
2004). A magnitude da resposta imune inata é determinada por mediadores da
inflamacé&o como citocinas e nao citocinas. Por exemplo, o interferon-y (IFN-y) causa
ativacdo de macrofagos e inducdo de formacdo de anticorpos e estimula
diferenciacéo de células T-helper-1 (Th I) em células T. Outro classico exemplo é do
TNF-a e IL-1(pro-inflamatéria) que tem acdo vasodilatadora e induz respostas
sistémicas de fase aguda. Ambas as citocinas tem capacidade de induzir febre,
estimulam a producdo de proteinas de fase aguda e causam ativacdo da célula
endotelial (VERRI et al., 2006).

O TNF-a é uma citocina pré-inflamatéria, produzida principalmente por
fagdcitos mononucleares, mas pode ser produzida por outras células inflamatorias
(neutrdfilos, linfocitos, células NK e mastocitos) ou ndo inflamatérias (endotélio) em
resposta a diferentes estimulos. Esta proteina interage com dois diferentes
receptores externos TNFR1 (receptor de TNF, tipo 1) e TNFR2 (receptor de TNF,
tipo 2). A ligacdo do mediador ao TNFR1 garante principalmente a migracdo de
neutrofilos, o choque induzido por endotoxinas e a dor neuropatica apos lesao do
nervo, enquanto que a ligagdo ao TNFR2 influencia a apoptose celular e necrose
(MAZZON; CUZZOCREA, 2007).

A IL-6 é considerada como um mediador fundamental em diversas etapas da
inflamacdo, estando envolvida principalmente na regulacdo das respostas
inflamatoria e imune. Dentre os varios efeitos pro-inflamatérios que |he sao
atribuidos, esta intimamente relacionada ao processo de reparo, na etapa mais
tardia, na inducdo mitética de queratinécitos e na fase mais precoce, e 0S seus
efeitos quimioatrativos sobre neutréfilos (BALBINO et al., 2005).

f) Fator de ativacéo plaquetaria: PAF

E formado por plaquetas, basdfilos, neutrofilos e macréfagos. Sendo assim, o
PAF é um fosfolipidio que regula a liberacdo de citocinas amplificando a resposta
inflamatdria, aumenta a permeabilidade vascular por contracdo das células
endoteliais, estimula a agregacdo plaquetaria além de estimular as enzimas
lisossdmicas para producdo de superoxidos, estimula a producdo de colagenases e
um potente quimiotatico de eosinofilos (SHERWOOD; TOLIVER-KINSKY, 2004;
WITZENRATH, et al., 2007).



35

g) Proteases plasmaticas:
e Sistema complemento

E formado pela via classica, ativada por complexos imunes (é a mais rapida)
e, pela via alternativa, ativada por compostos bacterianos (como por exemplo: LPS,
mais lenta). Os principais elementos envolvidos na resposta inflamatoria séo o C3a,
C4a e Cbha. Conhecidos também como anafilatoxinas, este fatores promovem
aumento da permeabilidade vascular, estimulam os mastocitos a liberarem His que
dilata as artérias locais, ativam neutrofilos, estimulam a sintese de prostaglandinas e
leucotrienos e promovem opsonizacdo (marcacdo de uma célula para ser
fagocitada), uma de suas caracteristicas mais importantes (SHERWOOD; TOLIVER-
KINSKY, 2004).

e Sistema de coagulacéao

A inflamacdo e a coagulacdo estdo intimamente ligadas, a cascata da
coagulacao é ativada durante lesao tecidual ou durante infeccdes.

Apresenta-se em duas vias intrinseca (via da ativacdo de contato que é
ativada por trauma tecidual direto) e extrinseca (via do fator tissular que é iniciada
por producdo de fator tecidual) causando ativacdo da trombina a partir de
protrombina, a trombina promove adeséo dos leucécitos ao endotélio e a formacéao
de fibrina a partir do fibrinogénio (RIEWALD; RUF, 2003).

Quando as plaquetas sdo ativadas, essas liberam produtos de oxidacdo do
acido araquidonico pela via COX (PGH;, e TX), PAF, TNF-qa, IL-1, IL-6, proteina C
reativa e mondcitos ativados que produzem fator tecidual. A presenca do fator
tecidual também conhecido como tromboplastina causa ativacdo do fator VII que
entdo forma um complexo que em ultima instancia causa formacdo de trombina
(CARRAWAY; WELTY-WOLF; MILLER, 2003).

e Sistemada cininas

Estdo envolvidas em uma série de eventos bioldgicos, como vasodilatacéo,
aumento da permeabilidade vascular, modulacdo da dor, contragao/relaxamento da
musculatura lisa e efeitos na proliferacdo celular, além disso, acredita-se que as
cininas também estdo envolvidas na maioria dos estados patologicos da inflamacgéo
tais como asma, alergia, artrite reumatdide, choque endotdéxico e pancreatite
(CALIXTO et al., 2004).

A BK é um dos principais representantes desta classe de mediadores, € um

nonapeptideo clivado do cininogénio por uma enzima proteolitica, a calicreina.
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Existem dois subtipos principais de receptores de BK: B,, constitutivamente presente
e o0 B;, que € induzido na presenca de inflamacdo. Existem antagonistas
competitivos seletivos para os receptores B; (des-Arg Hoe 140) e para os receptores
B, (icatibant) (BAWOLAK et al., ,2006; SHIRASAKI; KANAIZUMI; HIMI, 2009).

Todo esse evento é dindmico, culminando na resolugdo o que caracteriza o
processo agudo. Entretanto, em certas ocasifes 0 processo se perpetua passando a
inflamacéo a deixar de ser um processo de protecdo, mudando para agressao ao

organismo como acontece com doencas inflamatorias autoimunes.

3.3 Dor: aspectos gerais

A dor é um processo biologico essencial para a vida. E um mecanismo
utilizado pelo organismo como alerta sobre a presenca de um estimulo nocivo. Ela
nos ensina a evitar situagdes danosas, desencadeando reflexos para que ocorra a
retirada do corpo ou parte dele para longe do estimulo nocivo, além de induzir a
manter em repouso regifes lesionadas (VANDERAH, 2007; LATREMOLIERE;
WOOLF, 2009). Reforcando a importancia do processo doloroso em si, a dor, € uma
sensacao fundamental para a sobrevivéncia e manutencdo da integridade do
organismo. Porém, quando persistente provoca sofrimento e reacdes emocionais
negativas (ansiedade e depressao), reduzindo a qualidade de vida do individuo
(DUBIN; PATAPOUTIAN, 2010).

Em 2007 a dor foi conceituada, pela Associacdo Internacional para o Estudo
da Dor (IASP) como uma “experiéncia sensorial e/ou emocional desagradavel
associada a uma lesao tecidual real ou potencial ou descrita em termos de tal lesao”.
Portanto a dor possui um caréter fisiolégico e outro subjetivo/psicologico (LOESER;
TREEDE, 2008). Pelo préprio conceito do processo doloroso, percebem-se dois
componentes fundamentais: o0 componente emocional e 0 componente nociceptivo,
também chamado fisiolégico.

A dor pode ser classificada de acordo com varios critérios, como duragéo,
topografia, intensidade, dentre outros. De acordo com os critérios temporais ela
pode ser transitoria, aguda ou cronica (BRENNAN; CARR; COUSINS, 2007).

A dor aguda geralmente é descrita como um sendo uma resposta normal e
fisioloégica a alguma forma de estimulo nociceptivo, com consequente ativacdo dos

nociceptores. E inclusive descrita como reacéo saudavel do organismo, permitindo
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identificar um desequilibrio homeostatico, indicando que alguma atitude deve ser
tomada em relacdo a fonte geradora de estimulos. Caracterizada por ser de curta
duracédo, desaparecendo apds a lesdo, tem causa e localizacdo definida. Na dor
transitoria a ativacdo dos nociceptores acontece independente da existéncia ou ndo
de qualquer dano tecidual, sendo este tipo de dor responséavel pela protecdo do
organismo frente a possiveis danos fisicos oriundos de estresse tecidual ou mesmo
ambiental (MEYR; STEINBERG, 2008).

A dor crbnica pode ser definida, como uma dor sem estimulo continuo ou
patologia definida que dura mais do que o periodo normal de cura e recuperagao
(MEYR; SAFFRAN, 2008). Ela é tipicamente de origem inflamatdria ou neuropatica,
sendo caracterizada pelo aumento da percepcdo dolorosa a um estimulo
nociceptivo (hiperalgesia) e pela percepcdo alterada de estimulos que
habitualmente ndo causam dor, como um leve toque (alodinia) (VANDERAH, 2007).

Do ponto de vista fisiolégico a dor pode ser classificada em trés tipos
distintos: nociceptiva, inflamatéria e neuropatica (SALTER, 2005). A dor nociceptiva
€ um sistema de alerta fisioldgico de protecdo, essencial para detectar e minimizar o
contato com os estimulos nocivos. A dor inflamatdria resulta basicamente da
interacao entre o tecido danificado e os neurbnios sensoriais nociceptivos periféricos
por meio da participacdo de mediadores inflamatoérios. A dor inflamatéria aguda
(declarada) resultada da acdo de um estimulo desencadeante (térmico, quimico ou
mecanico) que ativa esses neurbnios periféricos sensibilizados (RIBEIRO et al.,
2000; DUBIN; PATAPOUTIAN, 2010).

Essas modificagOes funcionais da excitabilidade neuronal sdo induzidas por
mediadores inflamatérios, liberados diretamente pelas células danificadas pelo
trauma tecidual ou pelo reconhecimento de um elemento estranho ao organismo
pelas células residentes, como por exemplo, os macriofagos. Dessa forma quando se
refere atualmente aos nociceptores, ndo apenas se refere as suas extremidades
periféricas, mas sim a fibra neural inteira, pois a hipernocicep¢do € um fendmeno
gue envolve todo o neurdnio sensorial (FERREIRA et al., 2002).

Dor neuropatica é definida como dor resultante de lesao primaria ou disfungéo
do sistema nervoso central e periférico (HANSSON, 2005). A dor neuropéatica pode
ser provocada por quaisquer lesdes nas raizes e nervos periféricos, na medula
espinhal, no tronco cerebral e no encéfalo. Os sinais e sintomas podem flutuar em

intensidade com o tempo, suas principais caracteristicas sdo a presenca de dor
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espontanea ou dor provocada por estimulos ndo nocivos nos locais afetados,
combinacdo paradoxal de perda sensitiva e hiperalgesia na area dolorosa, dor
paroxistica e aumento gradual da dor com a estimulacdo repetitiva (NOGUCHI;
OKUBO, 2011).

O componente fisiolégico da dor é denominado nocicepc¢do, que consiste na
recepcao dos estimulos nocivos pelos nociceptores. Os nociceptores sdo estruturas
especializadas localizadas nas terminacfes dos neurbnios sensoriais primarios —
gue codificam e conduzem os sinais do estimulo nocivo aos centros superiores do
SNC, onde ocorrera a interpretagdo consciente da dor (LOESER; TREEDE, 2008).
Assim, individuos podem ter o mesmo estimulo nociceptivo, contudo, a dor pode ser
diferente, dependendo do contexto em que o mesmo se encontra (TRACEY et al.,
2002).

Os nociceptores estao associados a dois tipos de fibras sensoriais, as quais
propagam o sinal com velocidades diferentes devido a presenca ou ndo de mielina
em seus axdnios. Uma delas € do tipo C, a qual ndo € mielinizada e responde a
estimulos nocivos de origem térmica, mecanica e quimica e por este motivo sao
denominados de nociceptores polimodais, sendo responsaveis pela sensacao
dolorosa tardia (MARCHAND, 2008).

Outra fibra sensorial diretamente relacionada a nocicepcéao € a Ad, ela possui
pouca mielina e propaga o sinal de forma mais rapida que a fibra do tipo C. Séo
divididas em mecanonociceptores (sensiveis a estimulos mecanicos intensos e
potencialmente danosos) e em polimodais (sensiveis a estimulos mecéanicos,
térmicos e quimicos) sendo responsaveis pela primeira sensacao dolorosa. As fibras
Ad se dividem em tipo | e tipo Il. As fibras do tipo | sdo mais responsivas ao
aguecimento lento e disparam o potencial de acdo em temperaturas nocivas em
torno de 53 °C, enquanto que as fibras do tipo Il disparam em temperaturas em torno
de 46 °C (COUTAUX et al., 2005; VANDERAH, 2007).

Além das fibras acima descritas, as fibras A sdo mielinizadas e de alto
calibre, estdo principalmente ligadas a conducdo de estimulos ndo-nociceptivos,
como vibragéo e movimento (Figura 5) (VANDERAH, 2007).

A caracteristica da resposta dos nociceptores a diferentes temperaturas
passou a ser mais bem compreendida apds a clonagem do receptor de potencial
transitorio vanildide 1 (TRPV1). Em resposta a agonistas exdgenos como a

capsaicina (principio ativo extraido da pimenta), o receptor TRPV1 abre o poro do



39

canal, que é permeavel ao sodio e ao calcio e provoca a despolarizacdo de fibras
nociceptivas do tipo C e Ad do tipo || (BELMONTE; VIANA, 2008). Além disso,
estimulos nocivos térmicos em torno de 47°C ativam as mesmas fibras que
expressam o0 receptor TRPV1, o que demonstra sua possivel participacdo na
percepgao ao calor nocivo (SCHUMACHER, 2010). A estimulagdo do receptor
TRPV1 em resposta ao calor também pode ser potencializada por substancias
liberadas no processo inflamatério, como protons e a anandamida, além de outros
mediadores que ativam a via da proteina quinase C (PKC) a qual pode sensibilizar o
receptor TRPV1 tornando-o mais facilmente responsivo (CORTRIGHT; KRAUSE;
BROOM, 2007).

Figura 5. Representacdo esquematica do diferentes tipos de nociceptores primarios (fibras Aa, A,
AD e do tipo C). Retirado de http://www.gmc.ufsc.br/gmcweb/artigos/dor/o_que_eh_dor.htm, acessado
em 14 de outubro de 2011.
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Vias de transmissédo da Nocicepcéo
O potencial de acdo gerado na periferia frente a estimulos nocivos é
propagado nos neurbnios nociceptivos principalmente pela agdo de canais de sodio,

calcio e potassio dependentes de voltagem (XIE et al., 2005). Os neurdnios de
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primeira ordem emitem projecdes para a medula espinhal, mais especificamente na
regido do corno dorsal, onde fazem sinapses com neurénios de segunda ordem que
formam as vias ascendentes. Os neurdnios de segunda ordem, ou de projecéo
cruzam a medula espinhal para ascender por diferentes tratos, como o0s
espinotalamicos, trigeminal, espinoparabraquial e espinomesencefalico, projetando
seus corpos celulares ao tdlamo. A via espinotalamica é a mais estudada a respeito
da transmisséo do sinal nociceptivo (Figura 6) (ALMEDIA, ROIZENBLATT; TUFIC,
2004; VANDERAH, 2007).

Figura 6. Mecanismos de transmissédo e percepcdo da dor. Diagrama esqueméatico mostrando o
corno dorsal da medula espinhal que recebe as informacdes sensoriais oriundas das terminagfes
periféricas de fibras nervosas nociceptivas ascendentes (cor vermelha) e descendentes (cor azul).
Adaptado de (ALMEDIA, ROIZENBLATT; TUFIC, 2004).

Percepgdo da dor
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No tédlamo os neurbnios de terceira ordem emitem axoOnios, através da
capsula interna do cértex somatosensorial desencadeiam a somatiza¢do do estimulo
nocivo, responsavel pelo componente emocional da dor (CRAIG, 2003). O talamo e
0 cOrtex séo regides finais da projecdo das vias nociceptivas, sendo que o talamo é
um dos responsaveis por informar que existe sensacao nociceptiva, e o cortex é
responsavel pela discriminacdo do tipo de sensacdo nociceptiva e por identificar de
forma pouco fiel de onde provém (MARCHAND, 2008).

Existe a modulacdo descendente da nocicepcdo. As vias descendentes se
originam no tronco cerebral e outras estruturas como hipotalamo, coértex, talamo,
ndcleo magno da rafe (NMR), substancia cinzenta periaquedutal (PAG) e estruturas
adjacentes da medula rostroventromedial (RVM), que exercem importante papel na
integracdo e modulacdo dos mensageiros nociceptivos, no corno dorsal da medula
espinhal (OSSIPOV; DUSSOR; PORRECA, 2010). Os mecanismos descendentes
modulam a resposta nociceptiva por exercer suas agcdes em nociceptores presentes
nas vias aferentes primarias, bem como em neurbnios intrinsecos do corno dorsal,
interneurdnios excitatoérios e inibitérios e neurdnios de projecdo (PORRECA;
OSSIPOV; GEBHART, 2002).

Medidores Envolvidos no Processo Nociceptivo

Diversos mediadores inflamatérios e/ou nociceptivos, quando liberados por
macrofagos, mastocitos e células endoteliais promovem a despolarizacéo das fibras
nervosas tipos A e C. Estas irdo conduzir impulso doloroso, iniciado em tecidos
diferentes, facilitando assim a transmissédo e as alteracdes inflamatorias periféricas
(KRAYCHETE; CALASANS; VALENTE, 2006). De maior destague podemos
encontrar a acetilcolina (ACh), a SP, as cininas (bradicinina- BK), os leucotrienos,
PAF, as PGs, o tromboxano, as citocinas, a His, 5-HT, trifosfato de adenosina (ATP),
fatores de crescimento neuronal (NGF), entre outros (SAWYNOK, 2003; BASBAUM
et al., 2009).

A sensacao dolorosa provocada por estimulagéo térmica, mecénica, pode ser
modulada, se no local estiver sendo liberados mediadores do processo inflamatério.
De fato, muitos mediadores pro-inflamatorios interagem com seus receptores
presentes em nociceptores, causando tanto sensibilizacdo, quanto ativacao destes
neurénios nociceptivos (JULIUS; BASBAUM, 2001). Além disso, quando esses

mediadores sdo administrados intradermicamente podem induzir reacdes
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nociceptivas, através da ativacdo direta do nociceptor ou por sensibilizar este
neurdnio para outros diferentes estimulos, como térmico e/ou mecéanico (DUBIN;
PATAPOUTIAN, 2010).

Uma leséo tecidual ou inflamacé&o resulta na ativacdo de varias substancias,
como a enzima proteolitica calicreina. Esta enzima degrada um peptideo circulante
chamado cininogénio que, por sua vez da origem a calidina, que é assim convertida
em BK. A maioria dos efeitos apresentados pelas cininas € mediada pela ativacéao
de dois tipos de receptores ligados a proteina G, o receptor B; e o receptor B,. Os
receptores B, sdo constitutivos e amplamente expressos no sistema nervoso central
e periférico, e sao importantes para o efeito fisiolégico das cininas. Com algumas
excecodes, o receptor B; ndo é constitutivamente presente no tecido normal, mas sua
expressao ocorre rapidamente em certas condi¢cdes patolégicas ou em condicbes
inflamatorias. A BK é conhecida como um poderoso agente algico (ROCHA et al.,
2007).

A BK e as PGs causam alteracbes em receptores especificos (TRPV1),
acoplados a canais ibnicos ligante-dependente via ativagcdo da adenosina-
monofosfato ciclico (AMPc), e das proteinas cinases A (PKA) e C (PKC), reduzindo o
tempo pos-hiperpolarizagdo da membrana neural, causando reducéo do limiar para
disparo da fibra nervosa (ROCHA et al., 2007; BASBAUM et al., 2009).

Como ja descrito anteriormente, no processo inflamatério sdo produzidos e
liberados varios mediadores, como os prostandides. Dentre os varios prostanéides
sintetizados pela acdo das enzimas COX, podemos destacar dois deles, a PGE; e a
PGl,. Eles sdo grandes contribuintes da hiperalgesia em processos inflamatoérios
(ROCHA et al., 2007). Embora, a aplicacao de PGE; e PGI; na pele geralmente ndo
seja dolorosa, elas promovem a sensibilizacdo do nociceptor, principalmente através
do aumento da condutancia de canais de cations sensiveis a voltagem, além de
aumentar a liberacdo de neuropeptidios provenientes das fibras C nos terminais
periféricos. A PGE, provoca diminuicdo do limiar de excitabilidade dos nociceptores
(MA, 2010).

A 5-HT, como outros neurotransmissores, também é liberada em resposta ao
dano tecidual e inflamacdo, sendo proveniente principalmente de plaquetas,
mastoécitos e células endoteliais, bem como de terminais serotoninérgicos centrais e
ajuda na sensibilizacdo e ativacdo dos neurbnios nociceptivos. A administracdo de

5-HT na pele causa dor em humanos através da excitagcdo das fibras C e A9, e
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parece ocorrer principalmente pela ligagdo da serotonina com os receptores do tipo
5-HT3. Os receptores 5-HT3 s&o canais ibnicos permedveis ao sodio e ao potassio,
e sua abertura permite o influxo de cargas positivas para o interior do neurdnio,
culminando na geracdo do potencial de acdo rumo ao corno dorsal da medula
espinhal (JULIUS; BASBAUM, 2001).

Outros mediadores, como o ATP, também s&o liberados ap6és um dano
tecidual. Ele provoca rapida despolarizacdo de fibras aferentes primarias de
pequeno diametro, refletindo em grande entrada de cations na célula (JENSEN;
BARON, 2003). Além disso, células inflamatérias, plaquetas, células endoteliais,
células de Schwann e os proprios terminais periféricos e centrais ajudam na
liberacdo local de outros mediadores quimicos, como neuropeptidios, SP, peptideo
relacionado ao gene da calcitonina (CGRP), o NO, neurotrofinas, His, proétons,
citocinas, somatostatina, ACh, os aminoacidos excitatérios, como glutamato (Glu),
entre outros. Esses mediadores interagem com receptores especificos levando a
sensibilizacdo ou ativacdo direta do nociceptor (GRIFFIS; COMPTON; DOERING,
2006).

Outros medidores inflamatorios, como a BK, SP e as PGs, ndo atuam
diretamente em canais ibnicos, e sim em receptores acoplados a proteina G,
podendo causar tanto ativacdo, quanto sensibilizagdo nos nociceptores. De fato,
muitos mediadores inflamatérios ao estimular os receptores acoplados a proteina G
acabam ativando varias vias intracelulares, principalmente por atuarem através da
proteina quinase C (PKC) ou através da proteina quinase A (PKA) acarretando em
complexos sinais intracelulares (COUTAUX et al., 2005; ROCHA et al., 2007).

Muitas substancias produzidas e liberadas frente a leséo tecidual, como a BK
e a SP se ligam a receptores acoplados a proteina Gq e estimulam a atividade da
fosfolipase CB (PLCPR), esta enzima, degrada o fosfatidilinositol 4,5 difosfato (PIP2),
gerando dois produtos, o inositol trifosfato (IP3) e o diacilglicerol (DAG). O IP3 é
hidrossoluvel e se encontra no citoplasma celular, onde se liga a receptores no
reticulo endoplasmético e provoca a liberacdo de célcio no interior de célula. O DAG
€ hidrofobico e fica ancorado na membrana da célula, e juntamente com o calcio
liberado ativam alguns membros da familia da PKC (VELAZQUEZ et al., 2007).

Estudos tém demonstrado que a ativacdo da PKC, pode sensibilizar e
despolarizar neurbnios aferentes ndo mielinizados, principalmente por aumentar as

correntes excitatorias ativadas por estimulos térmicos nocivos (ROCHA et al.,
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2007).). Além disso, inibidores da PKC podem bloguear a sensibilizacdo desses
aferentes. Com o desenvolvimento de animais deficientes de proteina quinase Ceg
(PKCe) e a utilizacdo de inibidores dessa PKC foi demonstrado seu papel
fundamental na nocicepgdo. A PKCe possivelmente modula a via nociceptiva por
fosforilar os receptores do tipo TRPV1, deixando-os sensiveis a estimulos nocivos
de origem térmica e quimica (HWANG et al., 2000; TOMINAGA, 2007). Além disso,
tem sido relatado que a PKCa também pode provocar ativagéo dos nociceptores por
atuar em receptores do tipo TRPV1 (VELAZQUEZ et al., 2007).

3.4 Tratamentos farmacolégicos da inflamacéao e da dor

Uma vez que a dor € um dos sinais cardinais do processo inflamatorio,
farmacos que interferem na inflamacédo, especificamente na resolucado da mesma
também podem ser eficazes no alivio da dor. Neste contexto os AINES e os

glicocorticoides sao classes que cumprem esse papel.

3.4.1 Anti-inflamatdrios ndo esteroidais (AINES)

Os AINES séo os medicamentos mais comumente usados para reduzir a dor
e inflamacédo resultantes de diversos tipos de lesdes. Sao farmacos que inibem a
producdo de mediadores da inflamacéo. Apesar de serem muito utilizados para o
tratamento de desordens inflamatérias agudas, esses farmacos convencionais néo
tem tido éxito em curar desordens inflamatérias crénicas, como por exemplo, a artrite
reumatoide e aterosclerose (LANGFORD, 2006).

Os AINEs sdo os mais utilizados e sao potentes inibidores de COXs,
consequentemente inibindo a sintese dos endoperéxidos ciclicos e das
prostaglandinas. Possuem trés acdes principais farmacologicamente desejaveis:

e 0 efeito analgésico diminuindo a sintese de prostaglandinas; que significa
menor sensibilizacdo das terminagdes nervosas nociceptivas aos mediadores
da inflamagao, como a bradicinina e 5-HT,;

e 0 efeito antitérmico deve-se, em parte, a diminuicdo de prostaglandinas

produzidas em resposta ao pirégeno inflamatério, e a IL-1, que € responsavel
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pela elevacdo do ponto de ajuste hipotalamico para o controle da

temperatura, causando febre;

e e acdo anti-inflamatéria deve-se a reducdo das prostaglandinas

vasodilatadoras (PGE;, PGI,;) e mediadores envolvidos direta e indiretamente,
com a reducdo do edema, rubor e calor (BURIAN; GEISSLINGER, 2005;
MURI; SPOSITO; METSAVAH, 2009).

Os AINEs possuem varias classes como:

>

Derivados do &cido salicilico: Acido salicilico e salicilato de metila;
Acido acetilsalicilico (Aspirina®):

Derivado do acido endlico: Piroxicam (Feldene®), tenoxicam (Tilatil®) e
meloxicam (Meloxil®);

Derivados do &cido fenilacético: Diclofenaco de sédio (Voltarem®) e de
potassio (Cataflam®);

Derivados do &cido fenilantronilico: Acido mefenamico (Ponstan®),
acido flufenamico (Mobilisin®), 4cido meclofenamico;

Derivado do &cido indolacético: Indometacina (Indocin®) e sulindaco;
Derivados do &cido propiénico: Naproxeno (Flanax®), ibuprofeno
(Advil®) e cetoprofeno (Profenid®);

Derivados do para-aminofenol: Paracetamol (acetaminofeno) (Tylenol®)
e fenacetina;

Derivados da pirazolona: Fenilbutazona (Butazolidina®), dipirona
(Novalgina®), oxifenilbutazona (Tandrex®), feprazona (Zepelan®) e

aminopirina.

Entretanto os farmacos mais utilizados sao: o acido salicilico e acido

acetilsalicilico (AAS®). A aspirina é o farmaco mais utilizado como anti-inflamatério,

analgésico e antipirético, prototipo da classe introduzida na medicina em 1899. O
farmaco acetila irreversivelmente a COX-1 (MONTEIRO et al., 2008).

O fato de que a isoforma 1 da COX é a forma mais presente

constitutivamente, leva a crer que a sua inibicdo pelos AINES nao seletivos seja a

base dos efeitos adversos graves observados com esses inibidores, principalmente

sobre o trato gastrointestinal. Por outro lado, a inibicdo seletiva da COX-2 esta

envolvida na estratégia terapéutica de escolha para o tratamento de condicbes

inflamatorias (ALWANI et al., 2006). A COX-2 possui um canal para a entrada do
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substrato, mais largo que a COX-1, desta forma, agentes seletivos para a COX-2
normalmente sdo moléculas maiores e volumosas que 0s nao seletivos, grandes o
suficiente para ndo conseguirem entrar pelo canal da COX-1 e impedir a entrada do
AA (HAWKEY, 2001; MURI; SPOSITO; METSAVAH, 2009). A expressdo da COX-2
€ induzida por estimulantes inflamatérios como o lipopolissacarideo de bactérias
gram negativas (LPS), citocinas pro inflamatérias (IL-1B, IL-6, IL-8 e TNF-a) e fatores
de crescimento, enquanto que sua expressdo € inibida por glicocorticoides e
citocinas anti-inflamatorias (IL-4 e IL-10) (MARQUES; CIZZA; STERNBERG, 2007).

Os primeiros farmacos de inibicdo seletiva de COX-2 surgiram na década de
1980 (meloxicam e nimesulida (Nisulid®)), e os valdecoxib (Bextra®), etoricoxib
(Arcoxia®), lumiracoxib (Prexige®) e o celecoxibe (celebra®) sdo farmacos mais
recentes com inibicdo altamente seletiva da COX-2 e, portanto com menos efeitos
adversos sobre o trato gastrintestinal (MONTEIRO et al., 2008).

Contudo, também causam sérios efeitos adversos e 0os mais comuns sdo
irritacdo no trato gastrintestinal, urticaria e insuficiéncia renal aguda, o uso
indiscriminado e prolongado dos AINES podem levar a outros efeitos como inibigéo
da agregacdo plaquetaria, nefrotoxicidade, dentre outros (ANTI; GIORGI,
CHAHADE, 2008).

3.4.2 GLICOCORTICOIDES

Glicocorticoides sao mediadores anti-inflamatérios enddgenos potentes,
liberados em minutos, em resposta ao estresse e a lesdo tecidual, para controlar a
severidade da resposta inflamatéria, funcionando como freios internos contra
reacOes inflamatorias potencialmente exageradas produzidas pelo hospedeiro
(SCHIMMER; PARKER, 2003; ANTI; GIORGI; CHAHADE, 2008).

Os glicocorticoides sintéticos agem da mesma forma que mediadores
enddgenos. Sua acgdo se da através de receptores nucleares (GR), localizados sob a
forma inativa no citoplasma. A ligacdo do glicocorticoide ao receptor o ativa e o
complexo glicocorticoide-GR dirige-se para o0 nucleo, onde reage na forma de
dimeros, com o0s elementos responsivos aos glicocorticoides (GRE), que séo
sequéncias especificas de DNA dentro das regifes reguladoras dos genes afetados.

Esta ligacédo leva a ativacdo ou a inibicdo da transcricdo de genes-alvo. Aléem da

interacdo receptor-DNA, os glicocorticoides também parecem exercer sua acao
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através de interacbes receptor-proteina, onde a proteina ligante consiste em
importantes fatores de transcricdo, como o fator nuclear kappa-B (NF-kB) e a
proteina ativadora 1 do complexo dos fatores de transcricdo (AP 1), quais regulam a
expressao de diversos componentes do sistema imune. Dessa forma, ha a inibicdo
da producdo de mediadores inflamatorios pelos leucdcitos, bem como das respostas
das células-alvo a estes mediadores (GILROY et al., 2004). Esse fato confere a essa
classe de medicamentos ndo s6 a propriedade anti-inflamatéria, como também a
propriedade imunossupressora.

Os (glicocorticoides também sdo conhecidos como anti-inflamatoérios
hormonais (esteroides). Estes sdo inibidores, ou seja, reduzem parcialmente ou
totalmente a producéo de prostaglandinas e leucotrienos pela acao inibitoria sobre a
enzima PLA,. Possuem acdo anti-inflamatoria, imunossupressora e antialérgica
(ANTI; GIORGI; CHAHADE, 2008). Sao observados principalmente com o0 uso
sistémico prolongado supressdo da resposta a infeccdo ou lesdo, supressdo da
sintese de glicocorticoides enddgenos, sindrome de Cushing (caracterizada pelo
aumento da gordura abdominal) e outros (LONGUI, 2007).

Os farmacos mais usados sdo: hidrocortisona (usados para substituicdo de
cortisol), dexametasona (tem pouco efeito mineralocorticéide), prednisolona
(primeira escolha na inflamacdo sistémica), budesonida, fenilbutazona e
beclometazona (usado na pele na forma (creme) e como aerossol na asma e rinite
alérgica) (CARVALHO, 2004). Essa classe de agentes anti-inflamatorios esta entre
os farmacos mais usados na terapia de doencas crénicas como a asma e em parte,
devido a supressao das citocinas através da inibicdo do potente fator de transcrigcéo
nuclear kappa B (NF-kB ), proteina inibidora do NF-kB (IkB) e pela inducdo de
apoptose de eosindfilos. O tratamento com glicocorticéides também é capaz de inibir
citocinas pro-inflamatérias como a IL-2 e IL-12, o IFN-y, as enzimas COX e PLA,
(LONGUI, 2007).

Enfim, situac6es patologicas em que a resposta inflamatoria se torna um fator
de leséo, perda das fun¢cdes normais do organismo e até mesmo um fator de risco
de morte, possuem inumeras alternativas terapéuticas. Contudo, tais alternativas
mostram-se apenas paliativas, e/ou apresentam efeitos adversos que, muitas vezes,
se sobrepdem as vantagens do tratamento. Desta forma, a busca por novas

abordagens terapéuticas, e/ou tratamentos anti-inflamat6érios com menos efeitos
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adversos, é compreensivelmente constante e na maioria das vezes parte do uso

popular de remédios caseiros, 0s quais necessitam de comprovacao cientifica.

3.5 Cicatrizagéo: aspectos gerais

A cicatrizacdo das lesbes € um processo altamente complexo. Nele existe
uma sequéncia de estagios interdependentes e sobrepostos, tais como: inflamacéo,
guimiotaxia, proliferagéo celular, diferenciacdo e remodelacéo, que sdo agrupados
em trés fases: fase da inflamacao, fase da fibroplasia ou proliferativa e por ultimo a
fase da maturacdo ou remodelacao (TAZIMA; VICENTE; MORIYA, 2008).

Para que o tratamento da lesdo tenha sucesso € necessario avaliar a leséo e
os fatores que podem interferir no processo de cicatrizagdo. O cuidado se inicia
avaliando o paciente, ap0s, deve ser realizado o debridamento e a limpeza da leséo
(MENDONCGCA et al., 2006).

O processo cicatricial fisiologico € iniciado com resposta inflamatoria
caracterizada pelo aumento de fluxo sanguineo, permeabilidade capilar e migracédo
de neutréfilos para a regido lesada. A permeabilidade capilar promove
extravasamento de plasma e seus componentes formando o exsudato inflamatorio
(BALBINO; PEREIRA; CURI, 2005). Inicialmente, a lesdo é preenchida por coagulos,
fibrinas e exsudato formando uma crosta que a isola do meio ambiente quase que
imediatamente. Os neutrofilos e macréfagos sao as primeiras células a migrarem
para a regido lesada em resposta do organismo a invasdo bacteriana e ao
fagocitarem as bactérias se degeneram formando o pus com os tecidos necroticos
(BROUGHTON; JANIS; ATTINGER, 2006; GROTE; SCHUTT; SCHIEFFER, 2011)

O tecido de granulacdo é o novo tecido que cresce rico em colageno para
preencher a lesdo ao se contrair, retrai as bordas da lesdo de pele para o centro da
mesma permitindo que a area a ser reepitelizada se torne menor. Quando o
exsudato persiste na lesdo, ocorre desagregacdo da crosta e favorece o
desenvolvimento de germes, que fica entre a crosta e o tecido de granulagéo
(CAMPOS; GROTH; BRANCO, 2008).

As plaquetas, leucdcitos polimorfonucleares, células endoteliais, mastocitos
teciduais, basofilos, mondcitos/macrofagos, bem como, o tecido lesado séo fontes

celulares de mediadores vasoativos. Estes podem estar pré-formados e
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armazenados em granulos citoplasmaticos a exemplo da His e da 5-HT. As PGs, LT,
TX e o PAF sdo derivados do metabolismo dos fosfolipideos ou do acido
araquidénico nao estando pré-formados (RUBIN; FARBER, 2000)

3.5.1. Fases da cicatrizagao

3.5.1.1 Fase Inflamatoria ou exsudativa (coagulacao e inflamacéao)

Esta fase se inicia imediatamente apés a lesao, tem duracdo 48 a 72 h com a
liberacdo de substancias vasoconstritoras, principalmente TXA, e PGs, pelas
membranas celulares. O endotélio lesado e as plaquetas estimulam a cascata da
coagulacdo. As plaquetas tém papel fundamental na cicatrizacdo. Visando a
hemostasia, a cascata da coagulacdo € iniciada e granulos séo liberados das
plaquetas, as quais contém fator de crescimento de transformacao beta (TGF-3)
(controla a proliferacdo e a diferenciacdo celular) e também fator de crescimento
derivado de plaguetas (PDGF), fator de crescimento epidérmico (EGF), PGs e TXs,
que atraem neutrdéfilos a lesdo (JORGE; DANTAS, 2005).

Um coagulo é entdo formado, constituido por colageno, plaquetas e trombina,
que servem de reservatério protéico para sintese de citocinas e fatores de
crescimento, aumentando seus efeitos. Desta forma, a resposta inflamatoria se inicia
com vasodilatacdo e aumento da permeabilidade vascular, promovendo a
quimiotaxia (migracdo de neutrdfilos para a lesdo) (MANDELBAUM; DI SANTIS;
MANDELBAUM, 2003).

Os neutrdfilos sédo as primeiras células a chegar no local da lesdo, com maior
concentracdo 24 horas apos ter ocorrido o processo. Sao atraidos por substancias
quimiotaticas liberadas por plaquetas. Os neutrofilos aderem a parede do endotélio
mediante ligacdo com as selectinas (receptores de membrana) e produzem radicais
livres que auxiliam na destruicdo bacteriana durante o processo eles (neutrofilos)
sao gradativamente substituidos por macréfagos (MARTINS et al., 2006).

Os macrofagos migram para a ferida apos 48-96 horas da leséo, e séo as
principais células antes dos fibroblastos migrarem e iniciarem a replicagcdo. Tém
papel fundamental no término do debridamento (é a remoc¢do do tecido morto
presente na lesdo) iniciado pelos neutrofilos e sua maior contribuicdo é a secrecao

de citocinas e fatores de crescimento, além de contribuirem na angiogénese,
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fibroplastia e sintese de matriz extracelular, fundamentais para a transicdo para a
fase proliferativa (Figura 7) (BALBINO; PEREIRA; CURI, 2005).

Figura 7. Representagdo esquemdtica da especificidade celular imunolégica correlacionada
temporalmente com as fases da cicatrizacdo (MENDONCA; NETO, 2009).
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3.5.1.2 Fase Proliferativa ou reconstrucéao

A proliferacao € a fase responsavel pelo fechamento da lesdo propriamente
dito, compreende: reepitelizacdo, que se inicia horas apos a lesdo, com a
movimentacado das células epiteliais oriundas tanto da margem como de apéndices
epidérmicos localizados no centro da lesdo; fibroplasia e angiogénese, que
compdem o chamado tecido de granulacdo responsavel pela ocupacédo do tecido
lesionado cerca de quatro dias apoés a lesao. Os fibroblastos produzem a nova matriz
extracelular necessaria ao crescimento celular enquanto 0s novos vasos sanguineos
carreiam oxigénio e nutrientes necessarios ao metabolismo celular local (JORGE;
DANTAS, 2005).

A reepitelizacdo € a fase precoce do processo cicatricial. Se a membrana
basal estiver intacta, as células epiteliais migram em direcdo superior, e as camadas

normais da epiderme sdo restauradas em trés dias. Se a membrana basal for
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lesada, as células epiteliais das bordas da ferida comecam a proliferar na tentativa
de restabelecer a barreira protetora (MANDELBAUM; DI SANTIS; MANDELBAUM,
2003). Ocorre migracao dos queratinocitos ndao danificados das bordas das lesdes e
dos anexos epiteliais (espessura parcial). Fatores de crescimento sdo 0s provaveis
responsaveis pelos aumentos das mitoses e hiperplasia do epitélio. Sabe-se que o
plano de movimento dos queratindcitos migrantes é também determinado pelo
conteudo de agua no leito da ferida, dessa forma as lesdes permanecem Umidas
favorecendo o tecido de granulacdo deixando uma melhor cicatriz (MANDELBAUM;
DI SANTIS; MANDELBAUM, 2003).

Cabe salientar que o aumento da permeabilidade microvascular € o primeiro
estadio desse processo, apresentando-se como etapa importante, que permite,
através do extravasamento de proteinas, citocinas e elementos celulares, a
formacao de matriz extracelular proviséria necessaria a migracao e proliferacdo das
células endoteliais (TAZIMA; VICENTE; MORIYA, 2008).

A angiogénese € etapa fundamental do processo de cicatrizacdo, na qual
novos vasos sanguineos sdo formados a partir de vasos preexistentes. Os novos
vasos participam da formacdo do tecido de granulacdo provisorio e supre de
nutrientes e de oxigénio o tecido em crescimento. A angiogénese ocorre na matriz
extracelular do leito da ferida com a migracéo e estimulacao das células endoteliais.
A inducdo da angiogénese € atribuida as moléculas identificadas, como
angiogénicas, incluindo o fator de crescimento de fibroblastos (FGF), fator de
crescimento derivado do endotélio vascular (VEGF), fator de crescimento
transformacdo beta (TGF-B), angiogenina, angiotropina e angiopoetina-
1(MENDONCA; COUTINHO-NETTO, 2009).

A parte final da fase proliferativa € a formacao de tecido de granulacdo. Os
fibroblastos e as células endoteliais sdo as principais células da fase proliferativa.
Os fibroblastos dos tecidos vizinhos migram para a ferida, porém precisam ser
ativados para sair de seu estado de quiescéncia. O fator de crescimento mais
importante na proliferacdo e ativacdo dos fibroblastos é o PDGF. Em seguida é
liberado o TGF-B, que estimula os fibroblastos a produzirem colageno tipo | e a se
transformarem em miofibroblastos, que promovem a contracdo da ferida
(BROUGHTON; JANIS; ATTINGER, 2006). Os principais fatores de crescimento

envolvido no processo cicatricial estdo citados no quadro 1.
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Quadro 1. Principais fatores de crescimento envolvidos no processo cicatricial

Fator de Origem Funcao
Crescimento
TNF-a Monécitos e linfécitos Proliferacéo de fibroblastos.
Quimiotaxia para neutréfilos e macréfagos
EGF-a Matriz extracelular da ferida Proliferacéo celular
cirtrgica Estimula a epitelizacédo
TGF-B Plagquetas, matriz extracelular | Mitogénicos para fibroblastos
da ferida cirdrgica Formacdo de tecido de granulacao
PDGF Plaguetas Quimiotaxia para neutréfilos, mondcitos e

fibroblastos.
Proliferacéo de fibroblastos e a producéo de
matriz extracelular.

VEGF Queratindcitos e macrofagos Angiogénese e a proliferagcéo de células
endoteliais
IL-1 Mononucleares Proliferacdo de fibroblastos

Adaptado de BROUGHTON; JANIS; ATTINGER, 2006.

Nota: TNF-a: fator de necrose tumoral alfa; EGF: fator de crescimento epidérmico; TGF-B: fator de
crescimento de transformacéo beta; PDGF: fator de crescimento derivado das plaquetas; VEGF: fator
de crescimento derivado do endotélio vascular; IL-1: interleucina 1.

3.5.1.3 Fase de Maturacao ou modulacao (contracéo da ferida ou remodelacéo)

A fase de maturacdo ou modulagcédo é o processo que organiza a cicatriz, € a
fase mais longa da cicatrizacdo, tendo inicio em torno da terceira ou quarta semana
apos o dano tecidual e pode durar meses a anos dependendo do grau, extenséo e
local da lesdo. Durante esse periodo permanece a proliferacdo de fibroblastos e a
deposicao de colageno, os quais comprimem 0s vasos, diminui a vascularizacao e a
producdo de matriz extracelular. E o retrocesso do tecido de granulacdo com
aumento da forca ténsil e reorientacdo das fibras de colageno, ou seja, substituicdo
do tecido de granulagcédo por tecido conjuntivo denso e a recomposi¢céo celular da
epiderme. A cicatriz assume coloracdo semelhante a pele adjacente (JORGE;
DANTAS, 2005).

A colagenase, a gelatinase e outras enzimas hidrofilicas sédo secretadas pelos
fibroblastos na lesédo, e novas matrizes de proteinas sdo depositadas, resultando
numa lesdo cicatrizada. Os eosindfilos aparecem nas ultimas fases da reparacéo e
presumi-se que podem estar relacionados a producdo de fatores de crescimento.
Quando a ferida completou o seu fechamento e o0s microorganismos foram
eliminados, os linfocitos constituem o subsistema leucocitario mais abundante em
feridas. Os linfocitos ndo somente sao efetores imunes, mas também, produtores de
fatores de crescimento (BALBINO; PEREIRA; CURI, 2005).
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O conteudo fibroso da cicatriz esta relacionado a tensao que incide sobre as
bordas, a qual age como elemento estimulador. A cicatriz continua evoluindo até
aproximadamente um ano apos a cirurgia. Normalmente logo apds a retirada das
suturas, apresenta-se fina e de coloracdo semelhante a pele do local. A medida que
0 tempo passa, em torno de 30 a 90 dias, pode se apresentar de coloragéo rosada,
aumentar de volume e se tornar sintomatica. Desse periodo até aproximadamente
um ano de pos—operatoério, regride gradativamente, atingindo um aspecto um pouco
mais claro que a pele, plana e discretamente mais larga que no seu estado inicial.
Além desses eventos, ocorre também a retracdo da cicatriz ao longo de seu
comprimento, sendo maxima aos trés meses, regredindo, parcial ou totalmente, apés
um ano de cirurgia. O epitélio que recobre a cicatriz € mais fino que o normal e ndo
apresenta papilas dérmicas (MANDELBAUM; DI SANTIS; MANDELBAUM, 2003).

Tipos de cicatrizagao

Jorge e Dantas (2005) descreveram o processo cicatricial de fechamento de
ferida por primeira, segunda ou terceira intencdo ou cicatrizacdo primaria,
secundéria e fechamento primario retardado, de acordo com a quantidade de tecido
perdido, agentes causadores da lesédo e contetdo microbiano.

Na cicatrizagdo por primeira intencdo ocorre perda minima de tecido, é
possivel fazer juncéo dos bordos da lesdo, com reducédo do risco de infeccao, sendo
a situacdo ideal para o fechamento das lesGes. Esse processo esta associado a
feridas limpas. A formacédo de tecido de granulacdo ndo é visivel, e a cicatrizacdo
ocorre dentro do limite fisiolégico esperado deixando cicatriz minima (Figura 8).

A cicatrizacdo por segunda intencéo nas feridas ocorre com perda acentuada
de tecido com a presenca ou ndo de infec¢do. Nao é possivel a juncédo das bordas
cicatriciais e, as feridas sédo deixadas abertas fechando-se por meio de contracéo e
epitelizacdo, com producao extensa de tecido de granulacéo e producéo significativa
de cicatrizagao (Figura 8).

Nas cicatrizes por terceira intengdo inicialmente a ferida € também deixada
aberta, por apresentarem sinais de infeccdo funcionando como cicatrizagcdo por
segunda intencdo. Apos alguns dias de tratamento local, a ferida € fechada através
de sutura, como cicatriza¢do por primeira intencdo. Esse procedimento € geralmente
empregado nas feridas cirargicas com infecgdo (JORGE; DANTAS, 2005; TAZIMA,
VICENTE; MORIYA, 2008).
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Figura 8. Formas da cicatrizagdo: a) cicatrizacdo por primeira intencdo; b) cicatrizagdo por segunda

intencdo. Retirado de http://www.misodor.com/cicatriza¢do.html, acessado em 14 de outubro de 2011.
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Segundo Silva e colaboradores (2007), h&a diversos fatores que retardam ou
impedem o processo fisiolégico na cicatrizagdo, dentre eles pode-se destacar:
e a manutencdo de pressdo continua sobre a area da lesdo ou proeminéncia
0ssea a qual interrompe o suprimento sanguineo para os tecidos;
e a manutencdo da lesdo em ambiente seco que retarda de trés a cinco vezes a
cicatrizacéo;

e a presenca de edemas que interferem no suprimento de oxigénio e nutrientes
para os tecidos;
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e as condi¢des nutricionais do paciente que diminuem a resposta imunologica,
a presenca de tecido desvitelizado ou necrético; a idade que diminui a
resposta inflamatoria;

e asintese de colageno e a angiogénese;

e 0 uso de drogas sistémicas e imunossupressoras que inibem a cicatrizagao e
diminuem a resposta inflamatéria aumentando a suscetibilidade as infecgdes;

e doencas como hipertensdo, nefropatias, diabetes melito, neoplasias,
problemas vasculares e hepatopatias que retardam ou impedem a evolucao
do processo cicatricial (JORGE; DANTAS, 2005; MARTINS, et al., 2006).

e Os fatores sistémicos: idade, estado nutricional (mal nutridos tem dificuldades
de formar cicatrizes, devido a auséncia de proteinas e vitaminas que sdo
importantes para a sintese de colageno), isquemia tecidual (vai haver
dificuldade em chegarem células inflamatérias, a zona lesada, logo vao existir
menos fatores que estimulem a proliferacdo dos fibroblastos a sintese de
coldgeno), infeccdo (dano tecidual constante e reacdo inflamatéria
persistente), vascularizacdo, medicamentos sistémicos, doencas de base
como diabetes, alteracbes cardiovasculares e de coagulacao e uso de drogas
sistémicas;

e Os fatores locais: localizac&o da leséo, tipo de tecido lesado, agentes topicos,
tecido necrotico, tempo de evolucdo e o tipo de cobertura (SILVA;
FIGUEIREDO; MEIRELES, 2007).

3.6 Farmacos cicatrizantes

Os produtos utilizados para terapéutica das feridas incluem agentes topicos e
curativos. Agentes tépicos sdo aqueles (ex. antissépticos) aplicados diretamente
sobre o leito da ferida, destinados a limpeza e a protecdo da area em seu redor.
Esse processo é de fundamental importancia para reparacdo dos tecidos, pois a
cicatrizacdo ndo evolui de maneira adequada enquanto ndo houver a remocao de
detritos e corpos estranhos, microorganismos da superficie da lesdo e do excesso
de exsudatos e tecido necrdtico (JORGE; DANTAS, 2005; SILVA; FIGUEIREDO;
MEIRELES, 2007).

Os agentes curativos (cobertura) sdo recursos que cobrem uma ferida, com o

objetivo de favorecer o processo de cicatrizagcdo e protegé-la contra a acdo dos
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agentes externos (fisicos, mecéanicos e biolégicos) (MANDELBAUM; DI SANTIS;
MANDELBAUM, 2003; JORGE; DANTAS, 2005).

A terapia topica e o tipo de cobertura a serem utilizados nas feridas
dependem do grau de contaminacgao, natureza, localizacédo, tamanho, fatores locais
e sistémicos relacionados ao processo de cicatrizacdo e presenca ou nao de
exsudatos (GEOVANINI; OLIVEIRA; PALERMO, 2007).

3.7 Algumas plantas medicinais com propriedades anti-inflamatoria,

analgésica e cicatrizante

Em nosso pais temos uma vasta biodiversidade nas diversas regides,
possibilitando a populacdo brasileira 0 uso da fitoterapia na terapéutica dos
processos inflamatorios, dolorosos e/ou cicatrizante. Entretanto, o uso de plantas na
terapéutica desses processos ainda ocorre, muitas vezes, de forma praticamente
empirica. SO para termos uma ideia disso, de 35 espécies utilizadas no nordeste
brasileiro, pela populagédo, para um desses fins, ou para o tratamento de outras
doencas, somente 12 delas tem comprovacao cientifica através de ensaios pré-
clinicos (OLIVEIRA; OLIVEIRA; ANDRADE, 2010). Diante disso, varios grupos de
pesquisas brasileiros vém se dedicando ao estudo de plantas medicinais.

No Brasil, somente em 2005, foi lancado o primeiro fitoterapico brasileiro em
forma de creme o Acheflan® obtido da Cordia verbenacea (“Erva-Baleeira”),
comercializado pelo laboratério ACHE. Sua acéo foi atribuida aos seus constituintes
sesquiterpenos 0 a-humuleno e trans-cariofileno (PASSOS et al., 2007).

Com relacdo a validacdo das propriedades farmacologicas de plantas
medicinais, podemos descrever os estudos realizados com as seguintes plantas:

e Eucalyptus sp. Em 1967, Lysenko, evidenciou que o azuleno, extraido do 6leo
de Eucalyptus sp. possuia atividade anti-inflamatoria.

e Semecarpus anacardium Linn.("Ballataka) - Satyavati e colaboradores
(1969), verificaram a atividade anti-inflamatéria através de modelos de
inducao de inflamacgao por carragenina.

e Casearia sylvestris (“Guagatonga”) é utilizada na medicina popular da
América do Sul por sua atividade antisséptica, cicatrizante, anestésica e anti-

ulcera (BASILE et al., 1990). Borges e colaboradores (2000), verificaram que
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o0 extrato bruto aquoso dessa planta inibia parcialmente a atividade de
venenos contendo classe I, Il e 1l de PLA,.

Tabebuia avellanedae (pau d’arco), Miranda e colaboradores (2001),
estudaram o efeito antinociceptivo e antiedematogénico do extrato aquoso da
casca atraves dos modelos experimentais de nocicep¢do em camundongos e
edema de pata induzido por carragenina em ratos.

Chenopodium album, Dai e colaboradores (2002), avaliaram o efeito
antipruriginoso e antinociceptivo, em “comportamento de cocar’ induzido por
5-HT, de contorcdo abdominal induzida por acido acético e nocicepcao
induzida por formalina.

Uncaria tomentosa da familia Rubiaceae, conhecida popularmente como
“‘unha-de-gato”, Possui indicacdo para inflamagado cronica, gastrite, ulcera
géstrica e artrite reumatoide (PERAZZO, 2004). Ha relatos de sua efetividade
no tratamento de doencas inflamatérias como asma e artrite (CISNEROS;
JAYO; NIEDZIELA, 2005; SETTY; SIGAL, 2005). O extrato da casca da U.
tomentosa foi capaz de inibir a producdo de TNF-a e PGE,. Além disso, a
planta exibiu atividade antioxidante e captadora de radicais livres
(GONCALVES; DINIS; BATISTA, 2005). Foi ainda verificado que a unha de
gato pode proteger as células contra o estresse oxidativo por impedir a
ativacdo do NF-kB (CISNEROS; JAYO; NIEDZIELA, 2005).

Nidularium procerum (familia Bromeliaceae) foi avaliada em modelos de
pleuresia induzida por LPS, PAF e formilmetionil- leucil-fenilalanina (fMLP). O
extrato aquoso inibiu a migracdo de neutrdéfilos, producdo de citocinas
inflamatérias, como IL-I e IL-VI, de PGE2 no modelo de pleurisia induzida por
LPS (AMENDOEIRA et al., 2005).

Calendula officinalis L, da familia Asteraceae, tem seu uso medicinal
registrado desde o século 12 como antipirético, anti-inflamatéria e reguladora
do ciclo menstrual (CARVALHO, 2004). Topicamente € indicada para a cura
de feridas, na forma de pomada ou unguento (NITZ, 2006), enquanto o cha é
usado no tratamento de processos como conjuntivite, faringite e estomatite
(CARVALHO, 2004). Dados publicados conferem sua atividade anti-
inflamatoria sistémica e topica, produzida pelos triterpénicos presentes na
planta (AKIHISA et al., 1996; NEUKIRCH et al., 2005). O acido oleandlico
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presente na planta favorece a regeneragédo de tecidos danificados e possui
acdo antisséptica. J& os flavonoides reforcam a agéo cicatrizante e sdo Uteis
nas colicas menstruais. (CARVALHO, 2004). A caléndula também exibe efeito
antitumoral e citotoxico (UKIYA et al., 2006).

e Zingiber officinale Roscoe, familia Zingiberaceae. Originaria da india e Asia
Tropical e aclimatada no Brasil, usada mundialmente como importante
especiaria e planta medicinal (SILVA; CARVALHO, 2004; ZHOU; DENG,; XIE,
2006). A planta tem sido usada a milhares de anos na medicina Ayurveda e
Sino-Japonesa, para inflamacéo e reumatismo. Estudos clinicos sugerem que
o0 Oleo de gengibre, pode ser usado na artrite e outras dores croénicas
associadas a inflamacdo (ZHOU; DENG; XIE, 2006). Quanto a0 mecanismo
de acao, verificou-se a inibicdo da COX, da biossintese de leucotrienos e de
TNF-a (SETTY; SIGAL, 2005).

e Mandevilla velutina (“‘Jalapa”) - Velutinol A, isolado da planta reduziu
parcialmente, cerca de 30%, o edema de pata de rato induzido por
carragenina sem afetar os edemas induzidos por His, SP, PAF ou BK.
(BIONDO et al., 2003; MATTOS et al., 2006).

e Cissampelos sympodialis (“orelha-de-onga”), Bezerra-Santos e colaboradores
(2006) estudaram o efeito da planta através do modelo de asma e pleurisia
alérgica em camundongos BALB/c sensibilizados, observando que o pré-
tratamento oral com o extrato bruto reduziu o influxo de eosindfilos,
recrutados por estimulo de alérgeno, de forma dose-dependente. C.
sympodialis foi também capaz de inibir a formacéo de anticorpos e secre¢éo
de cisteinil leucotrienos. Verificou-se também que, um alcaloide denominado
warifteina € o componente ativo da planta, por apresentar a mesma atividade
biol6gica do extrato.

e Bidens pilosa L., (Picdo) €é popularmente usado para tratamento de
inflamagdes, hepatite, ictericia neonatal, dismenorreia e diabetes, dentre
outras indicacbes populares (CARVALHO, 2004; HORIUCHI; SEYAMA,
2006). Estudos comprovaram suas acgfes imunossupressora e anti-
inflamatoria, sendo esta Ultima por inibir a producdo de IgE e a liberacéo de
His pelos mastocitos (PEREIRA et al., 1999). A planta possui flavonoides e
derivados do acido caféico, os quais exibem comprovada acao captadora de
radicais livres (HORIUCHI; SEYAMA, 2006).
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Alpinia zerumbet e uma planta herbacea de grande porte usada como
ornamental e medicinal em diferentes regides do Brasil. O 6leo essencial é
rico em mono e sesquiterpenos, com maior concentragdo de cineol e
terpineol, mas entre seus componentes fixos, 0s mais importantes sao 0s
flavonoides e as kava-pironas (LORENZI; MATOS, 2002). O extrato aquoso
das folhas e o Oleo essencial submetido a ensaio farmacol6gico mostraram
acdo anti-hipertensiva, diurética e antinociceptiva (OLIVEIRA; OLIVEIRA;
ANDRADE, 2010), o que é compativel com sua indicacdo popular para
tratamento da hipertenséo e dor.

Persea cordata (Lauraceae) conhecida no sul do Brasil como “pau-andrade”,
€ popularmente muito utilizada como cicatrizante de feridas. Animais tratados
com a pomada a base de cascas de P. cordata a 10% tiveram uma evolucéo
cicatricial mais rapida que a do grupo controle apresentando uma a¢cao mais
pronunciada nos estdgios iniciais do processo cicatricial e facilitando o
processo de reepitelizacéo (VIERA et al., 2001).

Schinus terebinthifolius Raddi (Aroeira) - Lucena e colaboradores (2006)
observaram que o extrato hidroalcodlico da aroeira possui efeito cicatrizante.
Foi verificado que animais tratados com a planta tiveram um fechamento
epitelial acelerado de les@es ulceradas em relacdo ao grupo controle, além de
uma maior proliferacdo vascular e fibroblastica (RIBAS et al., 2006). Outro
estudo, que avaliou o efeito cicatrizante da administracao topica do extrato
hidroalcodlico de aroeira em feridas abertas na regido dorso costal de ratos,
concluiu que este extrato retardou a reepitelizacdo das feridas da pele das
cobaias (BRANCO NETO et al., 2006).

Triticum vulgare (“Trigo”) pertencente a familia Poaceae, estimula a mitose e
motilidade dos fibroblastos, reduzindo o tempo de cicatrizacdo das feridas.
Em animais tratados com o extrato incorporado a um creme. O creme a base
de T.vulgare intensificou a migracdo de células reparadoras ao local
(polimorfonucleares) além de estimular a multiplicacdo dos fibroblastos e
producdo de colageno, culminante na reducdo do tempo de cicatrizacdo das
feridas (SOUZA et al., 2006).
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e Aloe arborescens (Babosa) - O sumo mucilaginoso de folhas possui atividade
cicatrizante devido a presenca de fitoconstituintes como o polissacarideo
aloeferon (SAITO et al.,1982).

e Symphytum officinale (“Confrei”) promove efeito cicatrizante devido a
presenca da alantoina (VARGAS et al., 2009).

e Tabebeuia avellanedae (O ipé- roxo) - é muito utilizado na medicina popular
como cicatrizante. Além disso, tem acdo anti-inflamatéria, analgésica,
antibiotica e antineoplasica comprovada. Os principios ativos principais por
tais atividades s&o as quinonas, naftoquinona, taninos e flavonoides
(COELHO et al., 2010).

e Stryphnodendron barbatiman Martius (barbatimdo) uma leguminosa do
cerrado brasileiro. As cascas apresentam efeito adstringente e contém como
principios ativos o tanino, flobafenos e um glicidio solivel. A sua acédo
cicatrizante de feridas e Ulceras se deve a riqueza de taninos em sua
composicdo (COELHO et al., 2010).

e Coronopus dydimus, conhecida popularmente como “mastrugo” foi estudada
por Bushardo e colaboradores (2010) foi analisado o efeito antiinflamatério do
extrato hidroalcodlico das folhas através dos modelos experimentais de
pleurisia e edema de pata induzido por diferentes agentes flogisticos (Cg, BK,
SP, His, PGE,, e Dextrana), o extrato hidroalcoodlico reduziu a inflamacéo
produzida por todos os agentes flogisticos.

Embora, tenha-se apresentado acima uma relacdo um pouco extensa de
plantas medicinais com propriedades antinociceptiva, anti-inflamatoria e cicatrizante,
ela nao reflete a realidade nacional. IniUmeras plantas continuam sendo utilizadas na
terapéutica da dor, da inflamacdo e da cicatrizacdo, sem ter sofrido validacéo
farmacoldgica. Dessa forma, investigacéo pré-clinica de plantas da medicina popular
representa uma necessidade que nao pode ser ignorada ou desprezada.

Tendo em vista a crescente recorréncia no uso de produto de origem natural o
Ministério da Saude do Brasil e outros nove ministérios assinaram a Portaria
interministerial n° 2.960/2008 onde foi instituido o Programa Nacional de Plantas
Medicinais e Fitoterapicos. Com vista a atingir o objetivo que visa garantir a
populacdo brasileira 0 aceso seguro e o uso racional de plantas medicinais e

fitoterapicos, promovendo o desenvolvimento da industria nacional (BRASIL, 2008a).
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Em janeiro de 2009, o Ministério da Saude do Brasil divulgou uma lista com
71 plantas que podem ser utilizadas como medicamento fitoterapico e nesta lista
consta a planta em estudo a Chenopodium ambrosioides.

3.8 Familia Chenopodiaceae e o0 género Chenopodium

A familia Chenopodiaceae tem como sinonimia Amarantaceae. Pela regra de
nomenclatura botanica usou-se o nome de familia mais antigo, no caso
Amaranthaceae resultando nesse caso particular, ao desaparecimento da familia
Chenopodiaceae (LORENZI; SOUZA, 2008). A familia Amaranthaceae tem 169
géneros e cerca de 2.360 espécies, sendo os maiores géneros Atriplex L. (300 spp.),
Gomphrena L. (120 spp.), Salsola L. (120 spp.), Alternanthera Forssk. (100 spp.),
Chenopodium L. (100 spp.), Ptilotus R. Br. (100 spp.), Suaeda Forssk. ex J.F.Gmelin
(100 spp.), Iresine R. Browne (80 spp.), Amaranthus L. (60 spp.), Corispermum L.
(60 spp.) e Celosia L. (50 spp.) (FANK-DE-CARVALHO; MARCHIORETTO; BAO,
2010).

Esta familia apresenta grande diversidade de estrutura foliar, com plantas de
anatomia Kranz e nao-Kranz. A anatomia Kranz tem um tipo diferente de
fotossintese a C,4, nesse tipo de fotossintese a fase escura e a fase clara ocorrem
separadas no tempo e no espaco, ou seja, uma ocorre em determinado tecido e
outra em outro, uma em uma hora do dia, outra em outra hora do dia, o que a torna
interessante para estudos no sentido de compreender a evolucdo dos diferentes
metabolismos fotossintéticos (FANK-DE-CARVALHO; MARCHIORETTO; BAO,
2010; COSTA; TAVARES, 2006).

O género Chenopodium L. compreende cerca de 100 espécies, a maioria
destes sdo cosmopolitas e estéo distribuidos principalmente nas regides subtropicais
e temperadas (KOKANOVA-NEDIALKOVA et al., 2011). Investigacdes fitoquimicas
sobre as espécies do género Chenopodium revelaram grande variedade de
compostos organicos sendo eles: terpenos, esteroides, saponinas triterpénica,
flavonoides e alcaloides (KOKANOVA-NEDIALKOVA; NEDIALKOV; NIKOLOV,
2009). Algumas espécies deste género possuem varias aplicacdes tradicionais, mas
algumas merecem maior atencdo e tém sido testadas em diferentes atividades
biologicas (YADAV et al., 2007).
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A Chenopodium foliosum Asch também € conhecida na medicina popular
Bulgaria como “garliche" ou"svinski yagodi"(bagas de porco). As partes aéreas tém
sido usadas na forma de decoccdo para tratamento de cancer e como estimulante
do sistema imune. A investigacao fitoquimica de C. foliosum levou ao isolamento e
identificacdo estrutural de cinco flavonoides glicosilados (KOKANOVA-NEDIALKOVA
et al., 2011).

A Chenopodium quinoa Willd conhecida popularmente como “quinoa”, € bem
conhecida na comunidade Andina como um alimento de primeira necessidade. A
semente contém alto teor de proteinas e carboidratos apresentando um alto valor
nutricional com qualidade superior a de muitos cereais, como o milho, aveia, trigo e
arroz (KULJANABHAGAVAD et al., 2008). A “quinoa” apresenta como metabdlitos
secundarios saponinas triterpénica, terpenos, esteroides, amidos, alcaloides e fendis
(KOKANOVA-NEDIALKOVA; NEDIALKOV; NIKOLOV, 2009) também apresenta
ecdisteréides na sua composicdo (KUMPUN et al., 2011). As sementes tém sido
usadas para a prevencado de enfermidades crénicas como a osteoporose, atividade
cicatrizante, antimicrobiana e agem como imunomoduladoras
(KULJANABHAGAVAD et al., 2008; MUJICA; JACOBSEN, 2006).

Outra espécie que merece destaque € a C. album L. conhecida no Brasil
como “ancarinha-branca”. E uma erva daninha anual. Suas sementes germinam
gradativamente e permanecem no solo por muitos anos (SIDDIQUI; BAJWA;
JAVAID, 2009; SPEHAR; SANTOS; NASSER, 2003). Apresenta atividade
antibacteriana (SINGH; DWEVEDI; DHAKRE, 2011), anti-helmintica, laxativa e
antinociceptiva (YADAV et al., 2007). As atividades apresentadas estao relacionadas
aos seus metabolitos secundarios como os flavonoides, esteroides, terpenos e
saponinas (KOKANOVA-NEDIALKOVA; NEDIALKOV; NIKOLOV, 2009; RUSSO;
GRASS; LEICACH, 2011).

A Chenopodium ambrosioides L., apresenta sinbnimos como C. abovatum
Mog., C. ambrosioides var. typicum Speg., Ambrina spathulata Moq., Blitum
ambrosioides (L). Ela é conhecida popularmente como “erva de Santa Maria”,
“‘mastruco”, “ambrosina”, “mastruz’, “erva-de-bicho”, “mentruz” ou “erva-do-
formigueiro”, sendo muito empregada na medicina caseira na regiao centro oeste,
sul e sudeste do Brasil (LORENZI; MATOS, 2002). E uma planta originaria da

América Central e do Sul, ocorre em todos 0s paises tropicais e temperados de
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forma silvestre ou cultivados é considerada com planta invasora (LORENZI; MATOS,
2002; MONZOTE et al., 2009).

Lorenzi e Matos (2002) a descreveram botanicamente como planta perene ou
anual, muito ramificada, podendo atingir até 1 m de altura (Figura 9). Possui folhas
simples, alternadas, pecioladas, de tamanho diferente, sendo menores e mais finas
nas extremidades superiores. As flores sdo pequenas, verdes, dispostas em espigas
axilares densas. Os frutos sdo muito pequenos e do tipo aquénio, esféricos, pretos,
ricos em 6leo e muito numerosos, geralmente confundidos com sementes. Toda a
planta tem um odor forte e caracteristico (LORENZI; MATOS, 2002).

Figura 9. Partes aéreas de Chenopodium ambrosioides. Fonte: Autora

A planta triturada é comumente utilizada para alivio de dor, inflamacdo, como
cicatrizante, em contusdo, fraturas, problemas respiratérios, como diurética, em
processos inflamacdo, bronquite, tuberculose, como abortiva e em reumatismo.
Entretanto, € a sua acdo anti-helmintica que a caracteriza como erva medicinal.

Segundo a OMS é uma das plantas medicinais mais utilizadas entre os remédios



64

tradicionais no mundo inteiro (LORENZI; MATOS, 2002; COSTA; TAVARES, 2006;
MONZOTE et al., 2009).

Estudos etnofarmacolégicos registram que a populacdo brasileira utiliza C.
ambrosioides na forma de chés, infusbes ou xaropes, no tratamento de afeccdes
pulmonares e disturbios intestinais (CHEVALLIER, 1996), hemorréidas (MASUCCI,
1992), inflamacdes (IBIRONKE, et al., 2007), infec¢cdes fangicas e helminticas
(VIEIRA, 1992), ulceras (FRANCA et al., 1996), contusdes e equimoses (LORENZI;
MATOS, 2002).

Segundo Nascimento e colaboradores (2006), a acao vermifuga e
antibacteriana da planta € atribuida ao seu 6leo essencial. Entretanto, apesar da
larga utilizacdo, alguns relatos de toxicidade tém sido encontrados, podendo causar
convulsao, vomito, dor de cabeca e vertigem (CHEVALLIER, 1996; RUFFA et al.,
2002).

Nascimento e colaboradores (2006), demostraram que o0 extrato
hidroalcodlico das folhas de C. ambrosioides inibiu de forma significativa o tumor de
Ehrlich sélido e ascitico. Essa inibicdo foi observada quando os animais foram
tratados com extrato hidroalcodlico das folhas por via intraperitoneal, 48h antes ou
48h depois a implantacdo do tumor de Ehrlich na pata esquerda (tumor sélido) ou na
cavidade peritoneal (tumor ascitico).

Utilizando testes preliminares de analgesia e inflamacéo, Ibironke e
colaboradores (2007), avaliaram o extrato metandlico das folhas secas de C.
ambrosioides em camundongos. Nos modelos de edema de pata induzido pela
injecao intraplantar de carragenina, teste da placa quente e teste de formalina, o
extrato mostrou-se ser eficaz em reduzir os processos inflamatérios e nociceptivo
respectivamente apenas na dose de 700 mg/kg.

Patricio e colaboradores (2008), investigaram o efeito do extrato bruto
hidroalcodlico das folhas C. ambrosioides em Ulceras cutaneas induzidas por
Leishmania amazoniensis em camundongos. O extrato foi administrado por via oral
ou por aplicacbes intralesionais na dose de 5 mg/kg. O tratamento intralesional
mostrou-se capaz de inibir a progresséo da Ulcera, ja4 o tratamento oral ndo teve
efeito inibitorio.

Estudos demonstram que a C. ambrosioides também possui atividades
moluscicida (HMAMOUCHI; LAHLOU; AGOUMI, 2000), larvicida (MORSY et al.,
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1998), alelopética (OSORNIO; KUMAMOTO; WASSER, 1996), antibacteriana (LALL;
MEYER, 1999).

Fitoquimicamente a planta apresenta valores considerados de terpenos
(JARDIM et al., 2008; DEMBITSKY, 2008; MONZOTE et al., 2009). Em um
screening fitoquimico foi observado a presenca de flavonoides (livre e combinado) e
alcaloides (HEGAZY; FARRAG, 2007).

Jardim e colaboradores (2008) estudaram a composi¢ao quimica e a atividade
antifingica do 6leo essencial (OE) de C. ambrosioides. Através de andlises de
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM) 13 compostos
foram identificados, sendo os quatro mais importantes: (Z)-ascaridol (61,4%) (1), (E)-
ascaridol (18,6%) (2), carvacrol (3,9%) (3) e p-cimeno (2%) (4). Os autores
verificaram que o0s ascaridois sdo 0s principais compostos com propriedades
antifingicas. Nos estudos foi verificado que o OE bruto inibiu completamente o
crescimento micelial de todos os oito ensaios com fungos a uma concentracao de

0,3%, comprovando atividade antifingica.

(2)-ascaridol (1) (E)-ascaridol (2) canvacol (3) p-cimeno (4)

O monoterpeno ascaridol (1) em altas doses pode causar convulsoes,
irritacdo de mucosas, vOmitos, vertigens, dores de cabeca, problemas renais e
hepaticos, e surdez temporaria (RUFRA et al., 2002; CAVALLI et al.,, 2004
VALERIO; PINHEIRO, SOUZA, 2008/2009). O ascaridol presente neste género
mostrou efeito sedativo, analgésico e atividade anti-helmintica (OLAJIDE et al.,
1997)

Além do ascaridol sdo encontrados outros hidrocarbonetos terpénicos como:
p-cimeno (4), a-terpineno (5), isoascaridol (6), piperitona (7), carvacrol (3), a-
terpineol (8), 1,4-diidroxi-p-ment-2-eno (9) e 1,2,3,4-tetrahidroxi-p-mentano (10).
(CAVALLI et al., 2004; JARDIM et al., 2008).
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2

o—terpineno (5) isoascaridol (6) piperitona (7) a-terpineol (8)

1,4-diidroxi-p-ment-2-eno (9) 1,2,3,4-tetrahidroxi-p-metano (10)

Tendo em vista os poucos estudos cientificos sobre a atividade anti-
inflamatoéria administrada de forma tépica e sistémica, poucos estudos de analgesia
e nenhum estudo envolvendo o processo cicatricial com C. ambrosioides, e sendo a
planta de facil cultivo e encontrada facilmente no Brasil, torna-se importante
colaborar na elucidacdo da atividade anti-inflamatoria, antinociceptiva e cicatrizante
desta espécie, amplamente utilizada terapeuticamente pela populacdo Mato-

grossense.



4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material vegetal

C. ambrosioides foi coletada no municipio de Céceres, estado de Mato
Grosso, Brasil, em marco de 2010. Um exemplar foi submetido a anélise botéanica,
para identificacdo segura da espécie. Uma exsicata de n® HBR 52802 encontra-se
depositada no Herbério Barbosa Rodrigues, Itajai, SC.

O material botanico foi seco espontaneamente a sombra, apds a
estabilizacdo do material vegetal o mesmo foi separado em folhas e caules.
Posteriormente as folhas e caules foram processadas separadamente com mixer
(Mixer de Alimentos Mallory Robot Classic, 2 laminas e facas duplas), e apés
trituradas foram submetidos separadamente ao processo de extracao.

4.2 Obtencéo dos extratos e purificagcdo dos compostos

As folhas (2,22 kg) e caules (1,24 kg) da C. ambrosioides foram secas,
trituradas e posteriormente submetidos separadamente a processo de maceracao
com etanol (EtOH) durante 7 dias. Apos filtracdo, o solvente foi removido por
destilacdo em rotavapor (TECNAL TE-2Il) sob pressdo reduzida a temperatura
maxima de 45°C para obtencéo dos respectivos extratos.

Os extratos foram submetidos ao processo de cromatografia de camada
delgada (CCD), utilizando-se placas de silica gel 60 GF,s4 de 20 um de espessura
preparada sobre folhas de aluminio (Merck). Diferentes sistemas de eluentes foram
utiizados dependendo da polaridade das amostras. Ap6s a eluicdo, as
cromatoplacas foram visualizadas sob luz ultravioleta antes da revelagéo destrutiva
da amostra. Como revelador na CCD foi utilizado o anisaldeido sulfirico (AS)
(identificacdo de terpenos e esteroides). As cromatoplacas foram vaporizadas com
AS e em seguida aquecidas a temperatura de 105°C. Os extratos foram reunidos
devido ao perfil cromatografico similar, analisado por CCD.

O extrato EtOH das folhas e caules (9,37 g) foi submetido a coluna
cromatografica (CC) utilizando como fase estacionaria silica gel 60 (161,92 Q)

proveniente da Merck de granulometria 70-230 mesh (¢ = 0,063 — 0,20 mm),
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didmetro interno da coluna ¢ir; 5,5 cm. A eluicdo iniciou com hexano (Hex) 100%,
posteriormente misturas de Hex e acetato de etila (AcOEt) aumentando
gradativamente a polaridade e finalizando com metanol. Esta coluna foi denominada
coluna 1. Foram coletadas 220 fracbes que foram acompanhadas por CCD. Apés
verificacdo do perfil quimico, as mesmas foram reunidas de acordo com a
semelhanca cromatografica. O volume de cada fracdo variou de 20 a 30 mL. Da
fracdo 38-51 eluida com Hex: AcOEt 95:5 foi obtido uma substancia denominada de
CAA-38 (368,70 mg).

Com a fragcdo 131-154 (811,67 mg) obtida da coluna 1 eluida com Hex:
AcOEt 60:40 foi realizado nova CC de silica gel (90,86 ¢, ¢int 4,0 cm), denominada
coluna 2. Foram obtidas 53 fracbes com aproximadamente 20 mL cada. Da fracao
15 eluida com Hex: AcOEt 70:30 foi obtida uma substancia denominada CAD-15
(188,62 mg).

Os solventes utilizados foram provenientes dos Laboratérios Dinamica,
Quimex ou Vetec. As fracGes coletadas foram reunidas conforme as semelhancas de
fator de retencao (Rf) identificadas na CCD.

As substancias isoladas nos diversos procedimentos foram analisadas por
ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN H) e de carbono-13 (RMN *3C)
para elucidacdo de sua estrutura. Utilizou-se o espectrdmetro BRUKER AC-300F,
300MHz. Foram utilizados solventes deuterados (cloroformio e metanol),
provenientes de Cambridge Isotope Laboratories Inc.

Outras colunas foram realizadas na tentativa do isolamento das substancias
de interesse farmacolégico. No entanto, foram omitidas no presente trabalho por ndo

ser possivel obter nenhuma substancia, com elevado grau de pureza.

4.3 Incorporacédo do extrato etandlico em creme e pomada

As formulagbes semissolidas foram desenvolvidas contendo 1, 3 e 5% do
extrato das folhas e caules de C. ambrosioides. As bases foram preparadas com
caracteristica emulsiva (creme nao-iénico) e pomada. O extrato foi levigado com
propilenoglicol antes de ser incorporado as bases.

A formulacéo semissélida do tipo creme esta descrita no quadro 2. O creme

n&o-idnico (Polawax® cera auto-emulsionante n&o-idnica composta de alcoois
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graxos superiores) foi preparado pelo método de emulsificagdo com inversdo de
fases, onde os compostos hidrofobicos (fase A) e hidrofilicos (fase B), foram
colocados em béqueres separados e aquecidos até a temperatura de 70°C em
banho-maria. Ap0s o aquecimento, os compostos da fase B foram lentamente
adicionados a fase A ainda em aquecimento, sob agitacdo leve e constante.
Permaneceram em aquecimento na mesma temperatura, sob agitacao, por mais um
minuto. Depois foram retirados do banho-maria e deixados esfriar até temperatura

ambiente, sob agitacéo lenta e constante.

Quadro 2: Composicdo da formulacao semissdlida emulsiva.

Componentes Concentracao (%)
Polawax® 12
Crodalax® 3
Nipazol® 0,02
Nipagin® 0,18
BHT 0,1
EDTA 0,1
Propilenoglicol 5
Agua purificada Qsp

A pomada (Quadro 3) foi preparada pelo método de fusdo, onde os
compostos hidrofébicos (fase A) e hidrofilicos (fase B) foram colocados em béqueres
separados. A fase A foi levada a banho-maria para facilitar a solubilizacéo.
Posteriormente os compostos da fase B foram lentamente adicionados a fase A, e
ainda em aquecimento, adicionou-se o composto polietilenoglicol 4000 (PEG 4000)
até completa solubilizacdo. Depois foi transferido para um gral e mantida agitacao

constante até o esfriamento e completa solidificagao.
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Quadro 3: Composicdo da formulacao semissoélida do tipo pomada

Componentes Concentracao (%)
PEG 400° 83,5
PEG 4000 16
Fenoxietanol 0,2
Vaselina liquida 0,2
BHT 0,1

As bases foram acondicionadas em bisnaga de plastico e aluminio de 15g,

com lacre e tampa.

4.4 Avaliacao farmacologica

4.4.1 Animais

Em todos os ensaios biolégicos foram utilizados camundongos “Swiss”
machos (20-30g), com excecdo do experimento de cicatrizacdo cutanea, no qual foi
utilizado ratos “Wistar” machos (200 a 250 g), criados e mantidos no Biotério Central
da Universidade do Vale do Itajai — UNIVALI. Os animais foram mantidos a
temperatura de 22 + 3 °C e umidade controlada (60-80%), ciclo claro/escuro de 12
horas, com acesso a agua e racao ad libitum, e mantidos no laboratério 24 horas
antes da realizacdo dos experimentos para aclimatacdo. Os experimentos foram
conduzidos de acordo com as normas internacionais para estudo com animais de
laboratoério (ZIMERMANN, 1983), onde o nimero de animais por grupo experimental
foi o minimo necessario para se obter resultados estatisticos. O protocolo
experimental foi submetido ao comité de ética e pesquisa da UNIVALI,
CEP/UNIVALI, tendo recebido aprovacdo com parecer de numero 23/10 de
29/07/2010.

4.4.2 Drogas e solugdes

As substancias utilizadas foram: oleo de créton, acido araquidonico,

capsaicina, bradicinina, prostaglandina E,, carragenina lambda grau IV, substancia
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P, captopril, indometacina, dexametasona e PBS, todos obtidos da Sigma Chemical
Co., St Louis, MO, EUA e o formaldeido (CAQ — Casa da Quimica Ind. E Com.
LTDA). Heparina ™, azul de Evans e solucdo de Turk (Merck, RJ, Brasil), May-
Grunwald (Newprov, Pinhais, PR, Brasil) e Giemsa (Laborclin, Pinhais, PR, Brasil).
Azida de so6dio (JB Quimica Industria e Comeércio LTDA), fosfato de adenosina
tamponada (JB Quimica Industria e Comércio LTDA), nitrato (Nicron Quimica LTDA).
Veiculo utilizado: solucdo salina com 1 gota/ml de Tween (1 gota=50 L),

As solucbes de estoque de todas as drogas utilizadas foram preparadas em
PBS (1-10 mM), diluidas na concentracao adequada no momento de uso. As drogas
e os extratos foram dissolvidos em solugdo salina, com excecdo da CAP que foi

dissolvida em etanol absoluto.
4.4.3 Avaliacdo da propriedade anti-inflamatoria
4.4.3.1 Modelo de edema de orelhainduzido por diferentes agentes flogisticos

O método foi realizado conforme descrito por Zanini e colaboradores (1992).
Inicialmente a orelha direita dos animais foi medida com o auxilio de um micrémetro
digital (medida basal). Em seguida os animais receberam na superficie interna da
orelha direita, o creme com extrato etanodlico bruto (EEB) das folhas e caules de C.
ambrosioides em diferentes concentracdes (1%, 3% e 5%). Outros dois grupos de
animais receberam respectivamente creme de dexametasona (0,5% - controle
positivo) e somente a base (creme sem ativo - controle negativo). Decorridos 30
minutos apOs estes tratamentos, o edema de orelha foi induzido. Cada animal
recebeu 20 uL de um agente flogistico como 6leo de créton (1 ug/orelha), CAP (250
pgl/orelha), AA (2 mg/orelha) na face externa da orelha direita dos camundongos.
Decorridos respectivamente 6 horas, 30 minutos e 60 minutos, as orelhas foram
novamente medidas e o edema foi novamente avaliado. A diferenca entre a
espessura basal e a final foi expressa em mm e tomada como indicativo de edema
(ZANINI et al., 1992).
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4.4.3.2 Modelo de edema de pata induzido por diferentes agentes flogisticos

Os experimentos foram conduzidos de acordo com Tratsk et al. (1997) com
algumas modificagbes. O EEB das folhas e caules de C. ambrosioides foi
administrado aos animais por gavagem (150, 300 e 500 mg/kg), 1 hora antes da
injecédo intraplantar (via i.pl.) de 50 yL na pata direita dos animais de um dos agentes
flogisticos: Cg (300 ug/pata) (MENEZES DE LIMA JR et al.,, 2006), SP (20
nmol/pata) (CUNHA et al., 2001), BK (3 nmol/pata) (MENEZES DE LIMA JR et al.,
2006) e PGE; (3 nmol/pata) (MENEZES DE LIMA JR et al., 2006), diluidos em salina
tampdao fosfato. No modelo de edema de pata induzido por BK, os animais foram
pré-tratados 1 hora antes com captopril (5 mg/kg, via s.c.), para prevenir a
degradacédo da bradicinina (CAMPOS; CALIXTO, 1995). Na pata posterior esquerda
foi administrado 50 pL de solucéo salina e foi usada como controle. Grupos controle
também foram avaliados, sendo os controles positivos tratados com indometacina
(10 mg/kg) também administrada oralmente 1 hora antes da injecdo intraplantar dos
indutores do processo inflamatorio, e os negativos tratados com o veiculo no qual o
extrato foi diluido.

O edema de pata foi avaliado plestimometricamente (Pletismémetro LE 7500,
serie 6063/02, Letica Scientific Instruments) em diferentes intervalos de tempo, apés
a injecdo dos agentes flogisticos. No caso do edema induzido por Cg foram
realizadas medicbes em 0,5,1, 2, 4, 6, 24 e 48 horas; para SP os tempos foram de
30, 60, 90, 120, 150 e 180 minutos; BK 10, 20, 30, 60 e 120 minutos; PGE2 30, 60,
120 e 240 minutos, apo6s a injecdo do agente flogistico. A variagcdo do volume da
pata foi expressa em pL (microlitros) e a diferenga entre o volume das patas direita e
esquerda, foi tomada como indice de edema (BUSNARDO et al., 2010).

4.4.3.3 Pleurisia induzida por carragenina

Os ensaios foram conduzidos conforme descrito por Busnardo e
colaboradores (2010), com algumas modificacbes. Para a inducdo experimental da
pleurisia (SALEH; CALIXTO; MEDEIROS, 1997; VIANNA; CALIXTO, 1998).
Decorridos 30 minutos da injecdo de Azul de Evans, grupos de animais foram
previamente tratados com o EEB das folhas e caules de C. ambrosioides (150, 300 e
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500 mg/kg do peso do animal via oral) e indometacina (10 mg/kg) foi usado como
medicamento de referéncia.

Apoés 1 hora de tratamento os mesmos foram levemente anestesiados com
éter etilico e em seguida foi administrado na cavidade pleural direita (injecéo
intraplerual), através do espaco intercostal, 0,1 ml de solugéo fisiolégica estéril
(NACL 0,9%) contendo carragenina (1%), ou somente salina (grupo controle)
(PEREIRA; MEDEIROS; FRODE, 2006).

Quatro horas apdés a administracdo do agente flogistico, os animais foram
sacrificados com overdose de éter etilico. A seguir o apéndice xifoide foi pincado e
através de uma incisdo abaixo do esterno, os pulmfes e a cavidade pleural foram
expostos. Logo apds esta operacdo, a cavidade pleural foi lavada com 1 mL de
solucéo salina heparinizada (PBS) (20 Ul/mL). Posteriormente, o volume liquido da
cavidade pleural foi coletado com auxilio de pipetas automaticas e processado para
posterior determinacdo do numero total e diferencial de células e de exsudacao.

A contagem total de leucécitos foi realizada utilizando camara de Neubauer
espelhada e microscopio 6ptico, com prévia diluicdo de 10 uL do exsudato em 200
ML do liquido de Turk (2% de acido acético).

A contagem diferencial foi efetuada, realizando-se a leitura das amostras
fixadas em 3% de ovoalbumina, sendo seca a temperatura ambiente e corados pelo
método May-Grunwald-Giemsa. A mesma foi realizada em microscépio 6ptico com o

auxilio de objetiva de imersédo, contando aproximadamente 100 células por lamina.

4.4.3.4 Quantificacdo da mieloperoxidase (MPO) e determinacdo da enzima

adenosina-deaminase (ADA) em atividades induzida por carragenina

Os ensaios abaixo descritos foram realizados nos laboratérios de Imunologia
da UFSC, sob orientacdo da Profa. Dra. Tania Silva Frode.

Amostras do exsudato pleural do controle de C. ambrosioides (150-500
mg/kg, v.0.) foram coletadas de animais tratados e imediatamente processados para
analisar a atividade da MPO e ADA.

A quantificacgdo de MPO foi efetuada de acordo com os métodos
desenvolvidos por Frode e Medeiros (2001). Aliquotas pleural e normal foram
transferidas para as cubetas e a reacdo foi iniciada com a adicdo de 360 pl de

tampao de ensaio (0,167 mg/ml o-dianisidina 2HCL e 0,0005% H,0,). A reacao foi
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interrompida com azida de sédio a 1%. Posteriormente as amostras foram
centrifugadas a 50 x g por 5 min., o sobrenadante foi separado e a concentragao da
enzima foi estimada por meio de medi¢des colorimétricas (absorbancia a 450 nm),
em ensaio imunoenzimatico (ELISA) utilizando leitor de placas (Organon Técnica,
Roseland, NJ, E.U.A.). Os resultados foram expressos em muU/mL.

O ensaio da atividade ADA foi conduzido de acordo com Dalmarco e
colaboradores (2002), com algumas modificacdes. Amostras de fluidos da cavidade
pleural foram transferidas para cubetas e a reacao foi iniciada pela adicdo de fosfato
de adenosina tamponada. Apos a incubacdo por 1h a 37°C a reacéo foi interrompida
com a adicdo de uma solucéo de fenol, nitroprussiato e tampao alcalino. Esta
solucéo foi adicionada a cubetas com as amostras diferente. A concentracdo da
enzima foi estimada por meio de medi¢cdes colorimétricas (absorbancia 620 nm) em
ensaio imunoenzimético (ELISA) leitor de placas (Organon Técnica, Roseland, NJ,

E.U.A.). Os resultados foram expressos em U/L.
4.4.3.5 Analise dos niveis de TNF-a e Oxido nitrico

Os ensaios abaixo descritos foram realizados nos laboratérios de Imunologia

da UFSC sob orientacdo da Profa. Dra. Tania Silva Frode.

Os niveis de TNF-a foram avaliados utilizando o método previamente descrito
por Bandeira-Melo et al (2000). ApGs 4h da inducdo da pleurisia por Cg, 0os animais
foram sacrificados e amostras do exsudato foram coletadas e armazenadas a -70°C.
O liquido pleural recuperado foi centrifugado a 770 x g por 10 min e o sobrenadante
livre de células foi quantificado o conteudo de TNF-a pelo ensaio imunoenzimatico
(ELISA — Nunc Maxsorp). A quantificagdo foi realizada utilizando um leitor de

microplaca na absorbancia de 490 nm.

O NO foi medido como seus produtos de degradacao nitrito (NOZ_) e nitrato
(Nng). Amostras do exsudato pleural obtido dos controles (negativo e positivo), e de
C. ambrosioides (150-500 mg/kg, v.0.) foram coletadas de animais tratados,
separadas e armazenadas a -20°C. As amostras (0,1 ml) foram transferidas para
cubetas, e cloreto de vanadio 0,05 M (0,15 ml) em HCL 1.0 M (0,05 ml) foi
adicionado para reduzir nitrato em nitrito. Imediatamente o reagente de Griess (150

ul de dicloridrato de naftiletilenodiamina (0,004M) em agua e sulfanilamida 0,06 M
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(150 pl) em H3PO40,03M, vol. 1:1) foi adicionado. Apés a incubacéo a 37° C por 45
min., a reagao foi transferida para uma microplaca. As concentragdes de nitrito foram
estimadas por interpolacdo a partir de uma curva padrao de nitrito de sédio (0-150
pUM) por meio de medicbes colorimétricas a 540 nm em um leitor de placas ELISA

(Organon Técnica, Roseland, NJ, EUA). Os resultados foram expressos em pM.

4.4.4 Avaliacao da atividade antinociceptiva em modelos de dor aguda

4.4.4.1 Nocicepgéo induzida por Formalina

O teste da formalina foi realizado de acordo com Dubuisson e Dennis (1977),
com algumas modificagbes. O EEB das folhas e caules de C. ambrosioides, nas
doses de (150, 300 e 500 mg/Kg, v.0), solucao fisiolégica estéril 0,9% (controle
negativo, v.0) e controle positivo indometacina (10 mg/Kg, v.0), foram administrados
em grupos de seis animais, uma hora antes da injecao intraplantar (i.pl) de formalina
2,5% (20 pL/ pata). Imediatamente apds a administragdo da formalina os animais
foram colocados individualmente em funis de vidro ao lado de um espelho para
facilitar a observagéo, foi cronometrado em duas fases o tempo em que o animal
passou lambendo, sacudindo (comportamento conhecido como “flinch”) ou
mordendo a pata injetada (0-5"; 12 fase; dor neurogénica); (15-30"; 22 fase; dor
inflamatoria), sendo considerado tempo zero 0 momento imediatamente apds a

administracao da formalina.

4.4.4.2 Nocicepcdao induzida por PGE2, Capsaicina e Bradicinina

Os animais foram tratados com EEB das folhas e caules de C. ambrosioides
(150, 300 e 500 mg/kg, v.0.), solucao fisiologica estéril 0,9% (controle negativo, v.0),
60 min antes da inje¢do intraplantar de 20 pl na pata traseira direita de PGE; (3
nmol/pata), CAP (1,6 pg/pata) e BK (10 nmol/pata) . O tempo em que o0 animal
permaneceu lambendo e/ou mordendo a pata injetada foi considerado como indice
de nocicepgéo. Apos receberem o estimulo nociceptivo com os agentes flogisticos
acima descrito, os animais foram colocados individualmente em funis de vidro e a

nocicepgcao foi cronometrada cumulativamente durante 15 min, 10 min e 10 min
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respectivamente (MATTOS et al.,, 2006; OTUKI et al., 2005; SAKURADA et al.,
1996).

4.4.5 Avaliacao da atividade cicatrizante

4.4.5.1 Indugé&o do processo ulcerativo (cicatrizag&do cutanea)

A metodologia adotada foi baseada em Cross et al. (1996), com algumas
modificagdes. Todos os animais foram submetidos ao mesmo procedimento
cirargico, independente do tratamento. Para esses experimentos foram utilizados
ratos machos Wistar, pesando entre 220-250 g.

No dia da cirurgia os animais foram anestesiados com uma mistura de
quetamina (100 mg/Kg) e xilazina (20mg/Kg), por via intraperitoneal (i.p.). Apés
constatacao de anestesia profunda, os pelos do dorso logo abaixo da regido cervical
foram retirados manualmente. Para a demarcacéo da area da ferida foi utilizado um
guadrado vasado, medindo 20 x 20 mm posicionado na porcéo distal do dorso do
animal. O desenho cicatricional foi feito com o auxilio de uma caneta de ponta fina
(1,0 mm) e bisturi. Um pequeno corte foi feito perpendicular a superficie da pele.
Posteriormente uma tesoura de ponta reta foi utilizada para afastar as camadas
superficiais da pele e remocao completa dos tecidos adjacentes.

Imediatamente ap0s a retirada completa da pele, os animais foram colocados
na posicdo de “agachamento” (“crouching”) e o perimetro das feridas foi
cuidadosamente limpo. Em seguida foi aplicado topicamente, 0,7 ¢
aproximadamente de pomada a base de EEB das folhas e caules de C.
ambrosioides nas concentracbes 1%, 3% e 5%, um outro grupo recebeu pomada
base e outro grupo néo recebeu nenhum tratamento chamado controle negativo.

Apoés a determinacao do perimetro das feridas e a aplicacdo dos tratamentos,
os animais foram identificados e colocados em gaiolas individuais. Os cinco grupos
de animais foram tratados duas vezes ao dia, durante dezenove dias e a medida da
area das feridas foi realizada a partir do dia 1 estendendo-se até o dia 19, antes de
cada tratamento, até a completa cicatrizacdo da ferida do grupo controle negativo. A
medida do tracado de cada ferida foi realizada diariamente em triplicata utilizando-se
folha transparente, onde era desenhada a extensao da ferida. Ao final do

experimento, a média foi calculada para cada medicdo. Os desenhos das medidas
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foram digitalizados em computador com o uso de um scanner de mesa. Apds a
captura das imagens a area em mm? das feridas foi calculada com o auxilio do
software Scion Image (Scion Corp) ou Imagej (CROSS; THOMPSON; ROBERTS,
1996).

4.4.6 Modelos adicionais

4.4.6.1 Efeito sobre a performance motora (rota-rod)

A fim de excluir um possivel efeito inespecifico de C. ambrosioides sobre a
coordenacao motora, 0s animais tratados com EEB das folhas e caules da planta e
veiculo. Posteriormente foram submetidos ao teste do rota-rod de acordo com a
metodologia descrita por Dunham e Miya (1957) e Bristow et al (1996). Foi utilizado
0 Modelo de Rota-Rod (Rota Rod/RS, LE-8500, série 1218/06, Letica Scientific
Instruments), que consiste de uma barra com 2,5 cm de didametro, subdividido em
quatro compartimentos por discos de 25 cm de diametro. A barra gira a uma
velocidade constante de 15 rotagcdes por minuto. Os camundongos foram
selecionados 24h antes do experimento conforme sua reatividade ao teste, sendo
desprezados aqueles que n&o conseguiram permaneceram 60 s no aparelho em 3
tentativas. No dia do experimento, os animais foram tratados com EEB das folhas e
caules de C. ambrosioides (150, 300 e 500 mg/kg, v.0.) ou veiculo (salina), 60
minutos antes de serem submetidos ao teste. Os animais foram avaliados nos
tempos de 30, 60 120 e 180 min. Os resultados foram expressos como tempo (s) em
gue os animais permaneceram sobre o rota-rod. O tempo maximo utilizado foi de 60

s em cada medicao.

4.4.6.2 Medida da temperatura retal

Este teste foi realizado de acordo com Grieve (1951), com algumas
modificacdes (ANSONOFF et al., 2006). Com o objetivo de excluir uma possivel
interferéncia do extrato na temperatura corporal dos animais, uma vez que
substancias analgésicas podem causar hipotermia foi averiguada a temperatura
retal. A temperatura retal foi avaliada utilizando-se termémetro digital (B & D — NJ,

EUA). A sonda (2 mm diametro) foi lubrificada com vaselina antes da insercao e o
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termémetro foi mantido no reto do animal até a obtencdo da leitura (20 s). A
temperatura retal foi determinada antes do tratamento. Posteriormente os animais
foram tratados com EEB das folhas e caules de C. ambrosioides (150, 300 e 500
mg/kg, v.0.) ou veiculo (salina), 60 min antes das verificacbes. Os animais foram

avaliados nos tempos de 30, 60, 120 e 180 min.

4.4.7 Avaliacao citotéxica preliminar

A fim de excluir um possivel efeito toxico de C. ambrosioides sobre a
viabilidade celular de células ndo tumorais L929.

A metodologia adotada foi baseada em Mosmann (1993) com algumas
modificagdes. Os testes foram realizados no laboratério de Farmacologia in Vitro
(Laboratério de cultivo celular animal) da UNIVALI, sob a colaboracdo de Juliana
Bagatini Klein. Foi utilizada a linhagem celular de origem ndo tumoral L929, os quais
séo fibroblastos obtidos a partir de camundongos (Mus musculus), (BCRJ CR010)
crescidos a 37°C, com 5% CO, em meio MEM (Gibco-BRL) suplementado com Soro
Fetal Bovino (Gibco) a 10% ja estéril, inativado e filtrado em fluxo laminar, e 1% de
mistura de antibiéticos (Gibco 15640) sendo 5mg/mL de penicilina, 5mg/mL de
estreptomicina e 10mg/ml de neomicina e antifungico (Gibco) 250 pg/ml e 2mM de L-
glutamina (Ajinomotto). A L-glutamina utilizada para suplementacdo do meio foi
preparada numa solucdo 100x concentrada (200mM).

As células foram descongeladas em banho-maria a 37°C e posteriormente
transferidas para garrafas T-25 de cultivo celular, em meio MEM, suplementado
como descrito acima, e mantidas em estufa a 37°C, com 5% de CO..

O meio de cultura MEM foi trocado a cada 2 dias até uma confluéncia de 80-
90% das ceélulas na garrafa, sendo entéo realizado o procedimento de tripsinizacgéo.
Resumidamente, as células foram lavadas com tampé&o salino fosfato 0,1 M pH 7.4
(PBS). Posteriormente adicionado 1 mL de tripsina (0,25% tripsina,0.038% EDTA)
seguido de incubacdo em estufa a 37°C/, 5% de CO,, por no maximo 10 minutos. A
morfologia celular é utilizada como indicativo de adesdo celular. A atividade da
tripsina foi inativada com meio MEM contendo 10% de soro fetal bovino e ions Mg*™*
e Ca'", seguido de transferéncia das células para um tubo falcon de 15 mL,

centrifugacdo a 1000 xg/10 min a 10°C, descarte do sobrenadante e ressuspensao
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em meio MEM suplementado e transferéncias em um “split’” de 1:3 a 1.6
(MOSMANN, 1983).

4.4.7.1 Ensaio de citotoxicidade (MTT)

Com o objetivo de avaliar de forma preliminar algum efeito téxico do extrato
utilizado, uma vez que o 6leo essencial da planta parece ter toxidade, foi utilizado
neste estudo, o teste de citotoxidade pelo MTT (3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-
difeniltetrazolio brometo). O MTT (sal de tetrazdlio) € convertido em sal de formazan,
em células vivas, principalmente pela atividade da enzima succinato desidrogenase
mitocondrial, formando uma coloracdo azulada (sal de formazan) que permite a
quantificagcdo da viabilidade celular em leitor de placas (MOSMANN, 1983).

Os testes foram realizados em triplicata de experimentos independentes, em
quadruplicata por experimento. As células foram plagqueadas, em placas de 96
pocos, a 1 x 10 células/poco e incubadas com 200 pL de meio MEM (meio minimo
essencial) suplementado por 24h a 37°C em 5% CO,. Posteriormente, o meio foi
removido e substituido por 180 uL de meio MEM suplementado e foram adicionadas
20 pL da substancia teste em diferentes concentragdées (0,01; 0,1; 1; 10 e 100
png/mL), controle negativo (meio de cultura sem soro fetal bovino (SFB) contendo
1% DMSO) e controle positivo interno (TRITON 10%), mantidas por 24 horas em
estufa a 37°C em 5% CO,. Apés este tempo foi retirado o meio e adicionado 180 uL
de MEM sem SFB e 20 uL de MTT (5 mg/mL) e incubadas por 4h a 37°C em 5%
CO,. O meio juntamente com o MTT foi retirado e os cristais de formazan insolGveis
foram dissolvidos em 100 uL de DMSO 1%. A determinagdo da absorbancia foi
realizada em leitor de microplaca a 570 nm (MOSMANN, 1983). A viabilidade relativa
das células relacionadas ao controle sem as substancias testes foi calculada

conforme Equacéao 1.

Equacéo 1: Viabilidade relativa = _Absorbancia da amostra teste x 100

Absorbéancia do controle
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4.5 Analise estatistica

As analises estatisticas dos resultados obtidos foram realizadas por meio de
andlise de variancia (ANOVA) de uma e duas vias pelo teste de multipla
comparacao, utilizando-se o0 método de Dunnet, Newman-Keuls, Tukey e Bonferroni,
guando apropriado. Os resultados foram apresentados como média * erro padrao da
meédia, exceto as Dlsy (corresponde a doses dos extratos que reduziram a resposta
para 50% em relacdo ao grupo controle), que foram apresentados com as médias
geomeétricas acompanhadas de seus respectivos limites de confiangca (95%). As
porcentagens de inibicdo foram citadas como a média + o erro padrdo da media da
diferenca (em porcentagem) entre as areas sobre as curvas obtidas para cada
experimento individual em relacdo ao grupo controle correspondente. Valores de p
menores que 0,05 (p<0,05) foram considerados como indicativo de significancia.
Todas as analises citadas acima foram realizadas utilizando o programa GraphPad
Instat ® ou GraphPad PRISM®. A Cls, foi determinada pelo método de linearizagéo
de PROBITOS da viabilidade celular em funcdo da concentracdo ou aproximada
através da regressdo sigmoidal utilizando software Origin 5.0, para 0 experimento
com célula, utilizando-se em funcdo do log das concentracdes aplicadas.



5 RESULTADOS

5.1 Obtencédo e fracionamento do extrato EtOH das folhas de C.

ambrosioides

As folhas e caules da C. ambrosioides, ap6s secas, foram extraidas com
etanol através do processo de maceracdo. Utilizou-se o etanol como solvente por
extrair as substancias apolares e polares. Os extratos obtidos foram concentrados
em evaporador rotativo a temperatura inferior a 45 °C e pressao reduzida, para
evitar a formacdo de possiveis artefatos ou decomposicdo das substancias. Os

rendimentos obtidos neste processo se encontram na tabela 1.

Tabela 1: Rendimentos dos caules e folhas de C. ambrosioides do extrato EtOH em relacéo
ao material vegetal utilizado.

Parte da Quantidade de Extrato Bruto Rendimento
Planta Material (kg) (9) Total (%)
Caules 1,24 24,22 1,97
Folhas 2,22 48,44 2,18

Os extratos brutos dos caules e folhas foram avaliados por CCD para
verificacdo dos seus respectivos perfis cromatograficos. Foi observado que o perfil
cromatografico dos extratos eram bem semelhantes entre si, por isso foram reunidos
para a realizacao das analises farmacolégicas e fitoquimicas.

Uma parte do extrato EtOH das folhas e caules (9,37 g) foi submetido a
coluna cromatogréfica resultando em 220 fragBes. As fracdes 38 a 51, eluidas com
Hex: AcOEt 95:5 apresentaram-se como um Oleo, com um odor refrescante,
caracteristico de menta e uma unica mancha quando avaliada por CCD. Estas foram
denominadas CAA-38. Esta amostra foi encaminhada para a determinacdo da
estrutura molecular atravées de RMN. A fracdo CAA 131-154 foi submetida a novo
procedimento cromatografico. Neste processo a subfracdo 15 apresentou-se pura e
recebeu a denominacdo de CAD-15. Na figura 10 esta apresentado o fluxograma

dos procedimentos cromatograficos realizados.
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A anélise do espectro de RMN de *H e **C do CAA-38 com auxilio do DEPT
135 (Figuras 11, 12 e 13) possibilitou a caracterizagdo da substancia majoritéria
presente no 6leo, como um monoterpeno, denominado ascaridol (1).

Na tabela 2 estdo apresentados os dados de RMN para a substancia isolada

e a comparacao com dados da literatura para o ascaridol.

Tabela 2: Valores de deslocamentos quimicos (8) de RMN *H e**C/DEPT obtidos para CAA-
38 comparando com dados da literatura para o ascaridol.

RMN *H RMN *H RMN *C/Dept RMN **C
8 (ppm); 3 (ppm); 3 (ppm) 3 (ppm)
J (H2) J (H2) CAA-38 Ascaridol **
CAA-38 Ascaridol * (75 MHz) (50 MHz)
(300 MHz) (300 MHz)
Carbono
1 -- -- 74,3/ C 74,3
2 6,50, d (J=8,7) 6,53, d (J=8,6) 136,4/ CH 136,4
3 6,40, d (J=8,7) 6,42, d (J=8,6) 133,0/ CH 133,0
4 -- -- 79,7/ C 79,7
5 1,49-1,52, m 1,51-1,56, m 25,6/ CH, 25,6
6 1,99-2,05, m 1,92-197, m 29,5/ CH, 29,5
7 1,36, s 1,31, s 21,4/ CH3 21,4
8 1,91, sept, (J=6,9) 1,85, sept, (J=6,9) 32,1/ CH 32,1
9 0,99, d (J=6,9) 0,97,d (J=6,9) 17,2/ CHs 17,2
10 0,99d (J=6,9) 0,98, d (J=6,9) 17,1/ CHs 17,1
Solvente CDCl, CDCl, CDCl, CDCls

*RIBEIRO; SERRA; GONSALVES (2007)
** CAVALI et al.(2004)



Figura 10: Fluxograma dos procedimentos cromatograficos do extrato etandlico das folhas e caules de C. ambrosioides.
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Figura 11: a) Espectro de RMN 'H (CDCl;, 300 MHz) do CAA-38; b) Ampliacéo do espectro de RMN
'H (CDCl3, 300 MHz) do CAA-38.
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Figura 12: Espectro de RMN **C (CDCl;, 75 MHz) do CAA-38.
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A andlise do espectro de RMN de *H e de RMN *3C com auxilio do DEPT 135
obtidos para o CAD-15 (Figuras 14, 15 e 16) possibilitou a caracterizacdo da
substancia como o monoterpeno denominado 1,2,3,4-tetrahidroxi-p-mentano (10).

Na tabela 3, estdo apresentados os dados de RMN para a substéancia isolada

e a comparacdo com dados da literatura.

Figura 14: a) Espectro de RMN H (CDCl3, 300 MHz) do CAD-15; b) Ampliacdo do espectro de RMN
'H (CDCl3, 300 MHz) do CAD-15.
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Figura 15: Espectro de RMN **C (CDCls, 75 MHz) do CAD-15
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Tabela 3: Valores de deslocamentos quimicos (8) de RMN 'H e *C/DEPT obtidos para

CAD-15 comparando com dados da literatura para o 1,2,3,4-tetrahidroxi-p-mentano.
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o RMN *H RMN *H RMN *C/Dept ~ RMN **C
Bk 8 (ppm); 8 (ppm); 8 (ppm) 8 (ppm)
O™ g J (Hz) J (Hz) CAD-15 1,2,3,4-
Ho:\}s 10 CAD-15 1,2,3,4-tetrahidroxi- (75 MHz) tetrahidroxi-
? (300 MHz) p-mentano * p-mentano **
Carbono (400 MHz) (50 MHz)
1 -- -- 84,6/ C 84,6
2 3,77, d (J=9,0) 3,75, d (J=9,0) 73,3/ CH 73,3
3 3,56, d (J=9,0) 3,53, d (J=9,0) 70,2/ CH 70,2
4 - -- 91,2/ C 91,2
5 1,20 m 1,26 m 25,0/ CH;, 25,0
6 2,00 m 1, 98m 29,1/ CH, 29,2
7 1,37s 1,36s 20,0/ CH3 20,1
8 1,98, qq (J=7,0) 2,00, qq (3=7,7) 32,7/ CH 32,8
9 0,99,d (J=7,0) 0,97,d (J=7,0) 17,6/ CH3 17,6
10 096d (J=7,0) 0,96,d (J=7,0) 17,6/ CH3 17,6
Solvente CDCl; CDCl; CDCl; CDCl,

* AHMED (2000)
** CAVALI et al.(2004)

5.2 Avaliacao da atividade anti-inflamatoria

5.2.1 Edema de orelha induzido por diferentes agentes flogisticos

Na figura 17 estdo representados os resultados obtidos com o creme

contendo EEB de C. ambrosioides no modelo de edema de orelha induzido por 6leo

de croton. O edema de orelha foi reduzido pelo pré-tratamento dos animais com o

EEB das folhas e caules de C. ambrosioides em todas as concentra¢cdes utilizadas

de forma significante (Fu,25 = 104,6 / p<0,01) quando comparado com O grupo

controle (base polawax).

Neste experimento,

as IMs calculadas para as

concentracOes de 1, 3 e 5% do EEB foram, respectivamente, 73,52; 79,44 e 78,09%

e para dexametasona foi de 81,97%.
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Figura 17. Efeito inibitério do creme a base do extrato etandlico bruto (EEB) obtido de C.
ambrosioides (1, 3 e 5 %) e dexametasona (0,5%) sobre o edema de orelha induzido por éleo de
créton (2,5%/orelha) em camundongos. Cada coluna representa a média de 6 animais e as barras o
Erro Padrao Médio (EPM). Asteriscos denotam diferencas estatisticas quando comparados com o
controle (**p<0.01). Foi realizado ANOVA, seguido do teste de Dunnett.
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No edema de orelha induzido por CAP verificou-se que 0s animais pré-
tratados com o creme contendo EEB das folhas e caules de C. ambrosioides tiveram
reducdo do edema de forma significativa (Fu2s = 106,6 / p<0,01), quando
comparado com controle (base polawax). As IMs calculadas para as doses de 1, 3, 5
% e dexametasona foram, respectivamente, 65,81; 68,07; 70,85 e 72,18% (Figura
18).

Figura 18. Efeito inibitério do creme a base do EEB de C. ambrosioides (1,3 e 5 %) e dexametasona
(0,5%) sobre o edema de orelha induzido por CAP 250 ug/orelha em camundongos. Cada coluna
representa a média de 6 animais e as barras os EPMs. Asteriscos denotam diferencas estatisticas
quando comparados com o controle (**p<0.01). Foi realizado ANOVA, seguido do teste de Dunnett.
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Também foi observado que a aplicacéo tépica do creme contendo EEB obtido
das folhas e caules de C. ambrosioides, foi capaz de inibir de forma significativa
(Fa,2s = 272,4 | p<0,01) o edema de orelha induzido por AA, quando comparado
com controle (base polawax). As IMs calculadas para as concentracdes de 1, 3 e 5%
foram, respectivamente, 70,49; 72,94 e 77,02%. Neste experimento, observou que a
inibicdo do edema pela dexametasona 0,5% com IM calculada de 76,75% foi

semelhante ao do creme com extrato a 5% (Figura 19).

Figura 19. Efeito inibitério do creme a base do EEB obtido de C. ambrosioides (1, 3 e 5%) e
dexametasona

(0,5%) sobre o edema de orelha induzido por AA 2 mg/orelha em camundongos. Cada coluna
representa a média de 6 animais e as barras os EPMs. Asteriscos denotam diferencas estatisticas
quando comparados com o controle (**p<0.01). Foi realizado ANOVA, seguido do teste de Dunnett.
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5.2.2 Edema de pata induzido por diferentes agentes flogisticos

Conforme a figura 20 (A e B), o pré-tratamento dos animais com o EEB obtido
das folhas e caules de C. ambrosioides apresentou inibicdo nas doses de 150, 300 e
500 mg/kg. Através do calculo da area sob a curva (AUC) verificou reducao de forma
dose-dependente do edema de pata induzido por Cg (Fa,24) = 9,58 / p<0,01), quando
comparado com o controle, com IMs calculadas, respectivamente, de 16, 22 e 40%.
No experimento também foi observado o efeito antiedematogénico da indometacina,
com IM de 56%.
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Figura 20. Efeito do EEB obtido de C. ambrosioides (150, 300 e 500 mg/kg) e indometacina (10
mg/kg) sobre o edema de pata induzido por Cg 300 pg/pata em camundongos. Cada ponto
representa a média de 6 animais. Asteriscos denotam diferencas estatisticas quando comparados
com o controle (*p<0.05, **p<0.01). Foi realizado ANOVA, seguido do teste de Bonferroni. Valores
expressos em média £+ SEM (ul/pata). (**p<0,01). Significativos apds analise de variancia (ANOVA)
seguido do teste de Dunnett quando comparadas ao grupo controle (salina).
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Os resultados obtidos no edema de pata induzido por PGE, estdo
demostrados na figura 21 (A e B). Pode ser observado que o EEB obtido das folhas
e caules de C. ambrosioides aos 30 minutos apos a inducdo do edema, apresentou
inibicdo nas doses de 150, 300 e 500 mg/Kg. Sendo tais doses eficazes em
promover reducdo do edema induzido pela PGE, em todos os tempos avaliados.
Quando se representa os efeitos do extrato através da AUC, verificou-se que o
extrato promoveu efeito antiedematogénico de forma dose-dependente e

estatisticamente significante (Fa,12) = 10,92 / p<0,01), com IMs calculadas de 22, 35

e 51%, respectivamente.
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Figura 21. Efeito do EEB obtido de C. ambrosioides (150, 300 e 500 mg/kg) e indometacina (10
mg/kg) sobre o edema de pata induzido por PGE, 3 nmol/pata em camundongos. Cada ponto
representa a média de 6 animais. Asteriscos denotam diferencas estatisticas quando comparados
com o controle (*p<0.05, **p<0.01). Foi realizado ANOVA, seguido do teste de Bonferroni. Valores
expressos em média £+ SEM (ul/pata). (**p<0,01). Significativos apds analise de variancia (ANOVA)
seguido do teste de Dunnett quando comparadas ao grupo controle (salina).
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Os resultados obtidos no edema de pata induzido por SP estdo demonstrados
na figura 22 (A e B). Neste experimento, o0 EEB obtido das folhas e caules de C.
ambrosioides promoveu inibicdo significativa aos 30 minutos, ap6s a indugcdo do
edema, nas doses de 150, 300 e 500 mg/Kg. Observa-se também que a partir de 60
minutos apds a aplicacdo da SP houve reducdao significativa do edema (em todas as
doses utilizadas). Através do célculo da AUC verificou-se que o perfil de inibicdo do
edema, induzido por SP foi dose-dependente, com IMs calculadas de 30, 44 e 56%,
respectivamente, e estatisticamente significante (Fu20 = 4,05 / p<0,01). Foi
verificado que a dose de 500 mg/kg, promoveu efeito (56%) antiedematogénico,

semelhante a indometacina (62%).
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Figura 22. Efeito do EEB obtido de C. ambrosioides (150, 300 e 500 mg/kg) e indometacina (10
mg/kg) sobre o edema de pata induzido por SP 20 nmol/pata em camundongos. Cada ponto
representa a média de 6 animais. Asteriscos denotam diferencas estatisticas quando comparados
com o controle (*p<0.05, **p<0.01). Foi realizado ANOVA, seguido do teste de Bonferroni. Valores
expressos em média £+ SEM (ul/pata). (**p<0,01). Significativos apds analise de variancia (ANOVA)
seguido do teste de Dunnett quando comparadas ao grupo controle (salina).
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Na figura 23 A no edema induzido por BK verificou-se o efeito
antiedematogénico do EEB obtido das folhas e caules de C. ambrosioides. Neste
experimento foi observado reducéo significativa do edema aos 10 minutos posterior
a sua inducado, em todas as doses testadas. Na figura 23 B observa-se efeito dose-
dependente e significativo (Fu,16) = 0,58 / p<0,01) do extrato, com IMs calculadas de
25, 45 e 57%. Novamente, foi observado que a dose maior utilizada nos
experimentos promoveu efeito (57%) semelhante ao do controle positivo,
indometacina (60%).

Figura 23. Efeito do EEB obtidode C. ambrosioides (150, 300 e 500 mg/kg) e indometacina (10
mg/kg) sobre o edema de pata induzido por BK 3 nmol/pata em camundongos. Cada ponto
representa a média de 6 animais. Asteriscos denotam diferencas estatisticas quando comparados
com o controle (*p<0.05, **p<0.01). Foi realizado ANOVA, seguido do teste de Bonferroni. Valores
expressos em média + SEM (ul/pata). (**p<0,01). Significativos apds analise de varidncia (ANOVA)
seguido do teste de Dunnett quando comparadas ao grupo controle (salina).
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5.2.3 Pleurisia induzida por Cg

No modelo de pleurisia induzida por Cg (Figura 24 A), o pré tratamento dos
animais, com o EEB obtido das folhas e caules de C. ambrosioides, foi efetivo em
inibir significativamente a migrac¢éo leucocitaria de forma dose-dependente (F 36 =
643,8 / p<0,01), quando comparado com o0 grupo controle negativo (salina /
carragenina). As IMs calculadas foram de 59, 68 e 78% para as doses de 150, 300 e
500 mg/Kg, respectivamente, enquanto que o grupo pré tratado com indometacina,
apresentou IM de 78%.

Avaliando o efeito dos tratamentos sobre as células mononucleares (Figura
24 B). Foi possivel observar que o extrato causou diminuicdo no niumero deste tipo
celular, notadamente, em relacéo ao controle, de forma dose-dependente (Fs36) =
9,86 / p<0,01). As IMs calculadas para o experimento foram de 30, 40 e 60% para as
doses de 150, 300 e 500 mg/Kg, respectivamente. A Dlsy calculada foi de 375,97
(256,09 — 551,97) mg/Kg.

Ainda com relacdo ao tipo de célula leucocitaria envolvida no processo
inflamatério, foi verificado que o EEB de C. ambrosioides produziu de forma
significativa e dose dependente, a reducdo do niumero de neutrdfilos (Fs 36 = 102,9 /
p<0,01) (Figura 24 C), com IM calculadas de 15%, 34 % e 53%, respectivamente,
para as doses de 150, 300 e 500 mg/Kg. A Dls calculada foi de 468,12 (256,09 —
551,97) mg/Kg.
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Figura 24. Efeito da administracdo oral do EEB obtido de C. ambrosioides (150-500 mg/Kg) e
indometacina (10 mg/kg) sobre os eventos da pleurisia induzida por Cg. A- leucdcitos totais, B-
mononucleares e C- neutréfilos. Coluna pontilhada - animais que recebeu agua destilada + Tween por
via oral / salina intrapleural; coluna negra - animais que recebeu agua destilada + Tween por via oral /
carragenina 1% intrapleural; colunas rachuradas- animais tratados via oral com doses diferentes do
EEB de C. ambrosioides / carragenina intrapleural e coluna branca- animais que recebeu
Indometacina 10 mg/Kg, via oral / carragenina intrapleural. Asteriscos denotam significAncia
estatistica quando comparados com o controle (*p<0.05, **p<0.01). ANOVA, seguido de teste de
Dunnett.
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5.2.4 Atividade da mieloperoxidase (MPO) e enzima adenosina-deaminase
(ADA), sobre os niveis de producgao de Oxido nitrico e TNF-a

Na figura 25 estdo representados os resultados obtidos relativos aos efeitos
do EEB sobre as atividades das enzimas MPO, ADA, NO e TNF-a.
Os resultados demostraram que o tratamento dos animais com o EEB das

folhas e caules de C. ambrosioides nas doses de 300 e 500 mg/kg produziram a
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inibicdo da atividade da MPO (31% e 62,22%) de forma estatisticamente significativa
(F.18 = 28,34 / p< 0,001) (figura 25 A).

Quando foi avaliado o efeito do EEB sobre a atividade da ADA (Figura 25 B),
verificou-se que somente a dose de 500 mg/kg produziu uma diminuicdo da
atividade da enzima de forma branda (23,07%), porém estatisticamente significativa
(F.18 = 35,55 / p< 0,05).

Os niveis do NO (Figura 25 C) também foram medidas neste experimento, no
qual foi observado que o tratamento dos animais com o extrato da planta na dose de
300 e 500 mg/kg, promoveram diminuicdo de forma estatisticamente significativa.
Embora a dose de 300 mg/kg tenha promovido uma pequena diminuicdo dos niveis
de NO (25,92%). Na dose de 500 mg/kg a diminuicéo foi significante (77,77%) (F s 24)
= 47,32/ p< 0,001).

Finalmente, a figura 25 D representa os resultados obtidos referentes ao
efeito do tratamento do EEB sobre a atividade do TNF-a. Os resultados
demostraram que as doses de 300 e 500 mg/kg, reduziram os niveis de TNF-a de
forma significativa (F,18) = 45,45 / p< 0,001) em 33,33 e 50,0%, respectivamente,
guando comparado com o controle.

Os animais submetidos ao tratamento com indometacina também
apresentaram inibicdo nas atividades da MPO (66,8%), ADA (61,53%), NO (59,25%)
e TNF- a (53,33%) (p<0,001, p<0,001).
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Figura 25. Efeitos de diferentes doses do EEB obtido de C. ambrosioides (150-500 mg / kg, po) em
inflamacé&o induzida por Cg (1%) no modelo de pleurisia. Efeitos do EEB sobre a atividade da MPO
(A), atividade da ADA (B), niveis de NO (C) e producéo de TNF-a (D). Sal = controle (animais tratados
somente com solucédo salina estéril), Cg = animais tratados com carragenina, Indo = animais tratados
com indometacina (10 mg / kg, v.0.). Cada grupo representa a média de 8-10 animais. Diferencas
significativas determinadas pelo método ANOVA, complementado pelo de Newnan-Keuls. * p<0.05, **
p <0.01, ***p <0.001comparado com Cg.

~ 600~ ~ 15~
e | ER
= * £ 10+ .
® S
2 g /
T 300 - g . / /
= *kk <
3  ° I
(%]
) / 2 / %
) [}
= ol ' : - . 2 olE ' ¢ - -
Salina Salina Indo 150 300 500 Salina Salina Indo 150 300 500
C. ambrosioides C. ambrosioides
mg/kg (v.0.) mg/kg (v.0.)
Carragenina Carragenina
300 pg/ cavidade 300 pg/ cavidade
60~ 4000~
C D
/ T
= 10 3000+
S 401 /
, / L 2000+ / ek
o / z w |
Z 201 / Ak /
I %
/ / 0 .
500

Salina Salina Indo 150 300 SallinaSaIina In;io 150 3(.)0 5(.)0

C. ambrosioides ~C. ambrosioides
mg/kg (v.0.) mg/kg (v.0.)
Carragenina Carragenina
300 pg/ cavidade 300 ug/ cavidade

5.3 Avaliacao da atividade antinociceptiva

5.3.1 Nocicepc¢dao induzida por Formalina

Nas duas fases do processo doloroso induzido por formalina (2,5%), o
tratamento dos animais com EEB da planta em estudo (nas doses de 150, 300 e
500 mg/Kg), reduziu de maneira significativa a nocicep¢ao induzida pela formalina,
representado pela diminuicdo do tempo de reacdo dos animais frente ao estimulo

doloroso. As IMs calculadas foram de 46,35; 55,69 e 77,39%, respectivamente, na
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primeira fase (dor neurogénica) e 81,64; 88,02 e 95,60% na segunda fase (dor
inflamatoria) (Figura 26 A e B). A Dlsp calculada para o experimento foi de 284,19
(184,45 — 437,87) mg/Kg para a 12 fase, ndo sendo possivel o célculo para a
segunda fase, porque a IM foi superior a 50%.

Também foi observado através deste experimento, que o efeito
antiedematogénico do EEB se repete (Figura 26 C). EEB reduziu de forma
significativa (p<0,01) os edemas nas doses de 150, 300 e 500 mg/kg, com inibicdes
de 35,29; 47,06 e 57,64%, respectivamente. No experimento, a indometacina
produziu inibicdo do processo doloroso na fase inflamatéria (94,19%) e também
inibiu a formacgéo do edema (61,17%).

Figura 26. Efeito do EEB obtido de C. ambrosioides (50, 150, 300 e 500 mg/Kg, v.0) e indometacina
(10 mg/Kg, v.0), sobre a (A) fase neurogénica (0-57), (B) fase inflamatéria (15-30") e (C) edema,
induzidos por formalina. Cada coluna representa a média de 6 animais e as barras os EPMs.
Asteriscos denotam significancias estatisticas (**p<0,01) quando comparados com controle. Foi
realizado ANOVA, seguido do teste de Dunnet.
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5.3.2 Nocicepc¢ao induzida por PGE,

No modelo de dor induzida por PGE; (Figura 27), todas as doses do EEB
utilizadas produziram efeito antinociceptivo nos animais com perfil farmacoldgico de
dose-dependéncia (F20) = 18,58 / p<0,01). As IMs calculadas para o experimento
foram de 39, 56 e 68%, respectivamente. A Dlsy calculada foi de 298,11 (260,55 —
341,09) mg/Kg.

Figura 27. Efeito do EEB obtido de C. ambrosioides (150, 300 e 500 mg/Kg, v.0) sobre a resposta
nociceptiva induzida por PGE, em camundongos. Cada coluna representa a média de 6 animais e as
barras os EPMs. Asteriscos denotam significancias estatisticas (**p<0,01) quando comparados com
controle. ANOVA, seguido do teste de Dunnett.
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5.3.3 Nocicepcéo induzida por Capsaicina

A Figura 28 representa os resultados dos efeitos do EEB sobre a
nocicepcao induzida por CAP. Nos animais pré-tratados com o EEB, foi observado
uma reducéo da resposta algica induzida pela capsaicina nas doses de 300 e 500
mg/Kg, (Feo0 = 10,79 / p<0,01), sendo a IMs calculadas de 32 e 53%,
respectivamente. A Dlsy calculada para este experimento foi de 470,33 (335,82 —
658,72) mg/kg.
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Figura 28. Efeito do EEB obtido de C. ambrosioides (150, 300 e 500 mg/Kg, v.0), sobre a resposta
nociceptiva induzida por CAP em camundongos. Cada coluna representa a média de 6 animais e as
barras os EPMs. Asteriscos denotam significancias estatisticas (*p<0,05, **p<0,01) quando

comparados com controle. Foi realizado ANOVA, seguido do teste de Dunnett.
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5.3.4 Nocicepcao induzida por Bradicinina

No modelo de nocicepcéo induzida por BK (Figura 29) o pré-tratamento dos
animais com EEB da planta em estudo também foi capaz de inibir a resposta
nociceptiva induzida pela BK. Entretanto, esse efeito foi observado somente com a
maior dose testada (Fz20) = 3,65 / p<0,05). A inibigéo obtida foi de 38% e a Dlsg
calculada foi de 508,37 (410 — 630,34) mg/kg.

Figura 29. Efeito do EEB obtido de C. ambrosioides (150,300 e 500 mg/kg, v.0.) na nocicepcdo
induzida por BK em camundongos. Cada coluna representa a média de 6 animais e as barras os
EPMs. Asteriscos denotam significancias estatisticas (*p<0,05) quando comparados com controle. Foi
realizado ANOVA, seguido do teste de Dunnett.
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5.4 Avaliacao da atividade cicatrizante

5.4.1 Inducéo do processo ulcerativo (cicatrizagcdo cutanea)

Para verificar a possivel atividade cicatrizante topica do EEB de C.
ambrosioides, foi realizado o modelo de cicatrizagdo cutdnea em ratos, utilizando a
formulagdo de base PEG (polietilenoglicol). Nos animais foram testados as
concentragbes do extrato de 1, 3 e 5%, no entanto somente foi demostrado os
resultados do grupo PEG+EEB a 5%.

A figura 30 que ocorreu uma evolucdo do processo de cicatrizacdo de todos
0s grupos testados experimentalmente. Porém, a melhor resolucdo da cicatriz €

observada no grupo PEG+EEB a 5%.

Figura 30. Analise macroscopica representativa das lesdes cutaneas dos animais no 1, 7,14
e 19 dias de tratamento diario com PEG base e pomada de EEB a 5% a partir da lesdo. Ratos Wistar

machos (n=5/grupo) foram submetidos a Unica leséo incisional de 20 mm.
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Observadas macroscopicamente (Figura 30) no primeiro dia do experimento,
apos a hemodstase do processo cicatricional, as lesdes apresentaram bordas bem
definidas, ndo apresentando sinais de inflamac&o, mas apenas um pequeno edema.
Através das imagens, no sétimo dia observou-se claramente que os animais tratados
com pomada do extrato de C. ambrosioides, em todas as concentracdes utilizadas
(dados ndo mostrados) apresentaram diminuicdo do edema, reducéao do tamanho da
leséo e formacédo de tecido de granulacdo, comparando-se com grupos PEG branco
e controle negativo.

No decimo-quarto dia do tratamento, as lesdes ja apresentavam grandes
sinais de melhora, com cicatrizagdo acentuada e crescimento de pelos ao redor da
incisdo. No décimo-nono dia, embora seja observado que o grupo que recebeu a
pomada com EEB tenha tido uma total recuperacdo do tecido cutaneo antes dos
demais grupos, esse dado nao foi considerado estatisticamente significante.

A Tabela 4 ilustra com mais clareza a area de cicatrizacdo em funcao do
tempo (dias) das lesGes apos os diferentes tratamentos. Os dados indicam que a de
cicatrizacdo ocorreu de forma proeminente foi maior nos primeiros dias apds a
aplicacdo da pomada. Ao final do tratamento verificou-se que houve diferenca
significativa entre o grupo PEG+EEB 5% em rela¢cdo ao sem tratamento (controle).

Tabela 4. Evolugéo da cicatrizacdo dos animais submetidos a lesdo cuténea dorsal nos dias 1,7,14 e
18 ap6s tratamento didrio com pomada de EEB a 5%.

Tempo (dias) 1 7 14 19
(%)
Controle 100 66,08 30,01 3,14
PEG 100 65,88 28,82 2,23
PEG+EEB 5% 100 55,29** 26,49 1,22

A figura 31 mostra reducdo gradativa do tamanho da ferida ao longo do
tratamento. Observou-se que comparando ao controle (animais sem tratamento) o
grupo PEG+EEB 5%, teve reducdo estatisticamente significativa até o 7° dia de

tratamento.
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Figura 31. Efeito do EEB de C. ambrosioides 5% em formulag8es farmacéuticas usando como base

polietilenoglicol (PEG) sobre a evolucdo da cicatrizagdo cutanea em ratos. Cada coluna representa a
média de 5 animais e as barras os EPMs. Asteriscos denotam significAncias estatisticas (**p<0,01,
***pn<0,001) quando comparados com sem tratamento (controle). Foi realizado ANOVA, seguido do

teste de Bonferroni.
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5.5 Modelos adicionais

5.5.1 Efeito sobre a performance motora (rota-rod)

Conforme a tabela 5, o tratamento oral com o EEB obtido de C. ambrosioides
nas doses de 150, 300 e 500 mg/kg, ndo foi capaz de afetar de modo significativo o
tempo de permanéncia no aparelho dos animais testados no modelo de rota-rod,

guando comparado com 0 grupo controle.
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Tabela 5. Efeito do tratamento do EEB obtido de C. ambrosioides sobre a performance motora dos

animais avaliados no teste rota-rod.

Grupos Dose Tempo de Permanéncia(s) 60 s
(mg/Kg)
Periodo de Observacgao
0 30 60 120 180
Controle 0 60 51,0+4,3 52,8+4,8 52,243,2 48,645,6
EEB 150 60 49,645,3 52,0+4,9 48,4437 50,0+£3,4
EEB 300 60 54,2+3,7 53,0+3,4 52,6+4,8 51,0+5,6
EEB 500 60 53,4+3,0 51,0+4,1 50,2+5,3 48,6+5,6

Valores foram expressos em média + E.P.M. de 5 animais em cada grupo. ANOVA seguido do teste

Dunnet, quando comparados ao grupo controle (salina).

5.5.2 Medida da temperatura retal

Como ilustrado na tabela 6, comparando-se com o grupo controle, o

tratamento oral dos animais com o EEB de C. ambrosioides também né&o produziu

alteracdes significativas na temperatura corporal dos animais quando avaliados, 60

min apos o tratamento.

Tabela 6. Efeito do tratamento do EEB obtido de C. ambrosioides na medida de temperatura retal dos

animais avaliados.

Grupos Dose Periodo de Observacéao
(mg/Kg)
0 30 60 120 180
Controle 0 35,2+0,2 35,340,2 35,8+0,2 35,4+0,4 36,2+0,2
EEB 150 35,6+0,2 35,1+0,1 35,7+0,3 35,6+0,2 36,2+0,2
EEB 300 35,7+0,2 35,3+0,1 36,0+0,4 35,6+0,2 35,8+0,3
EEB 500 35,4+0,2 35,4+0,2 35,6+0,3 35,840,2 36,0+0,2

Valores foram expressos em média + E.P.M. de 5 animais em cada grupo. ANOVA seguido do teste

Dunnet quando comparados ao grupo controle (salina).
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5.6 Avaliacao da citotoxicidade

5.6.1 Ensaio de citotoxicidade (MTT)

Considerando os testes ja realizados, o teste in vitro de viabilidade celular foi
utilizado como estratégia para avaliacdo da viabilidade celular de células L929 frente
a diferentes concentracbes do EEB da planta em estudo. Os resultados
demostraram que o EEB n&o reduziu a viabilidade celular em nenhuma das
concentracbes avaliadas, quando comparadas ao controle negativo, apresentando
Clso (>100mg/mL) (Figura 32).

Figura 32. Viabilidade das células L929 expostas ao EEB obtido de C. ambrosioides utilizando como
controle negativo meio MEM na concentracdo de zero mg/mL, incubadas por 24 horas a 37 °C em 5%
CO,. Cada coluna representa a média + desvio padrdo. ANOVA seguido de TUKEY.
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6 DISCUSSAO

A Chenopodium ambrosioides € uma planta amplamente utilizada pela
populacdo brasileira e em diversas regides da América do Sul para fins terapéuticos.
Em fevereiro de 2009, o Ministério da Saude divulgou a Relacdo de Plantas
Medicinais de Interesse ao SUS (RENISUS), onde consta a planta em estudo. A
planta ja apresenta algumas atividades farmacolégicas comprovadas como:
atividade antitumoral (NASCIMENTO et al., 2006), antifungica (JARDIM et al., 2008),
cicatrizacdo de Ulceras causadas por espécies de Leishmania (PATRICIO et al.,
2008), atividade anti-inflamatoria, analgésica (IBIRONKE; AJIBOYE, 2007) e
antipirética ( HALLAL et al., 2010).

Entretanto, apesar da existéncia de um trabalho sobre o assunto, ainda ha
caréncia de estudos que comprovem 0 uso popular desta planta no tratamento da
inflamacdo e da dor aguda. Por conta desse fato em nosso laboratério, nos
propusemos a estudar a C. ambrosioides farmacoldgica e fitoquimicamente.

A extracdo dos metabdlitos secundérios foi realizada através da preparacao
de extrato etandlico das folhas e caules através do processo de maceracao. Utilizou-
se a maceracao por utilizar solvente a frio, o0 que impede a decomposi¢cdo dos
metabdlitos secundarios extraidos e garante a extracdo de substancias que séo
consideradas principios ativos.

No processo extrativo as folhas apresentaram um melhor rendimento em
relacdo ao caule, conforme pode ser observado na tabela 1(pg.80). Um dos fatores
gue pode ser considerado para justificar as diferencas de massa entre as partes
analisadas € a rigidez dos tecidos que comp8em cada 6rgao vegetal, facilitando ou
nao a penetracdo do solvente. Quanto maior a fragmentacdo do material vegetal,
maior sera a superficie de contato e maior serd o poder de penetracdo do solvente
para a dissolugdo dos principios ativos vegetais. Consequentemente, maior sera o
rendimento do processo extrativo (COSTA et al.,, 2005). Nesse trabalho ndo se
determinou o tamanho das particulas das folhas e caules, mas as folhas, por serem
mais maleaveis foram mais trituradas. Isto também pode ter contribuido para os
melhores rendimentos das folhas.

O fracionamento do extrato etandlico das folhas e caules se deu por

cromatografia em coluna para a separacao e isolamento das substancias. A CC é
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uma técnica muito simples, de baixo custo e que permite o isolamento de
substancias em maior concentragéo nos extratos (CAO et al., 2010).

As substancias isoladas foram identificadas por RMN. Esta técnica € muito util
para analises de substancias naturais, pois quase todas as moléculas sollveis
podem ser determinadas devido a resposta molecular (MALET-MARTINO;
HOLZGRABE, 2011). Neste estudo, através da andlise de RMN foi possivel
identificar a estrutura de dois monoterpenos do extrato das folhas e caules, o
ascaridol (1) e 0 1,2,3,4-tetrahidroxi-p-mentano (10).

O ascaridol € a substancia mais abundante na planta Chenopodium, ele foi
obtido como principal componente do 6leo essencial de C. ambrosioides (CAVALLI
et. al, 2004). Outras espécies do género também tém como um dos principais
componentes o ascaridol, estas sdo: C. murale, C. foliosum, C. missouriense, C.
opulifolium, C. polyspermum, C.vulvaria, C. ambum (DEMBITSKY; SHKROB;
HANUS, 2008; DEMBITSKY, 2008).

O ascaridol pode ser encontrado em duas formas isomeéricas, o (Z)-ascaridol
e 0 (E)-ascaridol. O (2)-ascaridol parece ser mais abundante, ele foi obtido em
61,4% do 6leo essencial de C. ambrosioides, enquanto o (E)- ascaridol foi obtido em
18,6% (JARDIM et al.,, 2008). Os dados de RMN encontrados na literatura néo
informam a estereoquimica para os dois isbmeros. Por isso se faz necessario outras
técnicas de RMN bidimensionais na tentativa de identificar corretamente o isdmero
isolado.

Ja o 1,2,3,4-tetrahidroxi-p-mentano foi isolado, até o momento, do extrato das
folhnas de C. ambrosioides por cromatografia em coluna (AHMED, 2000) e no dleo
essencial de C. ambrosioides (CAVALLI et al., 2004).

Além dos dois monoterpenos identificados na espécie em estudo, também
foram isolados outros compostos, ainda nao identificados, que pertencem a classe
dos terpenoides. No género Chenopodium outros monoterpenos foram encontrados
como isoascaridol, p-cimeno, cis-p-menta-2-8-die-1-ol, 1,4-diihidroxi-p-menta-2-eno,
a-terpineno, carvacrol, limoneno e timol (CAVALLI et al., 2004; JARDIM et al., 2008;
DEMBITSKY; SHKROB; HANUS, 2008).

Existe controvérsia quanto a producdo do isoascaridol pela Chenopodium,
pois este pode ser obtido como um produto da isomerizacdo do ascaridol por
aguecimento. Durante a analise do 6leo essencial de C. ambrosioides por

cromatografia a gas com aquecimento a 150 °C observou-se a presenca do
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ascaridol e isoascaridol. Porém, quando as mesmas amostras foram avaliadas por
RMN *3C, somente o ascaridol foi detectado. Isto indica que o ascaridol é um
composto sensivel ao aquecimento e pode levar a formacdo do isdmero. Este
fenbmeno pode levar a quantificacdo errdbnea do ascaridol em amostras de o6leos
essenciais (CAVALLI et al., 2004).

O
O
"0
O
(2)-ascaridol  (E)-ascaridol isoascaridol

Um estudo realizado com C. ambrosioides detectou a presenca de outros
metabdlitos como os flavonoides e alcaloides, mas CCD feita com o extrato das
folhas e caules utilizando como revelador solucéo de cloreto férrico 3%, mostrou que
a planta em estudo néo apresentou estes constituintes, predominando os terpenos.
Isso pode ser explicado por fatores sazonais, disponibilidade hidrica, temperatura e
altitude (GOBBO-NETO; LOPES, 2007).

No presente trabalho, o extrato etandlico obtido das folhas e caules C.
ambrosioides (EEB) foi testado em ensaios farmacolégicos, resultando em efeitos
anti-inflamatérios, analgésicos e cicatrizantes.

Num primeiro momento procurou-se Vverificar o efeito do EEB sobre o
processo inflamatério, uma vez que a planta € utilizada popularmente em processos
inflamatorios sistémicos e tépicos. O primeiro teste farmacolégico utilizado para tal
objetivo foi o edema de orelha induzido por diferentes agentes flogisticos, como o
Oleo de croton, o AA e a CAP. O modelo de edema de orelha é utilizado na triagem
de substancias anti-inflamatérias de uso tépico. O edema de orelha induzido por
Oleo de croton € um modelo amplamente utilizado para avaliar a atividade anti-
inflamatoria de compostos que atuam na fase aguda da inflamacéo, bem como em
processos inflamatérios hiperproliferativos (GABOR, 2003). Esse modelo de
inflamacéo cutanea aguda permite identificar inibidores da biossintese das PG e LT,

atuando em enzimas-chave na cascata de biossintese desses mediadores,



109

respectivamente COX e LOX. Além disso, compostos com atividade de corticoide-
like sdo sensiveis a esse modelo (TERRACIANO et al., 2006).

A aplicagdo topica do Oleo de croton (composto 12-O-tetradecanoilforbol-13-
acetato, conhecido como TPA), induz uma resposta inflamatéria aguda,
caracterizada por vasodilatacdo, infiltracdo de leucdcitos e polimorfonucleares no
tecido e formacdo de edema ja nas primeiras duas horas do processo, seguido do
aumento da espessura da orelha como resultado do extravasamento celular que
atinge um pico maximo na sexta hora e tende a diminuir, retornando aos valores
basais ap6s 24 horas de inducdo (YOUNG; WAGNER; SPIRES, 1983; ANDUJAR et
al., 2010).

O mecanismo pelo qual o 6leo de croton exerce seu efeito € pela ativacdo da
PKC, bem como da ativacdo sequencial da via da MAP quinase, PLA,, inducédo da
expressdo da COX-2 e translocacao/ativacdo da LOX. Por sua vez culmina na
sintese e liberacdo de diversos mediadores proé-inflamatério (eicosandides e
citocinas), onde a PGE; IL-13 e TNF-a seriam os principais mediadores
edematogénicos responsaveis pela formacdo de edema, migracdo de leucécitos
para a derme e hiperproliferac@o celular, sendo estas as caracteristicas da resposta
inflamatoria induzida pela aplicacédo tépica do 6leo de créton (MURAKAWA et al.,
2006; SARAIVA et al., 2011).

A ativacdo da via da proteina quinase ativada por mitogeno (MAPK) pela
PKC, promove a ativacdo de alguns fatores de transcricdo nuclear, como o fator de
transcricdo nuclear- Kappa B (NF-kB) e a proteina ativadora-1 (AP-1), 0os quais tém
um papel central na regulacdo da producédo de diversas proteinas pro-inflamatérias,
tais como algumas citocinas (IL-1, IL-2, IL-6, IL-8, TNF-a), enzimas proé-inflamatérias
(COX-2, 6xido nitrico sintetase induzida (INOS)) e moléculas de adesédo (PASCUAL;
GLASS, 2006). O aumento dos niveis teciduais dos metabdlitos do AA,
principalmente a PGE, e o LTB, parece ser determinante para que 0 processo
inflamatorio se inicie apds aplicacdo do 6leo de créton (MURAKAWA et al, 2006).
Também nesse sentido, Nakamura et al. (2003) sugerem que os metabdlitos do AA,
produzidos via 5-LOX, sdo moléculas fundamentais para a formacdo do edema e
infiltracdo leucocitédria nesse modelo. Considerando que a PGE, contribui no
aumento do fluxo sanguineo através de sua acdo vasodilatadora, enquanto o0s
produtos via LOX (LTs), s@0 necessarios para 0 extravasamento plasmatico e

consequente formacao do edema e infiltracao leucocitaria (YOUNG et al., 1984).
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Em nossos estudos, o tratamento dos animais com o creme, no qual foi
incorporado o EEB da planta em diferentes concentracdes foi tdo efetivo em reduzir
0 edema quanto a dexametasona, sugerindo que os fitoconstituintes presentes no
extrato da planta possam estar inibindo a formacdo de mediadores do processo
inflamatdrio, estimuladas pela via da PKC ou vias adjacentes envolvidas na
inflamacédo. Sabe-se que o0s monoterpenos tém apresentado atividade anti-
inflamatoria relevantes, e podem ser eles os responsaveis pelos efeitos observados.

O AA quando aplicado topicamente produz um aumento imediato da
permeabilidade vascular, resultado em um edema menor, de rapida instalacdo, o
qual é associado com um marcante aumento dos niveis de prostaglandinas (PGE,,
PGF1q, PGF2), TXA2, LTB, com menor incremento dos niveis de LTC4 e LTDy,
guando se compara ao edema induzido pelo TPA (NONATO et al, 2011). Pode-se
sugerir que, o modelo “in vivo” de edema de orelha induzido por AA, apesar de néo
ser especifico, é sensivel, portanto apropriado, para testar inibidores da
lipoxigenase. A aplicacdo topica de AA resulta em formacéo rapida de edema,
provavelmente devido a sintese de LTC, (GRISWOLD, 1991) e LTB; (GARRIDO,
2004).

No presente estudo, avaliou-se também o efeito anti-inflamatorio tépico do
EEB utilizando a CAP como indutora da inflamacdo. A CAP, quando aplicada
topicamente produz uma resposta inflamatéria neurogénica imediata, caracterizada
por vasodilatacdo arteriolar, aumento de fluxo sanguineo e consequente formacéao
de edema por extravasamento plasmatico, além de sensibilizacdo a dor (KALIL-
GASPAR, 2003). Esse efeito provém da estimulacdo de neurbnios sensoriais de
pequeno diametro e da liberacdo de mediadores neurogénicos da inflamacdo como
a His, 5-HT e de neuropeptideos, seguido da formacédo de edema cujo pico maximo
€ atingido até 30 minutos apds a sua aplicacdo topica (ZEGARSKA; LELINSKA,;
TYRAKOWSKI, 2006).

A CAP é quimicamente denominada como 8-metil-N-vanilil- 1-6-nonamida, e
trata-se de um alcaloide encontrado na espécie Capsicum annuum L, esse alcaloide
ativa receptores conhecidos como vaniléides, os quais sdo de potencial transitorio,
destacando-se principalmente o receptor tipo 1 (TRPV1). O TRPV1 é um receptor
ionéforo ndo seletivo que pode ser ativado por varios agentes, como o calor, alguns
prétons (pH abaixo de 5,9) e diferentes estimulos dolorosos como por exemplo o

calor e o frio excessivo. Embora o receptor seja expresso exclusivamente em fibras
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nociceptivas, o que aumenta sua importancia no que se refere a dor, o TRPV1 é
também modulado por indmeros mediadores inflamatorios, incluindo fatores de
crescimento, neurotransmissores, peptideos, pequenas proteinas, lipideos, cininas e
citocinas (MA; QUIRION, 2007).

Esses receptores sdo encontrados nos neurdnios nociceptivos e sua ativagao
ocasiona a liberacdo de neuropeptideos como SP, peptideo relacionado ao gene da
calcitonina (CGRP), polipeptideo intestinal vasoativo (VIP) e neurocinina A. Além
disso, pode mediar a liberacdo de aminoacidos excitatorios (glutamato e aspartato),
NO e outros mediadores inflamatérios (His e 5-HT) para a periferia, aumentado a
permeabilidade vascular do tecido inflamado, além de transmitir informagéo de dor
para o corno dorsal da medula espinhal (SANTOS; CALIXTO, 1997; SAKURADA et
al., 2003). Foi verificado recentemente que agentes analgésicos (capsazepina e
iodo-resiniferatoxina) inibem o processo de fosforilagdo desses receptores
(ZEGARSKA; LELINSKA; TYRAKOWSKI, 2006; PATAPOUTIAN; TATE; WOOLF,
2009). Também ja foi demonstrado que o receptor TRPV1 é ativado pela BK de
forma independente, observada como os receptores de BK, a qual ocorre atraves
dos sistemas de sinalizacdo das proteinas PKC e PKA (BANDELL et al., 2004;
WANG et al., 2008).

Os resultados obtidos no presente estudo demonstraram que a aplicacéo
topica do EEB obtido das folhas e caules de C. ambrosioides, também produziu
reducdo do edema de orelha induzido tanto pelo AA, quanto pela CAP. Os
resultados nos permitem sugerir que o EEB possa estar produzindo seu efeito
antiedematogénico inibindo a sintese de eicosandides e citocinas, onde a PGE; e o
TNF-a seriam os principais mediadores (SARAIVA et al, 2011), além de interferir no
desenvolvimento da resposta inflamatéria mediada pela CAP. Neste sentido, os
resultados observados com o creme feito com o EEB, foram os primeiros que
validaram seu uso popular em processos inflamatérios cutaneos.

Outro modelo utilizado para estudar a atividade antiedematogénica da planta
em estudo, foi o modelo do edema de pata induzido por agentes flogisticos como
Cg, BK, SP e PGE,. Nesses experimentos o EEB foi administrado nos animais por
via oral, uma vez que na medicina popular, a planta também é usada por essa via. A
avaliacdo do efeito antiedematogénico do EEB foi feito primeiramente, com a Cg
como indutora do edema, de modo similar ao realizado por Ibironke e Ajiboye em
2007.
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A Cg extraida da alga Chondrus crispus € um polissacarideo sulfatado que
pode ser separado em dois compostos. Uma fracdo transforma-se em gel sob a
acao do ion potassio e é designada como K, e a outra que é insensivel ao potassio
foi chamada de lambda (A). As fragcdes K e A representam respectivamente 40% e
60% do extrato néo fracionado (Di ROSA, 1972).

O modelo de edema de pata induzido por Cg € um teste amplamente utilizado
nos estudos de inflamacdo, para avaliar o envolvimento dos mediadores nas
alteracdes vasculares associados com a inflamacéo aguda. Padronizado por Winter
e colaboradores (1962), € amplamente utilizado até os dias de hoje. O
desenvolvimento do edema, na pata dos animais, apés a injecdo de Cg tem sido
descrito como um evento trifasico, em gque varios mediadores operam em sequencia
para produzir resposta inflamatadria. A fase inicial (0-1 h) da inflamacéo induzida pela
Cg é mediada pela degranulacdo de mastdcitos e pela liberacdo de His, serotonina,
substancia P e bradicinina. A segunda fase (1-6 h) estd relacionada a elevada
producado de prostaglandinas, pela ativacdo da COX-2 e radicais livres derivados de
oxigénio. A terceira fase é sustentada pela liberacdo de PGs por macrofagos
liberados e mediada por BK, LT, células polimorfonucleares (SILVA et al., 2005).

No presente estudo o EEB da planta foi capaz de reduzir o edema induzido
por Cg, na fase inicial e final da resposta inflamatoria. O extrato pode estar inibindo a
liberacdo de alguns mediadores como: His, 5-HT, SP, BK e PGs. Como reportado
anteriormente, estudos feitos por Ibironke e Ajiboye (2007), com o extrato metandlico
das folhas de C.ambrosiodies também demonstraram inibicdo da resposta
antiedematogénica em diferentes fases induzida por Cg, corroborando com os dados
obtidos (IBIRONKE; AJIBOYE, 2007).

Uma vez que no modelo da inflamacao induzida por Cg existe fases distintas,
conforme o curso do processo inflamatorio, havendo a participacdo de varios
mediadores proé-inflamatérios, procurou-se investigar de forma mais direta, um
possivel mecanismo de acdo do EEB da planta, utilizando alguns dos mediadores
liberados durante o processo de inflamagé&o induzido pela Cg, desta vez como
indutores do edema. Verificamos primeiramente o efeito do EEB sobre o edema
induzido pela SP.

A SP é um peptideo que juntamente com a Neurocinina A, Neuropeptideo K,
Neuropeptideo y e Neurocinina B, pertencentes a familia das taquicininas

(O’CONNOR et al., 2004), ou seja, € um neurotransmissor, encontrado no cérebro e
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medula espinhal, que esta envolvido na regulagdo do limiar da dor e também
associada a processos inflamatérios (SMITH et al., 2010). A SP é secretada por
nervos e células inflamatdérias tais como macrofagos, eosinofilos, linfocitos e células
dendriticas, atuando em varios receptores farmacologicos, especialmente o receptor
NK1 (HILL; OLIVER, 2007). Embora, o maior foco de estudo com as neurocininas
sejam os processos dolorosos e inflamatério é incontestavel o nimero de trabalhos e
revisbes encontradas na literatura, comprovando a ligacdo destes neuropeptideos
com outros processos biolégicos, principalmente as desordens afetivas (GUIARD;
LANFUMEY; GARDIER, 2006; CZEH; FUCHS; SIMON, 2006).

A SP esta frequentemente presente num mesmo neurdnio o CGRP, e a
liberacdo de SP pode provocar a co-liberacdo de CGRP. A SP é um dos mais
potentes vasodilatadores conhecidos, sendo 100 vezes superior a histamina. Pode,
ainda, ser sintetizada em células do sistema imune, como mondcitos, mastocitos e
eosindfilos. A presenca de SP na pele parece fortemente controlada pela
disponibilidade do NGF, sintetizado pelas células epidérmicas, especialmente por
gueratinécitos (KALIL-GASPAR, 2003).

No processo inflamatério a SP induz a liberacdo de mediadores como:
citocinas, radicais de oxigénio, derivados do AA e His, 0os quais potencializam a
lesdo tecidual e estimulam o recrutamento de leucécitos, amplificando a resposta
inflamatoria (HOLZER; HOLZER-PETSCHE, 1997; BHATIA, 2010). Foi demostrando
por Calixto e Campos (2000), que a SP juntamente com a neurocinina A, esta
envolvida nos eventos do processo inflamatério, como a formacdo do edema, o
extravasamento de proteinas plasmaticas, e a vasodilatacdo. A SP contribui para
sensibilizar os receptores nociceptivos diretamente na periferia ou na membrana
pos-sinaptica (SATAKE; KAWADA, 2006). No presente estudo foi observado que o
EEB foi capaz de reduzir o edema induzido por SP, a partir dos primeiros 30 minutos
em todas as doses, e esta agdo foi mantida ao longo do tempo do experimento.
Pode-se aferir entdo que o extrato possa estar bloqueando os eventos do processo
inflamato6rio mediados pela SP. Entretanto, estudos mais apurados e especificos sao
necessarios para determinar o mecanismo de acgao especifico do EEB.

Outro mediador inflamatério usado como indutor do edema foi a BK. BK e
cininas relacionadas formam um grupo de potentes peptideos, os quais sdo aceitos
como mediadores dos processos dolorosos e inflamatérios (CABRINI, 2001),

atuando através de receptores metabotropicos do tipo B1 e B2. O receptor B2 pode
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promover eventos nos quais estdo incluidos, vasodilatacdo, dor, aumento da
permeabilidade vascular, aumento da producdo de eicosandides, como a PGE2 e
NO (FERREIRA; CAMPOS; CALIXTO, 2000). Por outro lado, os receptores Bl
qguando ativados por metabdlitos das cininas, promovem a sustentacdo do estimulo
doloroso e inflamatoério, via expressdo do NFkB e glicocorticoides enddgenos
(CABRINI et al., 2001; MATTOS et al., 2006).

Na lesdo tecidual ou infeccdo, ha acumulo, aderéncia e ativacdo de
neutrofilos e de mediadores no local de inflamacéo, potencializando a acdo das
cininas. Em muitos tecidos, a BK estimula a fosfolipase A,, promovendo a liberacao
de AA, culminando na producdo de PGs e LTs, os quais desempenham papel
importante na dor e inflamacao (SHIRASAKI; KANAIZUMI; HIMI, 2009).

No presente estudo os resultados obtidos, no modelo do edema de pata
induzido por BK corroboram com a hipétese de que o EEB possa estar bloqueando
0s eventos do processo inflamatério nos quais a BK esta envolvida, uma vez que,
também se observa que o EEB reduziu o edema de pata induzido pela Cg no
periodo de tempo em que ocorre a liberacdo da BK, e a manifestacdo de seus
efeitos.

O EEB também reduziu o edema induzido pela Cg apés 4h da inducéo,
periodo este em que as PGs séo liberadas. Passou-se entdo a investigar o efeito do
EEB sobre edema induzido por PGE,. Dentre as prostaglandinas liberadas em
processos inflamatérios e/ou dolorosos, a PGE, se destaca por ser uma das
principais prostaglandinas pro-nociceptivas liberadas perifericamente. A PGE;
exerce suas acoes através da interacdo com receptores de membrana especificos,
gue podem ser divididos em quatro subtipos: EP1, EP2, EP3 e EP4 (VANEGAS;
SCHAIBLE, 2001, CLAUDINO et al., 2006). Estes receptores pertencem a
superfamilia de receptores acoplados a proteina G e ativam a adenilato ciclase ou a
fosfolipase C (PLC) (ZEILHOFER, 2007). A PGE; participa da dor aguda,
sensibilizando as terminacdes nervosas das fibras nociceptivas Aé e C, através do
seu receptor EP1 (RADY; CAMPBELL; FUJIMOTO, 2001) e € responsavel pela
inducdo da producdo de varios quimioatraentes, como LTB,; e citocinas pro-
inflamatorias, como IL-1 e TNF-a (HARRIS et al., 2002; KAUR et al., 2004).

No presente estudo, o EEB néo so0 foi efetivo em inibir o edema induzido pela
Cg na fase final do processo, quando os prostandides séo liberados, como também

inibiu o proprio edema induzido por prostandides (PGE;), indicando que seu
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mecanismo possa estar envolvido com a inibicdo dos eventos nos quais a PGE,
possa estar mediando durante o processo inflamatoério (KAUR et al., 2004).

Para aprofundar os estudos sobre a avaliacdo da propriedade anti-
inflamatoria, foi utilizado o modelo de pleurisia induzida por Cg. A pleurisia é uma
metodologia que lesiona a cavidade pleural, promovendo uma reacao semelhante a
que ocorre em consequéncia a infecgbes, inflamacdo ou doenca neoplasica neste
local. Mediadores inflamatérios séo liberados e podem ser difundidos para o tecido
pleural e subpleural, resultando em ativacdo de células constitutivas, incluindo
células mesoteliais. Como consequéncia, observa-se recrutamento de células
inflamatorias (leucécitos) na cavidade pleural, causando aumento no numero de
células no local (KROEGEL; ANTONY, 1997; MA, 2010).

A pleurisia é considerado como um dos modelos mais completos para
investigar efeitos das substancias em mecanismos envolvidos na inflamagéo aguda,
tanto em eventos celulares quanto vasculares do processo inflamatério, bem como,
€ um modelo requisitado no escreening e no desenvolvimento de farmacos anti-
inflamatérios (PEREIRA; MEDEIROS; FRODE, 2006).

A inducdo da pleurisia pode ser feito por diversos indutores da inflamacgéao
como a Cg, BK, PGE,, SP dentre outros (BUSNARDO et al., 2010). ApGs a injecdo
intrapleural de Cg, esta é absorvida na pleura causando danos no tecido das células
pleurais, liberando enzimas vasoativas, gerando um aumento da permeabilidade
vascular e o desenvolvimento de edema no tecido subpleural. O evento é seguido
por diapedese de neutréfilos e mondcitos para dentro do tecido subpleural. A
subsequente fagocitose da Cg, pelos neutréfilos resulta em degranulacdo e
liberacdo de enzimas lisossomais decorrentes do aumento da permeabilidade dos
vasos. A sintese e a liberacdo de prostaglandinas vasoativas completam o
desenvolvimento da exsudacao pleural, que se desenvolve gracas a acao de
monocitos (DALMARCO; FRODE; MEDEIROS, 2002; PASSOS et al., 2007).

Neste modelo também se observa um aumento significativo da migracéo de
leucécitos, como os neutréfilos apds a administracdo do agente dentro da cavidade
pleural dos animais (KOERBELE et al., 2011). Como anteriormente reportado a
migracao de leucocitos em resposta a um estimulo inflamatorio, envolve a interagao
dessas células com as moléculas de adesédo (SCHMID-SCHONBEIN, 2006).

No presente estudo pode-se observar que o EEB foi efetivo, reduzindo o

processo inflamatério agudo, induzido pela Cg no modelo de pleurisia. O pré-
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tratamento dos animais com todas as doses utilizadas, produziram inibigao
significativa da resposta inflamatéria, no que tange a migracdo de leucdcitos
(neutrdfilos e mondcitos) para o sitio inflamatério. Sendo assim, pode-se sugerir que
o EEB pode estar atuando, em uma ou varias das manifestacfes celulares induzidas
pela Cg.

Aprofundando ainda mais o estudo do efeito do EEB sobre o processo
inflamatorio, avaliou-se a atividade de enzimas-chave ligadas a inflamacao, bem
como mediadores importantes, em animais com pleurisia induzida por Cg. Nesse
contexto, os resultados também demostraram que o EEB foi eficaz em reduzir a
atividade da MPO e ADA.

A MPO é uma enzima derivada de leucécitos, neutrofilos e basofilos que
catalisa a formacdo de algumas espécies reativas oxidantes (radical superoxido (O,
") e peréxido de hidrogénio (H,0,)). Além de integrante da resposta imune inata,
evidéncias tém comprovado a contribuicdo destes oxidantes para o dano tecidual
durante inflamacdo. A MPO também estd envolvida na morte de varios
microorganismos e células estranhas, incluindo bactérias, fungos, virus, glébulos
vermelhos, e células malignas e ndo malignas. A atividade da enzima é
frequentemente usada como um marcador indireto da ativagéo de neutréfilos no sitio
do processo inflamatério (FRODE; MEDEIROS, 2001; ROMAN; WENDLAND;
POLANCZYK, 2008). Neste modelo observa-se que o EEB promoveu diminuicao
dessa enzima, o que pode corroborar para o efeito inibitério do extrato, sobre o
recrutamento de neutrofilos para o sitio inflamatério e células mononucleares.

A ADA é uma enzima que participa do catabolismo das purinas, encontrada
no citosol e membrana celular. E responsavel por promover a desaminacio
hidrolitica da adenosina em miosina. Altos niveis desta enzima sdo encontrados no
sistema linféide (linfonodos, baco e timo), podendo ser encontrada em menor
guantidade nos eritrocitos (SABOURY et al., 2003) . Por possuir um importante papel
biolégico no metabolismo dos nucleotideos puricos, a enzima € essencial para a
proliferacdo e diferenciagcdo de células linféides, particularmente células T e
maturagcdo de mondcitos, possuindo assim uma funcdo importante no sistema imune
em processos inflamatorios (ANTONIOLI et al., 2008). Nos resultados obtidos sobre
o efeito do EEB sobre a atividade da ADA, apenas a dose de 500 mg/kg inibiu
significativamente a atividade da enzima. Consequentemente a ADA pode contribuir

para limitar a infiltragdo excessiva de leucécitos e subsequentemente o dano celular.
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Ainda com relacdo ao papel da ADA na inflamacéo, a possibilidade de que esta
enzima possa interagir com outras proteinas da superficie celular, cria uma nova
perspectiva na procura de mecanismos imunoregulatorios do processo inflamatério
(FRODE; MEDEIROS, 2001).

Como anteriormente ressaltado o NO, é outro importante mediador pro-
inflamatorio, envolvido na exsudacdo e migracdo de leucécitos no processo
inflamatério (ABRAMSON, 2008). O NO esta envolvido na morte ou inibicdo da
proliferacdo de microrganismos, destruicdo de células tumorais por macréfagos
ativados e na defesa inespecifica do hospedeiro (CARLOS et al., 2005). Os
resultados apresentados no presente trabalho demostram que o EEB diminuiu
significativamente os niveis de NO. Este efeito também sugere que o efeito anti-
inflamatoério da planta em estudo pode estar associado com a inibicdo de espécies
reativas de oxigénio, incluindo o radical superéxido (O, 7), peroxido de hidrogénio
(H.0,) e o radical hidroxila (OH").

Procurou-se também verificar se o EEB poderia inibir a liberagdo de TNF-a. O
TNF-a mostra-se como uma citocina-chave no desenvolvimento da inflamagéo
pleural, atuando no aumento da producdo de quimiocinas pelas células endoteliais
(CAILHIER et al.,, 2006). As citocinas como as TNFa e IL-1B sdo agentes pro-
inflamatorios que estimulam a quimiotaxia celular e induz a expressédo de moléculas
de adesdo. Outro efeito destas substancias é a liberacdo de mediadores proé-
inflamat6ria, tais como: a His, BK, SP e/ ou NO, no local do processo inflamatorio.
Por outro lado, a BK, a His e SP também podem liberar TNF-a e / ou IL-13 a partir
de células ativadas (BRENNAN; MCINNES, 2008). Em nossos experimentos a
quantificacdo dos niveis de TNF-a no liquido pleural, demostraram que o EEB foi
capaz de suprimir a geracdo deste mediador, e os resultados podem sugerir que 0
EEB é capaz de agir sobre as células responsaveis pela secrecdo desta citocina,
com consequente inibicdo da ativacdo e migracdo de neutrofilos. Agentes
farmacoldgicos com potencial de inibicdo sobre o TNF-a sdo promissores na
terapéutica da inflamacdo. Doengas como artrite reumatoide, Crohn e psoriase tém
sido tratadas com farmacos como Etarnecepte® e outros, os quais inibem os efeitos
do TNF-a (FELDMANN, 2002; LOPES et al., 2011).

O segundo objetivo do presente estudo foi verificar se o EEB exibia efeito
antinociceptivo, uma vez que a dor constitui um dos sinais cardinais do processo

inflamatorio. Além disso, na medicina popular, a planta em estudo é utilizada no
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tratamento do processo doloroso. Como o EEB foi eficaz na inflamacao induzida por
mediadores como a BK e PGE,, os quais também participam do processo doloroso,
procurou-se verificar se 0o processo doloroso induzido por tais mediadores poderiam
ser inibidos pelo tratamento dos animais com o EEB. A antinocicepc¢ao induzida por
EEB foi confirmada através de modelos de dor aguda, induzida por estimulos
qguimicos como formalina, PGE,, CAP e BK.

Em 1977 Dubuisson e Dennis, padronizaram o modelo de dor induzida por
formalina. O teste consiste na injecdo intraplantar de formaldeido diluido (a
formalina), o qual promove a estimulagdo de nociceptores, induzindo o animal a
comportamentos tipicos como lamber, e/ou morder a pata injetada com esse agente.
Este modelo permite avaliar dois tipos distintos de nocicepcao. A primeira de origem
neurogéncia visualizada imediatamente apds a injecdo de formalina, durando
aproximadamente 5 minutos. Hunskaar; Fasmer; Hole (1985), descreveram que
nesta fase ocorre estimulacdo quimica direta dos nociceptores das fibras sensoriais
aferentes, principalmente fibras do tipo C, devido a mediadores como SP, glutamato
e BK. A segunda fase é de origem inflamatoria, tem inicio aproximadamente 15
minutos apoés a injecdo da formalina e extende-se por até 30 minutos. Nesta fase
ocorre a producdo de multiplos eventos, que incluem, inflamacdo nos tecidos
periféricos mediada pela liberacdo de mediadores inflamatérios (PGs, NO, His e BK)
e mecanismos de sensibilizacdo espinhal e central (VANEGAS; SCHAIBLE, 2001,
GONCALVES et al., 2008; SULAIMAN et al., 2010).

Ainda em relacdo a nocicepc¢éao induzida por formalina, foi demonstrado que a
PGE; é liberada nos primeiros minutos apés a injecao intraplantar de formalina em
camundongos, e esse fato demostra que este prostanoide além de sensibilizar
neurénios, participando do estabelecimento da dor aguda, também promove a
liberagdo de diversos aminoacidos excitatorios como glutamato, taurina e NO, o0s
quais estdo envolvidos com a transmissdo da nocicepcao periférica intensificando o
processo (MALMBERG; YAKSH, 1995; MATTOS et al., 2006).

O tratamento dos animais com o EEB foi capaz de reduzir, de forma dose
dependente a nocicepcao induzida pela injecao intraplantar de formalina, tanto na
fase neurogénica quanto na fase inflamatoéria, além de inibir o edema induzido pela
formalina. A inibicdo da reposta nociceptiva nas duas fases supde que o EEB possui
efeito antinociceptivo e anti-inflamatério, atuando na dor, tanto de origem

neurogéncia, como inflamatdria. Estudos feitos anteriormente com o extrato
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metandlico das folhas de C.ambrosiodies também demonstraram inibicdo da
resposta nociceptiva induzida pela formalina, confirmando os resultados obtidos
neste estudo (IBIRONKE; AJIBOYE, 2007).

Cabe lembrar que no presente estudo, foi utilizada como controle positivo a
indometacina, sendo este farmaco efetivo apenas na segunda fase do modelo da
formalina, por ser um AINE nao especifico para COX, atuando na dor de origem
inflamatoria (crénica), e ndo na dor de origem neurogénica (aguda).

No modelo de nocicepcao induzida por capsaicina, procurou-se analisar a
possivel acdo modulatéria do EEB, sobre a dor de origem neurogénica ja detectada
no modelo da formalina em sua primeira fase. O teste tem como objetivo, evidenciar
a interacdo dos extratos em estudo sobre os neuropeptidios envolvidos na
transmissao dolorosa (SP, neurocinina A, neurocina B e CGRP). Também é referido
que a dor induzida por capsaicina se assemelha muito com a primeira fase do
modelo de formalina, caracterizando ambas as dores como uma dor do tipo
neurogénica (OTUKI et al., 2001). Os resultados obtidos neste estudo, mostraram
que o EEB reduziu de forma significativa a nocicepcdo causada pela injecao
intraplantar de CAP, principalmente a dose de 500 mg/Kg, sugerindo assim uma
possivel acdo na dor de origem neurogénica deste extrato testado.

No modelo de nocicepcéo induzida por BK observou-se que somente a dose
de 500 mg/kg causou inibicdo, sugerindo uma possivel interferéncia na via de
sinalizacao do receptor B1. Estudos demostram que o receptor B1 é crucial para o
desenvolvimento e manutencdo da dor inflamatéria e neuropéatica em camundongos
(MATTOS et al.,, 2006). A BK, a PGE; e as IL, contudo, parece exercer papel
fundamental na nocicepcdo periférica. A PGE, e a BK causam alteracbes em
receptores especificos (TRPV1) acoplados a canais i6nicos ligante-dependente via
ativacdo do AMPc, e das PKA e PKC, causando reducéo do limiar para disparo da
fibra nervosa (ROCHA et al., 2007).

Nos experimentos realizados nesse estudo foram utilizados como farmacos
de referéncia a indometacina e a dexametasona (controle positivo), por serem
medicamentos efetivos em afec¢des inflamatdrias e dolorosas. A indometacina € um
anti-inflamatdrio ndo esteroide derivado do &cido indolacético. E um inibidor n&o
seletivo da enzima COX, diminuindo a formacéo de precursores de PGs e TX a
partir do acido araquidénico. O farmaco também reduz a migragdo dos neutrofilos e
a proliferacédo de células do tipo T e B (MURI; SPOSITO; METSAVAHT, 2009). A
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acdo terapéutica reside na inibicdo da COX-2, embora o farmaco iniba também a
COX-1, resultando nos efeitos adversos desse farmaco e de outros da classe os
quais ndo sao seletivos. Um dos principais efeitos adversos oriundo da sua néo
seletividade sobre a COXs € a ulceracdo gastrica, resultante da inibicdo da sintese
de PGs responsaveis pela muco-protecédo do estdtmago (MONTEIRO et al., 2008). O
efeito da indometacina e tdo intenso e rapido, que ela € usada como modelo de
inducao de ulcera (SILVERIO et al., 2008).

A dexametasona, por sua vez, pertence a classe dos corticosteroides e
exerce seus efeitos inibindo a producdo de PGs e a migracdo de LT a nivel nuclear.
Esse efeito também ¢é mediado pela sintese de proteinas, visto que o0s
corticosteroides induzem a sintese de transcortina e macrocortina — proteinas que
inibem a sintese de PGs através da inibicdo da PLA;,. As respostas mediadas por
células podem ser inibidas indiretamente pela inibicdo da producéo de determinadas
citocinas, incluindo o TNF e as ILs (ANTI; GIORGI; CHAHADE, 2008). Na realidade,
0S genes responsaveis pela transcricdo desses mediadores sdo suprimidos pelos
glicocorticoides (LONGUI, 2007).

Outro objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito do EEB sobre o processo
de cicatrizacdo. Ja foi citado anteriormente que a planta em estudo € usada
popularmente para a cicatrizacdo de lesdes. Para tanto se buscou um método que
fosse pratico, de baixo custo, reprodutivo e confiavel (MARTINS et al., 2006). O
modelo utilizado foi baseado em Cross et al., (1996), Lima et al., (2009), Malheiros et
al., (2011). O modelo consiste na indugéo da lesdo na regiao dorsal dos animais, por
ser este um local de dificil manipulagdo pelos mesmos.

Como reportado anteriormente durante a evolugcdo do processo de
cicatrizacdo, sabe-se que quando ha uma ruptura do tecido epitelial e conjuntivo,
microrganismos ali se instalam e desenvolvem-se com maior facilidade e velocidade.
Em resposta a este trauma o0 organismo da inicio a um processo inflamatoério
caracterizado pelo aumento de fluxo sanguineo, formacéo de plaquetas, aumento de
permeabilidade capilar e migracdo de leucécitos para a regido lesada. A
permeabilidade capilar promove extravasamento de plasma e seus componentes
formam o exsudato inflamatorio. Os neutrofilos, macrofagos e fibroblastos sao as
primeiras células inflamatérias a migrarem para a regido lesada. Sao produtoras de
substancias quimiotaticas, com papel destacado para os eicosanoides (leucotrienos,
TX e PGs) e quimiocininas (IL-1 e TNF-a) (BALBINO; PEREIRA; CURI, 2005).
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Em nossos experimentos, sinais de infegdo ndo foram observados no grupo
tratado com a pomada de C. ambrosioides, o que pode ser explicado pela acéo
antimicrobiana e anti-inflamatéria, confirmada nesse e em estudos prévios com a
planta (DELESPAUL et al., 2000; IBIRONKE et al., 2007), desta forma, tanto a
inibicdo do processo infeccioso quanto do evento inflamatdrio, propiciou ao tecido
lesado uma reparacdo mais rapida, pois a lesao foi rapidamente preenchida por
uma crosta que a isolou do meio ambiente mais rapidamente (FALEIRO et al., 2009).

No processo de cicatrizacdo a contracdo da lesdo é mediada por citocinas e
em particular pelo fator de crescimento transformador-f (TGF-B). Através da
contracdo, o tamanho da lesdo diminui substancialmente, sendo esta diminuig&o
causada pelos fibroblastos e producéo de colageno, responséaveis pela formacao do
tecido de granulacdo e por fim ocorre a substituicdo do tecido de granulacdo por
tecido conjuntivo denso (GUTIERREZ-FERNANDEZ, 2007). Achados histologicos e
clinicos consideram a formagcdo de crosta como um sinal positivo no reparo,
apresentando uma maior formacdo de vasos sanguineos e fibras colagenas
(RIBEIRO et al.,, 2004). Em situacbes especiais, mediadores inflamatorios
permanecem na leséo dificultando sua cicatrizagdo. Em nosso experimento a crosta
foi mais evidente no grupo tratado com o EEB do que no grupo controle. Os
resultados do presente estudo demostraram que o tratamento dos animais com a
pomada de EEB a 5%, produziu fechamento da lesdo de forma mais rapida quando
comparado com o grupo controle, comprovando que o uso do extrato incorporado na
pomada contribui na reparacdo de lesdes. Pode-se sugerir também que ac¢do anti-
inflamatéria (neste estudo constatado) e antimicrobiana (como descrita pela
populacao) do extrato tenha contribuido com o processo de cicatrizacao.

Também foram realizados no presente estudo, modelos farmacolégicos
adicionais buscando evidenciar possiveis efeitos adversos e/ou toxicos do EEB, que
pudessem interferir nos resultados observados, ou inviabilizasse o uso da planta
como terapia alternativa. Foram selecionados dois modelos farmacologicos
geralmente requisitadas em estudos de screening de substancias antinociceptivas e
anti-inflamatoérias: o modelo de rota-rod e modelo de hipotermia. O modelo de Rota-
rod foi padronizado por Dunham e Miya em 1957, cujo objetivo € excluir a
possibilidade de a substancia testada estar ocasionando alteracbes motoras néo
desejaveis, via inibicdo inespecifica do SNC (SULAIMAN et al., 2010). No presente

estudo observou-se que o tratamento dos animais com EEB em todas as doses
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utilizadas, ndo induziu qualquer interferéncia no desempenho motor dos animais
avaliados através do modelo de rota rod.

Farmacos analgésicos podem atuar centralmente promovendo hipotermia.
Quando se estuda o efeito antinociceptivo de substancias, também € verificado se a
mesma possa provocar tal efeito (ALFONSI et al., 2004), sendo assim, o objetivo
desse experimento é excluir uma possivel interferéncia da substancia testada na
temperatura corporal do animal (hipotermia ou hipertermia)

No presente estudo ndo foram evidenciados aumento ou diminuicdo da
temperatura corporal dos animais tratrados com o EEB, sendo este resultado ja
esperado, uma vez que, o trabalho realizado por Hallal e colaboradores (2010), foi
demonstrado que o extrato aquoso da planta exibe propriedade antipirética (HALLAL
et al 2010).

A literatura sobre a C. ambrosioides e 0 uso popular indicam que a mesma
exibe efeitos toxicoldgicos com doses elevadas e com uso prolongado. Entretanto,
os relatos da literatura sdo contraditorios. Pereira e colaboradores (2010), realizaram
um estudo toxicolégico com tratamento subcrénico, usando o extrato hidroalcodlico
da planta em camundongos. Os autores concluiram que o tratamento indiziu
alteracOes pontuais nos grupos tratados com doses mais altas (700 a 1000 mg/kg).
No entanto, o tratamento nao foi letal, e ndo induziu altera¢des tdxicas quando foram
utilizadas doses terapéuticas, baseadas no uso popular, sugerindo seguridade do
produto em doses adequadas (PEREIRA et al., 2010). A toxicidade dessa planta &
atribuida aos consituintes do 6leo essencial (MONZOTE et al., 2009, 2011). O uso
do 6leo essencial dessa espécie como anti-helmintico para humanos foi substituido
por medicamentos mais modernos e seguros (PAGET,1926). O o6leo contém
ascaridol, o qual tem sido responsavel por fatalidades em humanos (MACDONALD
et al., 2004). De acordo com Salant e Mitchell (1916), quando injetado na corrente
sanguinea o 6leo provoca uma depressdo da circulacdo, respiracdo e movimentos
intestinais. Entretanto, apesar do exposto, essa espécie de Chenopodium ainda
continua a ser usada no tratamento de vermes do intestino e outras doengas em
humanos, com aparente sucesso ndo so no Brasil como em outros paises
(QUINLAN; QUINLAN; NOLAN, et al.,, 2002; MORAIS et al., 2005), ndo sendo
encontrado na literatura cientifica relatos de casos de severos envenenamentos ou

mortes, a partir da infusdo aquosa de C. ambrosioides (KLIKS, 1985).
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Com base nesses dados sobre a toxicologia da planta, em nossos
experimentos, as doses utilizadas por via oral, foram menores do que utilizadas nos
ensaios toxicoldgicos conduzidos por Pereira e colaboradores (2010). Além disso,
durante a execucdo dos mesmos, nao foram observadas alteracbes
comportamentais e fisiolégicas que pudessem evidenciar sinais de intoxicacao.

Com objetivo de descartar a possibilidade de efeitos toxicos, um Udnico
experimento foi realizado, investigando a toxicidade do EEB, o teste do MTT. O teste
de citotoxicidade celular pode ser utilizado como uma estratégia para avaliar a
viabilidade celular, em diferentes concentracdes dos agentes nao tumorais in vitro
(KUMALA et al, 2003).

A atividade citotoxica da célula L929 nao tumoral, exposta por 48h ao EEB de
C. ambrosioides foi determinada por quantificacdo através da reducdo do MTT a
formazan ocasionada indiretamente pela acdo das enzimas desidrogenases
presentes nas células vidveis (VALADARES; CASTRO; CUNHA, 2007).

O ensaio de viabilidade celular do EEB néo alterou a viabilidade das células
em cultura em todas as concentracdes testadas, quando comparado ao controle.
Vale ressaltar que auséncia de atividade citotdxica aqui demonstrada ndo corrobora
com os estudos da literatura, os quais reportam atividades citotoxicas (RUFRA et al.,
2002; PEREIRA et al., 2010).

Os estudos fitoquimicos da planta revelaram a presenca de diversos
constituintes. Dos terpenos encontrados na planta se destaca o ascaridol,
isoascaridol, cis-p-menta-1(7),8-dien-2-ol, (CAVALLI et al., 2004; AHMED, 2000), a-
terpeniol, a-terpineno, p-cinemo e carvacrol. Ha estudos que relatam que a planta
apresenta flavonoides, e também outros constituintes fitoquimicos como o alcaloide
qgue poderiam contribuir para a atividade anti-inflamatéria e analgésica (HEGAZY;
FARRAG, 2007).

O estudo fitoquimico aqui realizado detectou a presenca de ascaridol e
1,2,3,4-tetrahidroxi-p-mentano no EEB, confirmando os resultados previamente
reportados (AHMED, 2000; CAVALLI et al., 2004).

Dembistk e colaboradores (2008), detectaram varios terpenos na planta,
sendo o mais abundante o ascaridol. Ibironke e Ajiboye (2007), mostraram em seu
estudo que a planta apresenta efeitos farmacoldgicos (anti-inflamatorio e analgésico)
e relatou também a presenca de terpenos. De fato, j& foi descrito na literatura que os

terpenos o-humaleno , B-cariofelino e &cido caurendico encontrados na planta
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(PASSOS et al.,, 2007; TAPPIN et al., 2004), exibem efeitos sobre a dor e a
inflamacé&o.

Além dos terpenos, alcaloides a planta em estudo possui os flavonoides. Aos
flavonoides séo atribuidas diversas propriedades anti-inflamatdria e analgésica (KIM
et al., 2004). A quercetina é o flavonoide mais estudado que existe, tendo efeitos
periféricos e centrais importantes, sendo atualmente usado em paises europeus
como complemento alimentar (BEHLING et al., 2004). Embora, tenha sido citado a
presenca deste flavonoide na espécie estudada, em nossas analises ele nao foi
detectado. Talvez, em nossas amostras a quantidade de quercetina era tdo pequena
que talvez ndo tenha sido detectada. Entretanto, varios sao os trabalho cientificos
enfatizando seus efeitos analgésicos e anti-inflamatorios (PARVEEN et al., 2007;
ROSA et al., 2010; HERNANDES et al., 2010).

Em suma, os resultados obtidos no presente estudo corroboram e ampliam os
estudos prévios sobre o efeito anti-inflamatdrio, cicatrizante e antinociceptivo de C.
ambrosioides, apontando como mecanismo de acdo dessas propriedades a inibicdo
de mediadores-chave envolvidos no processo doloroso e inflamatdrio,
principalmente. Além disso, os resultados apontam que o EEB utilizado topicamente
torna-se uma alternativa terapéutica para o tratamento de processos inflamatérios e
cicatrizantes acompanhado de dor. Entretanto, mesmo que 0 ensaio toxicologico
preliminar tenha sido negativo, uma avaliacéo toxicoldégica mais abrangente podera

ser necessaria para a completa validacéo da planta em estudo.



7 CONCLUSAO

Os resultados obtidos demonstram, que o estudo fitoquimico com o extrato
etandlico das folhas e caules de C. ambrosioides, resultou na obtencdo dos
compostos ascaridol e 1,2,3,4-tetrahidroxi-p-mentano, caracterizando
fitoquimicamente a espécie.

O EEB de C. ambrosioides apresenta atividade anti-inflamatoéria, quando
administrado topicamente e oralmente nos modelos de edema de orelha e pata. Este
efeito também é percebido pela inibicdo da migracdo de neutréfilos e mondécitos no
experimento de pleurisia, e inibicdo de enzimas relacionadas a atividade celular
(MPO e ADA), inibicdo dos niveis de nitrito/nitrato e da producdo de TNF-a.

O EEB de C. ambrosioides apresentou acdo antinociceptiva nos modelos
agudos utilizados.

No experimento de cicatrizacdo cutanea observou-se que a pomada com
extrato concentrado a 5%, apresentou eficacia significativa em relacdo ao controle
negativo.

Observou-se que o extrato ndo provocou alteragbes motoras nos animais
conforme visto através do modelo de rota rod, nem hipotermia nos mesmaos.

O ensaio de viabilidade celular demostrou que o EEB, nas concentracdes
usadas, nao apresentou efeito citotoxico frente a célula L929.

Pode-se sugerir com base nos estudos fitoquimicos da planta e estudos
farmacoldgicos anteriores, que a efetividade do EEB de C. ambrosioides sobre os
processos inflamatorios, dolorosos e cicatrizantes, provavelmente é devido aos seus
fitoconstituintes, dentre eles os terpenos.

Os resultados em conjunto validam parcialmente a planta em estudos para

uso terapéutico em processos inflamatérios, dolorosos e cicatrizantes.
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