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Epigrafe

"E melhor tentar e falhar,

gue preocupar-se e ver a vida passar;

é melhor tentar, ainda que em vao,

que sentar-se fazendo nada até o final.
Eu prefiro na chuva caminhar,

gue em dias tristes em casa me esconder.
Prefiro ser feliz, embora louco,

gue em conformidade viver..."

Martin Luther King
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Resumo

RESUMO

As Lychnophoras (Asteraceae) sdo espécies nativas do Brasil, popularmente
conhecidas como “arnica” e utilizadas na medicina popular em prepara¢Ges alcoodlicas e
hidroalcoolicas como analgésicas, anti-inflamatdrias, antirreumaticas, contusdes e picadas de
insetos. A espécie Lychnophora pinaster Mart. € uma das mais usadas pela populacéo.
Estudos prévios (GUZZO et al.,, 2008) mostraram a potencial atividade desta espécie.
Entretanto, estudos adicionais Sd0 necessarios para comprovar sua seguranca e propriedades
terapéuticas. Assim foi escolhida para avaliagdo da toxicidade aguda e das atividades anti-
inflamatdria e analgésica.

As atividades anti-inflamatorias topicas do extrato etanolico e das fragcdes hexanica,
diclorometanica, acetato de etila e metandlica (5% p/p) de L. pinaster foram avaliadas pelo
método de edema de pata induzido por carragenina. A fracdo acetato de etila (A% 17,78 +
1,79) apresentou baixa atividade. O extrato etanolico bruto (A% 12,35 * 2,24) e as fragdes:
hexanica (A% 10,61 £ 1,53), diclorometanica (A% 9,77 + 1,28) e metandlica (A% 7,63 +
0,79) promoveram reducdo do edema de pata em comparacdo aos controles [emulgel base
(A% 36,13 £ 1,08) e Sham (A% 3,10 = 0,59)] e padrdes [diclofenaco (Cataflam®) (A% 6,92 +
0,51) e diclofenaco SIGMA (formulado em emulgel, A% 5,18 + 1,02)], demonstrando boa
atividade anti-inflamatoria. A fragdo metandlica foi a mais ativa e teve efeito anti-inflamatério
similar ao medicamento cataflam.

O extrato etanodlico de L. pinaster foi avaliado ap6s a administracdo oral em
camundongos Swiss quanto ao efeito antinociceptivo pelo método da placa quente. O extrato
na dose de 500 mg/kg apresentou atividade antinociceptiva (19,86 + 3,36 s) semelhante ao
observado ap6s a administracdo da morfina (20,63 £ 3,42 s). A dose de 750 mg/kg apresentou
efeito semelhante a dipirona, sendo 10,19 £ 1,22 se 12,70 £ 0,92 s, respectivamente.

Para avaliacédo da toxicidade aguda, o extrato etandlico bruto foi administrado por via
oral nas doses de 125; 250 e 500 mg/kg em camundongos Swiss, machos e fémeas. As trés
doses administradas ndo causaram prejuizo motor aos animais, pois ndo alteraram o ténus
muscular destes, mas as doses de 250 e 500 mg/kg causaram sedacdo sendo que reduziram
significativamente a locomocéo espontanea no metodo de campo aberto.

As doses 125; 250 e 500 mg/kg ndo produziram alteracfes nas dosagens bioquimicas,
hematoldgicas e no consumo de agua e ragdo de camundongos machos e fémeas. Com relacdo
ao peso corporal somente os machos apresentaram diferencas significativas no ganho de peso
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Resumo

corporal em relagdo ao grupo controle. Para o peso relativo dos 6rgdos houve diferencgas
estatisticas entre os rins e figado de machos e fémeas tratados e o grupo controle.

Na avaliacéo histopatoldgica, o extrato provocou alteracdes celulares nos rins e figado
em todas as doses avaliadas (125; 250 e 500 mg/kg), tais como degeneracdo vacuolar e
inflamacdo. A analise morfométrica do figado mostrou que o extrato ndo possui efeito
hepatotoxico dose dependente, mas o efeito observado era maior nas fémeas do que nos
machos.

O trabalho realizado mostrou que as partes aéreas de L. pinaster possuem atividade
anti-inflamatoria e analgésica significativa. As analises de toxicidade mostraram que existem
substancias potencialmente tdéxicas ao figado e aos rins nesta planta, mas que estudos
adicionais devem ser realizados para verificar se as alteragdes sdo reversiveis e provar que a

via oral é ou ndo indicada para o uso da populacéo.

D
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Ubstract

ABSTRAT

Lychnophoras (Asteraceae) are native plants from Brazil, popularly known as "arnica"
and used in folk medicine in alcoholic and hydro-alcoholic preparations for the treatment of
bruise, inflammation, pain, rheumatism and for insect bites. The species Lychnophora
pinaster Mart. it is one of the more used by the population. Previous studies (GUZZO et al.,
2008) showed potential activity of this species. However, additional studies are necessary to
prove your safety and therapeutic properties. Like this, the species L. pinaster was chosen for
the acute toxicity and of the anti-inflammatory and analgesic activities evaluation.

The anti-inflammatory topical activities of the ethanolic extract and fractions hexane,
dichloromethane, ethyl acetate, and methanolic (5% p/p) of L. pinaster were evaluated for the
method of paw edema induced by carragenina. The ethyl acetate fraction (A% 17,78 + 1,79)
did it present low activity. The crude ethanolic extract (A% 12,35 + 2,24) and the fractions:
hexane (A% 10,61 + 1,53), dichloromethane (A% 9,77 £ 1,28) and methanolic (A% 7,63 +
0,79) did they promote reduction of the paw edema in comparison with the controls [emulgel
base (A% 36,13 £+ 1,08) and Sham (A% 3,10 = 0,59)] and patterns [diclofenac (Cataflam®)
(A% 6,92 £ 0,51) and diclofenac SIGMA (done formulate in emulgel A% 5,18 = 1,02)],
demonstrating good anti-inflammatory activity. The methanolic fraction was the more active
and it had similar anti-inflammatory effect to the medicine cataflam.

The ethanolic extract of L. pinaster was evaluated after the oral administration in mice
Swiss with relationship to the antinociceptive effect for the method of the hot plate. The
extract in the dose of 500 mg/kg presented antinociceptive activity (19,86 * 3,36 s) similar to
the observed after the administration of the morphine (20,63 £ 3,42 s). The dose of 750 mg/kg
presented effect similar to the dipyrone, being 10,19 £ 1,22 s and 12,70 £ 0,92 s, respectively.

For evaluation of the acute toxicity, the doses of 125; 250 and 500 mg/kg of the crude
ethanolic extract were administered to mice Swiss orally, males and females. The three
administered doses didn't cause motor incoordination to the animals, because they didn't alter
the muscular force of these, but the doses of 250 and 500 mg/kg caused sedation and they
reduced significantly the spontaneous locomotor activity in the method of open field.

The doses 125; 250 and 500 mg/kg didn't produce alterations in the biochemical and
hematological dosages, in the consumption of water and food of male and female mice. With
relationship to the corporal weight only the males presented significant differences in the

body weight gain in relation to control group. For the relative weight of the organs there were
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statistical differences between the kidneys and liver of males and females treated and the
group control.

In the evaluation histopathological, the extract provoked cellular alterations in the
kidneys and liver in all the evaluated doses (125; 250 and 500 mg/kg), such as vacuolar
degeneration and inflammation. The morphometric analysis of the liver showed that the
extract doesn't possess hepatotoxic effect dose dependent manner, but the effect observed was
larger in the females than in the males.

This work showed that the aerial parts of L. pinaster possess anti-inflammatory and
analgesic activities significant. The toxicity analyses showed that the plant possesses
substances potentially toxicant to the liver and the kidneys, but that additional studies should
be accomplished to verify the alterations they are reversible and to prove that the oral route is

or non appropriate for the use of the population.
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Simbialos e Ubreviaturas

AA

ADP

AlEs

AINEs

ALT

AMPc

ANOVA

ANVISA

AST

ATP

BDNF

CCD

CGRP

CHCM

CLAE

COX

CYP-450

DAG

DLs

DMSO

DNA

SIMBOLOS E ABREVIATURAS
Acido araquidénico
Adenosina difosfato
Anti-inflamatorios esteroidais
Anti-inflamatorios ndo-esteroidais
Alanina aminotransferase
Adenosina monofosfato-ciclico
Anélise de variancia
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
Aspartato aminotrasnferase
Adenosina trifosfato
Brain-Derived Neurotrophic Factor (Fator neurotrofico derivado do encéfalo)
Cromatografia em camada delgada
Peptideo relacionado ao gene da calcitonina
Concentracdo de hemoglobina corpuscular média
Cromatografia liquida de alta eficiéncia
Ciclooxigenase
Citocromo - P450
Diacilglicerol

Dose letal 50% (quantidade de uma determinada substancia que é necessaria
ser ingerida ou administrada para provocar a morte de pelo menos 50% da

populagdo em estudo).
Dimetilsulféxido

Acido desoxirribonucléico
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DPPH

D,

EDTA

e.p.m

FAPs

FDA

GMPc

HCM

HE

HETE

HPLC

IASP

ICso

IPs3

LDL

LOX

LPIiA

LPIiD

LPIE

2,2-difenil-1-picril-hidrazila

Ap0s 7 dias da administracdo do extrato LPIiE
Ap0s 14 dias da administracdo do extrato LPIiE
Acido etilenodiaminotetracético

Erro padrdo da média

Fibras aferentes primarias

Food and Drug Administration

Guanosina monofosfato-ciclico

Hemoglobina corpuscular média
Hematoxilina-eosina

Acido hidroxitetraencico

High performance liquid chromatography
Associacdo Internacional para o Estudo da Dor

Concentracdo de uma droga que seja requerida para a inibicdo de 50% de uma

reacao.

Interleucina

Oxido nitrico sintase induzivel

Via intraperitoneal

Inositol trifosfato

Low density lipoproteins (lipoproteina de baixa densidade)
Lipooxigenase

Fracdo acetato de etila de L. pinaster

Fragdo diclorometénica de L. pinaster

Extrato etandlico bruto de L. pinaster
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LPiH Frac&o hexanica de L. pinaster

LPiM Fracdo metanodlica de L. pinaster

LSTs Lactonas sesquiterpénicas

LTs Leucotrienos

NADP Fosfato de dinucleotideo de nicotinamida e adenina
NO Oxido nitrico

NP Difenilboriloxietilamina

OMS Organizacdo Mundial de Salde

PAF Platelet activating factor (Fator de ativacao plaquetéria)
PEG Polietileniglicol

PGs Prostaglandinas

P-gP Glicoproteina-P

PKA Proteina quinase A

PKC Proteina quinase C

PMN Polimorfonucleares

p.o. via oral

RDC Resolucéo de Diretoria Colegiada

rpm Rotacbes por minuto

SNC Sistema nervoso central

SP Substancia P

TNF-a Tumor necrosis factor (Fator de necrose tumoral-a)
TR Tempo de retencdo

TXs Tromboxanos
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uv

VCM

VRL

Ultravioleta
Volume corpuscular médio

Receptor vanilbide
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1.1. INTRODUCAO GERAL

Estima-se que aproximadamente 40% dos medicamentos atualmente disponiveis
foram desenvolvidos direta ou indiretamente a partir de fontes naturais, assim subdivididos:
25% de plantas, 12% de microorganismos e 3% de animais (CALIXTO, 2001). A maior
potencialidade econdmica da biodiversidade estd associada a descoberta de novos
biomateriais e novos medicamentos derivados diretamente ou sintetizados a partir de recursos
bioldgicos (BRAGA, 2002).

Segundo Newman e colaboradores, 2007, no periodo de 1981 a 2006, foram
registradas 1184 novas substancias quimicas, sendo que 70% sdo de origem natural. Nesse
percentual estdo incluidas as substancias de origem vegetal, demonstrando que produtos
naturais ocupam um papel dominante na descoberta de protdtipos para o desenvolvimento de

drogas no tratamento de doencas humanas (Figura 1.1).

S*/NM % B

S/NM
10%

30%

Legenda
B Bioldgico
N Produto Natural
ND Derivado de Produto Natural
NM Produto que mimetiza o natural
S Droga totalmente sintética
S* Sintetizada tendo como modelo um produto natural
\Y Vacina

Figura 1.1 — Substancias registradas entre 1991 e 2006
(NEWMAN et al., 2007)
A importéncia e a potencialidade quimica das plantas medicinais podem ser
identificadas com dados obtidos em pesquisas cientificas, onde se constatou que 25% dos
medicamentos prescritos em todo mundo, originam-se de plantas, sendo 121 substancias

ativas utilizados de modo geral (RATES, 2001). De 252 medicamentos considerados como
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bésicos e essenciais pela Organizagdo Mundial da Saude (OMS), 11% sdo exclusivamente
obtidos de plantas medicinais e um ndmero significativo sdo farmacos sintetizados tendo
como protdtipos moléculas naturais (RATES, 2001; RASKIN et al., 2002). Aproximadamente
80% da populacdo mundial utilizam a medicina tradicional nos cuidados basicos de saude, a
maioria envolvendo uso de extrato de plantas ou compostos ativos isolados das mesmas
(SARDESAI, 2002). Isso significa que 3,5 a 4,0 bilhdes de pessoas dependem de plantas
como fontes de drogas (FARNSWORTH, 1997).

Ainda segundo a OMS, 2002-2005, as praticas da medicina tradicional expandiram-se
globalmente na Gltima década e ganharam popularidade. S&o incentivadas ndo somente pelos
profissionais que atuam na rede basica de salde dos paises em desenvolvimento, mas também
naqueles onde a medicina convencional € predominante no sistema de salde local.

O mercado mundial de fitoterapicos movimenta cerca de US$ 22 bilhdes por ano
(PINTO et al., 2002). O segmento de fitoterapicos brasileiro faturou, no periodo de novembro
de 2003 a outubro de 2006, R$ 1.840.228.655 (FREITAS, 2007). Este valor refere-se somente
aos fitoterapicos industrializados, ndo correspondendo ao mercado total de produtos obtidos
de plantas medicinais (CARVALHO et al., 2007). A cifra brasileira é pequena se comparada
aos valores faturados pela Europa e Estados Unidos, o equivalente a 8,5 e 6,6 bilhdes de
dolares, respectivamente, sendo a Alemanha o maior mercado mundial (PINTO et al., 2002;
SIMOES & SCHENKEL, 2002).

Existem na Terra cerca de 350.000 a 550.000 espécies de plantas, (GUERRA &
NODARI, 2004). Aproximadamente, 2/3 da diversidade biologica do mundo encontra-se nos
trépicos, principalmente em paises em desenvolvimento (VIEIRA, 1999). O Brasil é
considerado o pais com a maior biodiversidade do planeta, contando com mais de 55.000
especies vegetais, 22% do total registrado no planeta (PINTO et al., 2002). Somente 8% da
flora nativa foram estudadas na busca de compostos bioativos e 1.100 avaliadas guanto as
suas propriedades medicinais (DIAS, 1996, apud GUERRA & NODARI, 2004).

O Cerrado (também chamado de savana brasileira) é o segundo maior bioma brasileiro
apos a Floresta Amazonica. Ocupa uma area de aproximadamente 25% do territério nacional
(VIEIRA & MARTINS, 1998). Sua vasta extensao, aliada ao contato e consequente troca de
espécies com outros biomas, propiciam ao Cerrado uma alta biodiversidade, estimada
atualmente em 1/3 da biota brasileira e 5% da fauna e flora mundiais (ALHO & MARTINS
1995).
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Nos ultimos anos a flora do Cerrado tem despertado interesse de muitos setores da
indUstria, em particular do ramo farmacéutico. A descoberta de novos e importantes
principios bioativos no Cerrado tem provocado um aumento no extrativismo das plantas ditas
medicinais, e com isso acelerado o processo de extingdo de muitas destas espécies. Este fato
vem chamando a atencdo para a necessidade de estudos preconizando-se alternativas de
recuperacdo e conservacdo dos recursos naturais, antes que muitas destas espécies

desaparecam sem terem sido estudadas (MELO, 2006).

1.2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
1.2.1. Género Lychnophora

O género Lychnophora pertence a subtribo Lychnophorinae da familia Asteraceae
(ROBINSON, 1999). As espécies do género Lychnophora apresentam um grande namero de
endemismos, sendo a maioria de suas espécies encontradas nos chamados campos rupestres
do Brasil, nos estados de Goias, Bahia e, principalmente em Minas Gerais. Os campos
rupestres sdo ambientes geralmente com topografia acidentada, clima e solos secos.
(GIULIETTI & PIRANI, 1988).

As espécies do género Lychnophora sdo tipicamente brasileiras (BOHLMANN &
JAKUPOVIC, 1990) e muito conhecidas na medicina popular como “arnica”, “falsa arnica”,
“candeia” ou “arnica da serra” devido ao odor semelhante a arnica européia (CERQUEIRA et
al., 1987; OLIVEIRA et al., 1996). Elas sdo utilizadas na medicina popular como preparacoes
alcodlicas e hidroalcoolicas, embebidas em alcool ou cachaga, como analgésicas, anti-
inflamatdrias, antirreumaticas, contusdes e picadas de insetos (CERQUEIRA et al., 1987;
OLIVEIRA et al., 1996; SAUDE et al, 1998; LOPES, 2001).

Estudos fitoquimicos demonstraram que o0 género Lychnophora acumula
triterpendides, derivados dos sesquiterpenos cariofileno e a-humuleno, flavonoides, lactonas
sesquiterpénicas. Também foram detectados agUcares, taninos, esterdides, lignanas,
poliacetilenos, fenilpropanoides (acidos cafeoilquinicos), &cidos graxos de cadeia longa e seus
ésteres (BOHLMANN et al., 1981; CUNHA, 1994; BAZON et al., 1997; BORELLA et al.,
1998; BORSATO et al., 2000; JORDAO, 2003; GRAEL et al., 2005; SANTOS et al., 2005;
GOBBO-NETO et al., 2008).
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As lactonas sesquiterpénicas (LSTs) sdo consideradas marcadores quimicos da familia
Asteraceae, de onde a grande maioria de substdncias com enorme variedade estrutural foi
isolada (SEAMAN, 1982). Elas sdo conhecidas por possuirem uma ampla variedade de
atividades bioldgicas e farmacoldgicas, dentre elas sdo antibacterianas, principalmente contra
bactérias Gram-positivas (GIESBRECHT et al., 1990; MIGUEL et al., 1996; SAUDE et al.,
2002) antifungicas (TOWERS et al., 1977; BARRERO et al., 2000), tripanossomicida
(CHIARI et al., 1991; 1996; DUARTE, 1993; OLIVEIRA et al., 1996; JORDAO et al., 2004;
GRAEL et al., 2005), antitumoral (LEE et al., 1977, WOERDENBAG et al. 1994), citotdxica
(KUPCHAN et al., 1971; LE QUESNE et al., 1976; CANALLE et al., 2001; SCOTTI et al.,
2007), antimaldrica (FRANCOIS et al.,, 1996; LANG et al., 2002), esquistossomicida
(VICHNEWSKY et al., 1976; JISAKA et al., 1992; BARTH et al., 1997), antitlcera (SILVA,
2002), cardiotonica (ROBLES et al., 1995), antinociceptiva (VALERIO et al., 2007; AKKOL
et al., 2009), anti-inflamatoria (HALL et al., 1979; ABAD et al., 1994, LYSS et al., 1997;
KLASS et al., 2002).

Estas atividades sdo mediadas quimicamente pela presenga do grupo a-metileno-y-
lactona e também por carbonilas a,B-insaturadas, ésteres conjugados e grupamentos epoxidos
em sua estrutura. (PICMAN, 1986; FISHER, 1991; BRUNETON, 2001). Estes grupos
funcionais atuam como sitios reativos para nucledfilos bioldgicos, principalmente grupos tiol
e aminicos presentes no sitio ativo de diversas enzimas (fosfofrutoquinase, glicogénio sintase,
etc) e residuos sulfidrila de cisteina da DNA polimerase que serdo alquilados
irreversivelmente por meio da reacdo de adicdo tipo Michael, conforme Figura 1.2
(KUPCHAN et al., 1970; PICMAN, 1986; FISHER, 1991; RUNGELER et al., 1999;
SCHIMIDT et al., 1999; BRUNETON, 2001).

+RSH +OH ==

Olllu-
o%ﬁ
Qun

+RS*+H20—E S + Hzo:é S/+OH - . Z S/ +0OH "~
(0] O /3 6
(0]

(0]
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Figura 1.2 - Mecanismo da adicdo tipo Michael envolvendo a reacdo de um grupamento sulfidrila de um
aminoécido em y-lactonas com metileno exociclico em o a carbonila em pH alto- escala fisiologica (Adaptado de
SCHIMIDT et al., 1999).
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As possibilidades alquilantes das LSTs levaram a diversos estudos de citotoxicidade e
de atividade antitumoral, devido a habilidade das lactonas em inibir a sintese do DNA,
caracteristica comum as duas atividades (PICMAN, 1986).

A forte atividade citotoxica das LSTs parece estar correlacionada com a defesa de
plantas contra herbivoros (SCHMIDT, 1999; PICMAN, 1986). As areas de ocorréncia do
género Lychnophora podem estar relacionadas a alta irradiacdo de luz ultravioleta, a uma
alternancia entre periodos de seca e chuva, e periodicidade de ocorréncia de queimadas. A co-
evolucdo destas plantas com tais caracteristicas peculiares, assim como com herbivoros,
certamente levaram ao estabelecimento de mecanismos de protecdo contra os efeitos
deletérios das condigdes ambientais estressantes, o que pode estar relacionado a producédo de
compostos citotoxicos e pigmentos protetores de UV, tais como LSTs e flavondides,
respectivamente (PICMAN, 1986; WATERMANN & MOLE, 1994; SCHMIDT, 1999a;
CHICARO et al., 2004). Estudo fitoquimico do extrato etandlico da espécie L. passerina
levou ao isolamento de duas LSTs, 15-desoxigoiazensolido (1) e goiazensolido (2) e de cinco
flavonoides, entre eles: kaempferol (3), apigenina (4), luteolina (5), quercetina (6) e tilirosideo
(7). Neste estudo verificou-se que a quercetina e o kaempferol, presentes no extrato etanolico,
apresentavam atividade antioxidante e por isso protegiam contra raios UV. Além disso, as
duas lactonas encontradas nesta espécie reforcam a importancia dessa classe de substancias
como marcadores taxondmicos do género Lychnophora (CHICARO et al., 2004).

Os flavonoides sdo substancias quimicas polifendlicas também encontradas em
Lychnophoras. Possuem uma ampla atividade bioldgica, tais como: antibacteriana, antiviral,
antialérgica, antioxidante, anti-inflamatoria, antitumoral, analgésica, antidiabética, antitlcera,
hormonal, antitrombdtica e possui efeitos vasoprotetores. (COOK & SAMMAN, 1996; DI
CARLO et al., 1999; HARBORNE & WILLIAMS, 2000).

15-desoxigoiazensolido (1) Goiazensolido (2) Kaempferol (3)
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Quercetina (6) Tilirosideo (7)

Kanashiro e colaboradores, 2004, demonstraram que oito flavondides das espécies L.
granmongolense (Duarte) Semir & Leitdo Filho, L. salicifolia Mart. e L. ericoides Mart.
foram capazes de inibir a formacdo de espécies reativas de oxigénio por neutrofilos,
estimulado por dois tipos de imunocomplexos em coelhos, e que essa acdo foi altamente
dependente da estrutura dos flavonoides.

Vérias espécies da familia Asteraceae possuem atividade antioxidante descrita e
podem ser consideradas fontes promissoras de novos farmacos (AVALLONE et al., 2000).
Extratos etandlicos brutos e fraches de seis espécies de Lychnophoras (espécies L.
trichocarpha, L. pinaster, L. passerina, L. staavioides, L. ericoides e Lychnophoriopsis
candelabrum) foram estudados quanto a atividade antioxidante, utilizando o radical livre
DPPH. A espécie que se mostrou mais ativa para o teste de atividade antioxidante foi a
Lychnophora passerina, com uma ICsy de 78,7 pg/mL (FERRAZ-FILHA, 2008). Ferrari,
2008, testou também a atividade antioxidante para os extratos, fracdes e substancias isoladas
de L. trichocarpha na concentracdo de 100 pg/mL. Os extratos etandlicos brutos desta espécie
apresentaram excelente atividade antioxidante de 94%.

Ferraz Filha e colaboradores, 2006, revelaram que as espécies Lychnophoriopsis
candelabrum, Lychnophora passerina, L. pinaster, L. ericoides, L. staavioides e L.
trichocarpha possuem uma alta atividade inibitéria da xantina oxidase, enzima ativa no
mecanismo patofisiologico da doenca chamada gota, indicando o potencial destas espécies
para o tratamento da gota e como fonte de substancias com atividade antiartrite gotosa.
Ferrari, 2008, também realizou estudos in vitro com a espécie L. trichocarpha e encontrou

alta atividade inibitoria da xantina oxidase na fracdo acetato de etila (77%) e no extrato
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etandlico bruto (64%). Ja para as substancias isoladas ndo foi detectada atividade
significativa, sugerindo que exista um sinergismo entre as mesmas.

Os furanoeliangolidos licnofolido (8) e eremantolido C (9) extraidos do extrato
etandlico das partes aéreas de L. trichocarpha Spreng. (SAUDE et al., 1998) e seus derivados
foram avaliados contra as bactérias Enterococus faecalis S48, Bacillus subtilis CECT 397,
Staphylococus aureus ATCC 8, Salmonella thyphymurium LT2, Escherichia coli U9 e
Proteus sp. As lactonas sesquiterpénicas licnofolido (8), seu derivado 1pB-hidroxi-2,3-
diidrolicnofolido (10) e os derivados do eremantolido C (9), 1B-hidroxi-2,3-
diidroeremantolido C (11) e 3’-hidroxieremantolido C (12) apresentaram atividade
antibacteriana (SAUDE et al., 2002). Miguel e colaboradores, 1996, demonstraram a
atividade antimicrobiana do acido acetil licnoféico (13) isolado do extrato etandlico das
folhas e tronco de L. salicifolia e Maciel, 2002, demonstrou a atividade antibacteriana do 6leo
essencial de L. ericoides, in vitro, contra bactérias Gram-positivas, principalmente o
Streptococcus. Relatos de que extratos de L. ericoides preparados em diferentes épocas do ano
possuiam atividades diferentes motivaram o estudo da variagdo sazonal das folhas dessa
espécie. Através de uma metodologia analitica por CLAE, utilizando padrbes majoritarios
previamente isolados, observou-se 0 maximo de produgdo de metabolitos secundarios durante
a florada no més de fevereiro (FLAUSINO & LOPES, 2000).

Licnofolido (8) Eremantolido C (9)  1p-hidroxi-2,3-diidrolicnofolido (10)
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1-hidroxi-2,3-diidroeremantolido C (11) 3’-hidroxieremantolido C (12)

Acido acetil licnofoico (13)

A espécie L. markgravii G. M. Barroso foi incluida no género Lychnophora
(BARROSO, 1956), mas excluida do género por Coile e Jones, 1981. Robinson, 1999, em seu
estudo do género e classificacdo da subtribo Vernoniaeae, incluiu novamente L. markgravii
ao género Lychnophora.

Do extrato diclorometanico das raizes de L. markgravii foram isoladas diversas
substancias dentre elas triterpenos como lupeol (14), o ¢ B- amirina (15 e 16); ester6ides como
estigmasterol (17) e p-sitosterol (18) e lactonas sesquiterpénicas como 15-
desoxigoiazensolido (1) e 8-tiglinoiloxigoiazensolido (19). Do extrato diclorometéanico das
partes aéreas foram isolados flavonoides como pinostrobina (20), tectocrisina (21) e
pinocembrina (22). Do extrato etandlico foi isolado o tilirosideo (7) (SARTORI et al., 2002).

Lychnophora candelabrum foi recentemente transferida para 0 Qénero
Lychnophoriopsis devido ao fato desta espécie ndo apresentar LSTs, que sdo os marcadores
quimicos do género Lychnophora, na sua composicdo quimica. No estudo realizado, foram
isoladas varias substancias tais como os triterpenoides lupeol (14), a-amirina (15), p-amirina
(16), os flavondides 3,5,4’-triidroxi-7-metoxiflavona (ramnocitrina ou kaempferol-7-
metiléter) (23) (SAKAKIBARA et al.,, 1976), 3,5-diidroxi-7-metoxiflavona (isalpina ou
galangina-7-metiléter) (24) (MABRY et al., 1970), 5,7-diidroxiflavanona (pinocembrina) (22)
(JAIPETCH et al., 1982), 3,5,7-triidroxilflavona (galangina) (25) (AFOLAYAN & MEYER,
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1997), 3-acetoxi-5,7-diidroxiflavanona (3-acetato de pinobanksina) (26) (BAZON et al.,
1997) e 4’-metoxi-5,7-dihidroxiflavona (acacetina) (27) (MABRY et al., 1970; SANTOS et
al., 2004).

% pRe

\
% HO R
2 N

Lupeol (14) a-amirina (R1:Me; R;:H) (15)
p-amirina (R1:H; R2:Me) (16) Estigmasterol (17)
~ p H 3 CcO O R -
O K
O
Ho OH O
B-sitosterol (18) 8-tiglinoiloxigoiazensolido (19) Pinostrobina (20)
H3CO.
OH © OH O OH O
Pinocembrina (22) Kaempferol-7-metiléter (23
=
HO l o O
OH
OH O OH O OH 0
Isalpina (24) Galangina (25) pinobanksina-3-O-acetato (26)
OH O

Acacetina (27)

Estudos realizados com 55 espécies vegetais da familia Asteraceae, visando obter

substancias com atividade tripanossomicida levaram a onze espécies ativas. Dessas, L.
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villosissima Mart., L. passerina (Mart. ex. DC) Gardn, L. pinaster Mart.e L. trichocarpha
Spreng. ja tiveram seus estudos fitoquimicos realizados (TAVARES, 1990; OLIVEIRA et al.,
1996; CHIARI et al., 1991 e 1996). Dentre outros constituintes quimicos isolados destas
quatro espécies, destacam-se as LSTs: 15-desoxigoiazensolido (1), goiazensolido (2),
licnofolido (8), eremantolido C (9), isocentraterina (28) e licnoforolido A (29). O
goiasensolido (2), obtido de L. passerina (Mart ex. DC) Gardn. foi 100% ativo na
concentragdo de 240 pg/mL. O licnofolido (8), que inibiu 50% do crescimento dos
tripomastigotas na concentracdo de 150 pg/mL e o eremantolideo C (9), 100% ativo na
concentracdo de 3600 pg/mL, foram isolados de L. trichocarpha Spreng. (OLIVEIRA et al.,
1996; SAUDE et al., 1998). De L. pinaster Mart. isolou-se o acido licnoféico (30), que inibiu
50% do crescimento dos tripomastigotas na concentracdo de 12 pg/mL (OLIVEIRA et al.,
1996).

Isocentraterina (28) Licnoforolido A (29) Acido licnofoéico (30)

Grael e colaboradores, 2005, isolaram sete substancias ativas contra formas
tripomastigotas de T. cruzi a partir de extratos de Lychnophora pohlii Baker (Asteraceae). Do
extrato metandlico, foram isolados os flavondides luteolina (5) e vicenina-2 (31). Esses
flavondides demonstraram atividade tripanossomicida significativa na concentracdo de 500
pg/mL. Por comparacao, essas substancias foram menos ativas que a violeta de genciana (32)

(ICs0 76 pmol/L e 31 pg/mL respectivamente).

N(CHa),Cl
OH
Glicose
HO
|
c
Glicose /O/ \Q\
OH (0] (H3C)oN N(CHa),
Vicenina-2 (31) Violeta de Genciana (32)
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L. gardneri Sch. Bip. é encontrada em Minas Gerais, normalmente lado a lado com L.
pohlii Baker, a qual se assemelha muito. O extrato diclorometénico de suas partes aéreas
promoveu atividade tripanossomicida significativa. Quase todas as fracfes apresentaram
porcentagens de lise estatisticamente significativas, sendo que algumas destas promoveram
lise total de parasitas. Da espécie L. gardneri foram isoladas as LSTs, 15-desoxigoiazensolido
(1) e licnofolido (8), uma mistura de duas saponinas denominadas estigmasteril-3-f-D-
glicopiranosideo (33) e B-sitosteril-3-B-D-glicopiranosideo (34). A alta taxa de lise parasitaria

pode estar relacionada a presenca destas substancias (JORDAO et al., 2000).

~
OH OH
/%/O /%/o
HO HO
HO OH HO OH
Estigmasteril-3-B-D-glicopiranosideo (33) B-sitosteril-3-B-D-glicopiranosideo (34)

Dos extratos em acetato de etila de L. salicifolia Mart, foram isolados flavondides
como 7,34 -trimetilquercetina (35) e LST como o acido licnofoico (30), que apresentam
atividade tripanossomicida (JORDAO et al., 1997).

OH O
7,3",4 -trimetilquercetina (35)

O estudo fitoquimico do extrato acetato de etila de partes aéreas de L. granmongolense
(Duarte) Leitdo Filho e Semir, 1979, levou ao isolamento de trés substancias
tripanossomicidas, o flavonoide eriodictiol (36) e as LSTs goiazensolido (2) e licnoforolido A
(29). Outros flavondides e a lactona sesquiterpénica licnoforolido B (37) também foram
isolados, mas ndo mostraram atividade tripanossomicida. Atividade analgésica ndo foi
observada para esse extrato (GRAEL et al., 2000).
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Eriodictiol (36) Licnoforolido B (37)

O extrato de Lychnophora staavioides Mart. (Asteraceae) forneceu os flavonoides:
tectocrisina (21), pinostrobina (20), pinobanksina (38), 3-acetato de pinobanksina (26),
pinocembrina (22), crisina (39), galangina-3-metiléter (40), 3-metilquercetina (41), crisoeriol
(42) e vicenina-2 (31) que foram testados contra o T. cruzi. A substancia mais ativa foi a 3-
metilquercetina (41), que ndo causou lise de células sanguineas e mostrou-se promissora para
uso contra T. cruzi em bancos de sangue. Esta substancia apresentou uma porcentagem de
atividade tripanossomicida de 63,2 + 4,1%, ja a tectocrisina (21) demonstrou 38,5 + 8,3% e 0
crisoeriol (42) 32,7 + 7,1% de reducdo dos parasitas sanglineos. Todas estas substancias
foram ativas na dose de 500 pug/mL (TAKEARA et al., 2003).

OH O OH O OH O
Crisina (39) Galangina-3-metiléter (40)
OCHjy

OH O OH O
3-metilquercetina (41) Crisoeriol (42)

Por ser facilmente encontrada em grande parte do territério brasileiro, € possivel
afirmar que a L. ericoides Gardn. é a espéecie mais utilizada no Brasil. Pequenas empresas
vendem extratos alcodlicos e hidroalcodlicos de suas folhas, inflorescéncias e raizes para fins
analgésicos, anti-inflamatorios e cicatrizantes (BORSATO et al., 2000; LOPES, 2001;

SANTOS et al., 2005), entretanto desconhece-se qualquer tipo de registro nos 0Orgaos
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competentes. Porém, o uso indiscriminado, e certas vezes predatorio, tornou-a uma espécie da
flora brasileira ameagada de extingdo (BIODIVERSITAS, 2007).

O extrato diclorometano das raizes de L. ericoides mostrou atividade analgésica
significativa pelo modelo de contor¢bes abdominais induzidas por acido acético em
camundongos. As substancias responsaveis por esta atividade foram as lignanas: cubebina (o
(43) e B (44)) e metil-cubebina (a (45) e p (46)) (BORSATO et al., 2000).

a-cubebina (R1 = 0¢-OH; R2=H) —»(43)
B-cubebina (R1 = p-OH; R2 = H)— (44)
a-metil-cubebina (R1 = ¢-OCH3; R2 = H) —» (45)
B-metil-cubebina (R1 = p-OCH3; R2 = H) — (46)
Pi = 3,4-metilenodioxifenil

Pi

Cabral e colaboradores, 2000, conseguiram isolar do extrato acetato de etila do caule
de L. ericoides esteroides como: estigmasterol (17), B-sitosterol (18) e campesterol (47) a LST

eremantina (48) e triterpenos como acetato de lupeila (49) ¢ B-friedelanol (50).

O

Campesterol (47) Eremantina (48)

Acetato de lupeila (49) pB- friedelanol (50)

Flausino & Lopes, 2000, isolaram a LST centraterina (51) a partir do extrato de
lavagem das folhas com diclorometano e Santos, 2000, isolou a LST goiazensolido (2) de
cultura de calos. A literatura relata que estas duas LSTs apresentam atividade anti-
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inflamatoria in vitro, estando entre as mais potentes na inibi¢do do fator transcricional central
da inflamagdo, o fator nuclear kB (NF-kB) (RUNGELER et al., 1999).

Uma vez que a medicina popular emprega a L. ericoides na forma de extratos
alcoolicos e hidroalcoodlicos (LOPES, 2001; SANTOS et al., 2005), a atencao dos estudiosos
voltou-se para os extratos mais polares do vegetal.

Os extratos aquosos das folhas e caule de L. ericoides apresentaram atividade
antinociceptiva demonstrada no método da placa quente (CERQUEIRA et al., 1987).

Santos e colaboradores, 2005, demonstraram que a fracdo n-butandlica do extrato das
raizes de L. ericoides e os acidos 3,5- e 4,5-di-O-[E]-cafeoilquinicos (52 e 53) isolados dessa
fracdo também apresentaram atividade antinociceptiva demonstrada no método de contorgdes.

Santos, 2006, afirmou que as propriedades farmacoldgicas da L. ericoides sdo
distribuidas em partes distintas da planta, sendo que as raizes possuem propriedades
analgésicas e as folhas possuem atividades analgésicas e anti-inflamatdérias. No mesmo
trabalho, foi observado que o acido clorogénico (54) extraido da arnica possui propriedade

tanto analgésica como anti-inflamatoria, mas ndo antipirética.

0 o“lo
HOOC '\--\.w\-"o.‘i
Centraterina (51) 3,5-di-O-[E]-cafeoilquinico (52)
"o | o HO COOH
o OH
o}
- T /L/\/O:
OH  oH Jb\@m HO 0 S OH
o OH
4,5-di-O-[E]-cafeoilquinico (53) Acido clorogénico (54)

Segundo Gobbo-Neto e colaboradores, 2005, a fracdo aquosa do extrato polar das
folhas de L. ericoides, a qual continha a flavona vicenina-2 (31) foi avaliada pelo método de
edema de pata induzido pela carragenina em ratos e se mostrou ativa neste ensaio nas doses
15 e 90 mg/kg.
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Em um recente estudo realizado por Guzzo e colaboradores, 2008, foram comparados
os efeitos antinociceptivo e anti-inflamatorio de cinco espécies de Lychnophora e uma espécie
de Lychnophoriopsis. Os extratos de L. pinaster (0,75 g/Kg) e L. ericoides (1,50 g/Kg)
induziram um efeito antinociceptivo, o qual foi estatisticamente semelhante ao da dipirona e
morfina (padrbes) e diferente do grupo controle, pelo método da placa quente, em
camundongos. L. passerina, L. candelabrum e L. pinaster demonstraram efeito
antinociceptivo na dose de 0,75 g/Kg, o qual foi estatisticamente semelhante a indometacina
(padréo), pelo método de contorcdes induzidas pelo &cido acético em camundongos.

No teste de atividade anti-inflamatéria usando o modelo de edema de pata induzido
por carregenina em camundongos, a administracdo tépica dos extratos etandlicos de L.
pinaster e L. trichocarpha mostraram uma atividade estatisticamente semelhantes ao padrao
diclofenaco gel (GUZZO et al., 2008).

Ferrari, 2008, avaliou a atividade anti-inflamatéria in vivo pelo modelo de edema de
pata induzido por carragenina, administrando topicamente extratos, frac0es e substancias
isoladas de L. trichocarpha. A administracdo dos extratos e fracfes a 10% e das substancias
isoladas a 1%, incorporados em pomada, comprovou a eficacia da via topica dos mesmos
quando comparado ao diclofenaco gel e ao fitoterpico Arnica montana gel (padrdes).

Azevedo, 2004, demonstrou que o extrato hidroalcoolico de L. pinaster administrado
por via oral em camundongos apresentou efeito antinociceptivo dose-dependente detectavel
na segunda fase do teste de formalina (fase inflamatoria) e potencial antiedematogénico em
baixas doses, evidenciado pela reducdo do edema de pata induzido pela carragenina.
Atividade anti-inflamatéria também foi observada na peritonite induzida pela carragenina. Por
outro lado, o extrato aquoso da mesma espécie ndo demonstrou inibicdo significativa da
enzima 5-lipooxigenase (LOX) (SILVEIRA et al., 2005), talvez devido a baixa lipofilicidade
dos constituintes presentes nesse extrato (PANTHONG et al., 1994).

A arnica brasileira, Lychnophora pinaster, comegou a ser usada no século XVIII pelos
imigrantes italianos, em substituicdo a variedade européia (Arnica montana L.), aqui
inexistente (LOPES, 2001). Talvez devido a semelhanca dos efeitos clinicos entre a L.
pinaster e a Arnica montana, estas sejam conhecidas vulgarmente por arnica.

A espécie de Lychnophora pinaster Mart. macerada em cachaca ou etanol é usada em
infusdes e banhos por apresentarem atividades antirreumatica, analgésica e antiflogistica. Um

estudo fitoquimico dos extratos hexanico e etanolico das partes aéreas de L. pinaster levou ao
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isolamento do acido licnoféico (30), quercetina (6), lupeol (14), uma mistura de a. e f—amirina
(15 e 16), fridelina (55), uma mistura de ésteres de &cido graxo e a deteccdo do 15-
desoxigoiazensolido (1), (OLIVEIRA et al., 1996; DUARTE, 1993; SILVEIRA et al., 2005) e
hidrocarbonetos saturados (DUARTE, 1993). Duarte, 1999, isolou do extrato bruto aquoso de
L. pinaster vitexina ou 8-C-B-glicosilapigenina (56) e isovitexina ou 6-C-B-glicosilapigenina
(57), quercetina (26), acido isoclorogénico (58) e acido caféico (59); pela primeira vez foi
relatada a presenca de C-flavonoides neste género. Outro estudo das fracGes polares desta
especie identificou a presenca de acido cindmico (60), acido caféico (59), pinobanksina (38) e
acido clorogénico (54), sendo que algumas dessas substancias foram encontradas pela
primeira vez nesta espécie (FERREIRA et al., 2005).

2

2
Z
H

OH O OH O

Fridelina (55) Vitexina (56) Isovitexina (57)
HO._ _COOH 0O
HO o o OHl [HO ~._ COOH
:©\/\/u\ )‘\/\/@i :@/\/ on
HO' v O O > OH
i, OH HO i, L
Acido isoclorogénico (58) Acido caféico (59)  Acido cinamico(60)

Trabalhos realizados por Pinheiro, 2002, com a espécie Lychnophora pinaster,
testando a influéncia de diferentes métodos de secagem sobre o rendimento de dleo essencial,
permitiram obter como resultado um maior rendimento deste quando se empregaram folhas
frescas na extracdo por refluxo etanolico. N&do houve diferenca significativa quando foram
utilizadas flores frescas; validando cientificamente o uso empirico das folhas e flores como

extrato alcoolico pela populagéo.
1.2.2. Importancia fitoterapica da arnica (Lychnophora pinaster Mart.)

A arnica (Lychnophora pinaster Mart.), da familia Asteraceae, € uma espécie
medicinal, considerada endémica do Brasil. A espécie possui folhas e flores aromaticas com

propriedades medicinais, cuja acdo farmacologica predominante ocorre no sistema
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circulatério. A medicina popular a utiliza como anti-inflamatério, anestésico, cicatrizante,
para traumatismos, contusdes e picadas de insetos (RODRIGUES & CARVALHO, 2001).

A “arnica mineira”, assim definida por SEMIR, 1991, vem sendo explorada
predatoriamente pela populacdo, além de sofrer queimadas sistematicas todos os anos, o que
tem levado a uma preocupante diminui¢cdo de sua ocorréncia. Atualmente, a Lychnophora
pinaster encontra-se na Revisdo das listas das espécies da flora e da fauna ameacadas de
extin¢do do estado de Minas Gerais (BIODIVERSITAS, 2007) que a colocou na categoria das
especies vulneraveis, cujas populacdes encontram-se em declinio em consequéncia da
exploracdo excessiva, destruicdo dos hébitats e alteracdes ambientais, e cuja sobrevivéncia
definitiva ainda ndo tenha sido assegurada, o que podera levar a espécie a extingéo.

Portanto, estudos que busquem técnicas de cultivo para a arnica (Lychnophora
pinaster), sua constituicdo quimica, atividades farmacoldgicas reais de seus extratos e
constituintes puros e estudos sobre toxicidade permitirdo obter mais informacdes cientificas
gue servirdo como base para 0 manejo racional da espécie, evitando assim o seu
desaparecimento, além de fornecer subsidios para que a industria farmacéutica introduza mais

um agente terapéutico de qualidade no mercado de fitoterapicos.
1.2.3. Caracteristicas da Lychnophora pinaster Mart.

Segundo Semir, 1991, a espécie Lychnophora pinaster (Figura 1.3A e 1.3B) ocorre em
ambientes extremamente Xéricos, sendo encontrada em campos de canga (Serra de Rola
Moca, Moeda e Curral) crescendo entre blocos de rochas ou altos de pequenos morros
expostos a intensa insolacdo. Segundo Silva, 1994, a floragdo ocorre entre 0s meses de agosto
a outubro; durante a transicdo da estacdo seca para a chuvosa. As primeiras chuvas e o inicio
do aumento de temperatura parecem ser o estimulo para a floracdo. A fenofase (floracéo)
coincide com a época em que as plantas apresentam maior percentual de folhas adultas. O
tempo médio de floracdo da arnica mineira é de aproximadamente oito semanas. A dispersdo
de frutos da-se entre os meses de dezembro e fevereiro, sendo esta época a mais indicada para
a coleta de aquénios. Parece provavel que a alternancia de temperatura seja imprescindivel
para obtencdo de maior percentual de germinacdo dos aquénios da arnica-mineira. A planta
mantém folhas verdes o ano todo.

De acordo com Semir, 1991, L. ericoides ¢ uma espécie muito semelhante a L.

pinaster Mart. As vezes, a separacio entre elas é dificil e problemética. Ambas, e
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principalmente a L. pinaster, sdo bastante polimorficas no porte, didmetro dos ramos, forma,
comprimento e largura das folhas. Dessa forma, segundo o autor, variantes destas espécies

podem sobrepor caracteres e serem confundidas entre si.

1.2.4. Descricdo botanica da espécie vegetal

Lychnophora pinaster Mart. (syn. Vernonia pinaster Mart. Less.) € uma planta que
varia de subarbusto ereto com muitos ramos a pequenos arbustos ericoides e, mais raramente,
a arbustos mais altos, candelabriformes, com 0,4 a 2,4 m e raramente, com até 3,6 m. Ramos
alternos a subverticiliados flexuosos e delicados até mais robustos, densamente tomentosos a
velutinos ou curtamente subvilosos, geralmente de coloracdo cinérea a negriscente abaixo e
mais ou menos canescente acima, as vezes variadamente ocracea até atrofusca com cicatrizes
triangulares a circulares, ou formando alvéolos subrémbicos, dando aos ramos o aspecto
tesselado com 0,5 a 2,0 cm de didmetro, com o eixo principal basal (tronco) atingindo 2,5 a
5,0 cm de diametro nas regibes mais velhas das plantas arbustivas maiores. Folhas muito
imbricadas e ascendentes na parte superior dos ramos e mais patentes até pouco reflexas
abaixo, geralmente lineares, linear-oblongas, rosmarinidides e ericoides, as vezes longamente
lineares em forma de fita, base arredondada a auriculada as vezes ligeiramente atenuada, apice
obtuso a pouco arredondado, raramente pouco agudo, margem revoluta; venacgdo
broquidédroma; face adaxial densamente tomentosa canescente com nervura principal

subvilosa quando jovem, subglabrescente, permanecendo pouco pubérula até totalmente
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glabra quando velha, geralmente muito rugosa e bulada, as vezes quase lisa, nervura principal
alargada, afinando da base para o apice, com indumento subviloso as vezes permanente,
nervuras de outras ordens variadamente evidentes e impressas; face abaxial inferior
totalmente tomentosa com tricomas subvilosos entremeados aos tomentosos, cobrindo todas
as nervuras, com a principal subquadratica, ndo alada, sulcada longitudinalmente e bem
evidente e saliente com geralmente 0,5 a 6,0 cm de comprimento, mais raramente podendo
atingir até 12,0 cm de comprimento e cerca de 0,1cm de largura. Inflorescéncia em
glomérulos simples folhosos, geralmente muito congestos, hemisféricos com folhas esparsas
entre eles com 1,0 a 1,5 cm de comprimento e 2,0 a 3,0 cm de didmetro, em ramos folhosos
com até 10,0 cm de comprimento e até 0,3 cm raramente 1,0 cm de didmetro. Capitulos
(Figura 1.4A e 1.5A) campanulados a cilindricos com 3 a 5 flores, com 6,5 a 8,0 mm de
comprimento e 3,0 a 50 mm de didmetro. Bracteas involucrais em 4 a 5 séries com as
exteriores triangulares a subovais, as interiores mais lanceoladas a oval lanceoladas, concavas
de éapice largamente obtuso a arredondado com mancha marrom, margem inteira
membranacea, escariosa de coloracdo mais palida, superficie tomentosa quando jovem,
glabrescente com 2,0 a 8,0 mm de comprimento e 1,0 a 2,0 mm de largura. Flores lilazes a
purpuras com 8,0 a 10,0 mm de comprimento, lacineos glabros, glandulosos com até 4,0 mm
de comprimento. Anteras alvas com até 4,0 mm de comprimento. Aquénio (Figura 1.4B e
1.5B) obcdnico a oval cilindrico, glabro, glandulosos olivaceo a castanho, as vezes com
manchas atropurpureas, costado, as vezes com costas pouco evidentes, anguloso, com 1,5 a
3,0 mm de comprimento e 0,8 a 1,5 mm de didmetro, pappus externo quadratico, pouco
coroniforme com é&pice truncado a ligeiramente eroso a crenulado com 0,5 a 2,0 mm de
comprimento, série interna as vezes pouco espiralada com 10 a 15 paleas com 5,5 a 6,0 mm
de comprimento (SEMIR, 1991).

Figura 1.4 A) apl’tulos com aquénios sem o papus interno, ja em disperséo.
B) Aquénio sem papus interno aderido. Fonte: UFLA, Lavras, MG, 2009.
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Figura 1.5 A) Capitulos com aquénios com papus interno presente.
B) Aquénio com papus interno aderido. Fonte: UFLA, Lavras, MG, 20009.

1.2.5. Inflamacéo

As plantas medicinais vém sendo usadas, por um longo tempo, no tratamento de vérias
doencas (GRABLEY & THIERICKE, 1999). Ainda hoje, as plantas continuam sendo um
importante recurso na busca de principios ativos. Muitas delas tém sido investigadas a fim de
descobrir novos medicamentos ou protétipos para o desenvolvimento de novos agentes
terapéuticos e dentre essas, muitas sdo conhecidas por suas propriedades anti-inflamatorias e
analgésicas (BOHLIN, 1995).

Atualmente, os anti-inflamatorios esteroidais (AIES) e os ndo-esteroidais (AINES) sdo
utilizados com a finalidade de conter e reverter o processo inflamatério seja ele local ou
sisttmico (MENDES, 2001). O mercado mundial de medicamentos, em 2001, faturou cerca
de 10,9 bilhdes de doélares com a venda de AINEs (WHO, 2004). O uso prolongado de AINEs
estd associado com o aparecimento de efeitos colaterais severos, tais como a hemorragia
gastrintestinal (ROBERT et al., 1979; MILLER, 1983), reacdes cutaneas, efeitos adversos
renais, disturbios na medula dssea e alteragbes hepaticas (VARGA, 2007).
Consequentemente, ha uma necessidade de desenvolver novos agentes anti-inflamatérios com
minimos efeitos colaterais (VANE & BOTTING, 1987).

A inflamagdo é uma resposta a infeccao, antigenos ou lesdo tecidual e tem por funcédo
erradicar os agentes microbianos ou irritantes e potencializar o reparo tecidual (FLOWER &
PERRETTI, 2005; NATHAN, 2002; SHERWOOD & TOLIVER-KINSKY, 2004; TRACEY,
2002).

De modo didatico, a resposta inflamatoria pode ser dividida em trés fases distintas,

cada uma delas sendo mediada aparentemente por mecanismos diferentes. Assim, é
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inicialmente evidenciada uma fase aguda, de duragdo varidvel, com alteracdes vasculares
(fluxo/calibre vascular, além de um aumento da permeabilidade vascular), seguida de uma
fase subaguda caracterizada por infiltracdo de leucdcitos e de outras células fagociticas
(quimiotaxia/adesao/transmigracéo e fagocitose) e posteriormente, uma fase cronica em que
ocorrem degeneracgédo tecidual e fibrose (SUZUKI et al., 2003; ROBERTS & MORROW,
2005).

Inicialmente no foco inflamatério predominam fendmenos vasculares: vasodilatagdo
local e aumento da permeabilidade capilar (CIRINO et al., 2003), gerados principalmente
pelos seguintes mediadores: aminas vasoativas (histamina e serotonina); produtos de clivagem
dos sistemas enzimaticos presentes no plasma (sistemas complemento, coagulagéo e cininas);
por mediadores lipidicos gerados da metabolizacdo do acido araquidénico (AA), para formar
prostaglandinas (PGs) tais como PGl,, PGE, PGE,, PGD;; leucotrienos (LTs) como LTC,,
LTD4, LTE4; tromboxanos (TXs) como TXA, e fator de ativagdo plaquetério (PAF); dxido
nitrico (NO - potente vasodilatador enddgeno) e substancias liberadas localmente nas
terminacfes nervosas (neuropeptideos como as taquicininas, substancia P (SP) e o peptideo
relacionado ao gene da calcitonina - CGRP) (HEDQVIST et al., 2000; LECCI et al., 2000).
Este aumento da permeabilidade vascular culmina com a saida de um fluido rico em proteinas
(exsudato) para 0 meio extravascular resultando em acumulo deste, no local da leséo (edema)
(PATTERSON & LUM, 2001; LEY, 2002).

Apos esta fase inicial, evidencia-se uma fase subaguda que é caracterizada por
migracao e infiltracdo de leucocitos e de células fagociticas, no sitio da lesdo. Este evento
celular é denominado quimiotaxia (ALI et al., 1997; FRANGOGIANNIS et al., 2002). No
local da lesdo, os neutrdfilos e os macréfagos reconhecem o agente agressor, englobam
(fagocitose) e o destroem (RODRIGUES et al., 2002), alem de liberarem enzimas lisossomais
na tentativa de destruir o agente agressor (BENJAMINI et al., 2002). Ainda, no foco
inflamatorio hé a ativagdo dos mastdcitos e agregagdo plaquetéria, que também resultam na
liberagdo de mais mediadores quimiotaticos. Dentre os mediadores quimiotaticos citam-se: 0s
derivados da via da lipoxigenase (5-HETE, LTB4), componentes do sistema complemento,
sobretudo Cb5a, citocinas como a interleucina-1 (IL-1), fator de necrose tumoral (TNF-a),
interleucina-6 (IL-6), interleucina-8 (IL-8) e a interleucina-16 (IL-16) que séo liberadas por
neutrofilos ativados, macréfagos e outros (STVRTINOVA et al., 1995; FEGHALI &
WRIGHT, 1997; TAN et al., 1999; FERREIRA, 2002).
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A necessidade de interferéncia clinica e/ou farmacolégica no processo inflamatorio
justifica-se principalmente quando a inflamacéo deixa de ter papel protetor passando a atuar
contra os tecidos do préprio corpo, de modo que as proprias respostas podem produzir leséo e
passar a constituir parte do processo patoldgico, como na anafilaxia e na artrite reumatoide
(NASCIMENTO, 2007), ou quando suas manifestaches sdo exacerbadas a ponto de se
tornarem incomodas ao individuo, o que caracteriza a dor inflamatoria (FERREIRA, 2002a)

1.2.6. Dor e nocicepgao

A dor ¢ definida pela Associa¢do Internacional para o Estudo da Dor (IASP) como
uma experiéncia desagradavel, de natureza sensorial, cognitiva e emocional associada com
dano tecidual real ou potencial (DICKENSON & BESSON, 1997). E importante salientar
que, quando um tecido for lesado, o organismo reage desencadeando um estimulo doloroso
como mecanismo de protecdo (MILLAN, 1999; 2002).

Nocicepcdo é um termo aplicado aos mecanismos neuroldgicos que detectam um
estimulo lesivo (FERREIRA, 2002a). Uma vez que 0s animais ndo sdo capazes de verbalizar
0s componentes subjetivos da dor, neles ndo se avalia dor, mas nocicepcdo. Sendo assim,
termos como dor e analgesia sdo mais adotados para humanos e nocicepcao e antinocicepgéo
para animais (JONES, 1992).

A percepcdo do estimulo nociceptivo na periferia se da por estruturas especificas
localizadas na porc¢éo distal dos neurdnios aferentes sensoriais, denominadas nociceptores (ou
receptores da dor), os quais sdo amplamente distribuidos na pele, vasos, musculos,
articulacdes e visceras. O tecido que recebe a maior parte dos estimulos nociceptivos é a pele;
é ela que fornece a maioria das informacdes nociceptivas (dolorosas, que sdo resultantes de
lesGes ou que poderiam causar lesdes) periféricas ao sistema nervoso central (SNC) (JULIUS
& BASBAUM, 2001).

A sensibilizagdo dos nociceptores se deve a diferentes estimulos, tais como, mudanca
de temperatura (estimulo nocivo térmico), diferenca osmotica ou distensdo do tecido
(estimulo nocivo mecéanico), hipoxia ou lesdo tecidual seguida de inflamacdo (estimulo
nocivo quimico). Existem ainda os chamados nociceptores silenciosos (“silent” ou
“sleeping”), que s&o uma pequena propor¢do das fibras aferentes, os quais normalmente ndo
sdo responsivos a estimulos. Entretanto, quando influenciados por mediadores inflamatdrios

ou apos a administracdo de agentes flogisticos, apresentam atividade espontanea ou tornam-se
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sensibilizados e respondem a estimulos sensoriais (JULIUS & BASBAUM, 2001). A
estimulagdo dos nociceptores periféricos faz com que a informacdo nociceptiva seja levada
atraves das fibras aferentes primarias (FAPs - neur6nios de primeira ordem) ao SNC. Essas
fibras sdo classificadas, de acordo com seu didmetro, estrutura e velocidade de conducéo,
essencialmente em trés tipos:
v' fibras C: finas (0,4 a 1,2 um de didametro), ndo mielinizadas e de conducéo lenta (0,5 a
2,0 m/s);
v’ fibras A8: médias (2 a 6 um de diametro), mielinizadas e de conducdo intermediaria
(12 230 m/s)
v’ fibras AB: espessas (mais de 10 um de diametro), mielinizadas e de conducdo rapida
(30 a 100 m/s). Este grupo de fibras participa muito pouco de processos nociceptivos
agudos, estando mais envolvidos em casos de alodinia e em dores cronicas (MILLAN,
1999).

A sensibilizagcdo dos nociceptores ocasiona a liberagdo local de diversos mediadores
quimicos, que medeiam ou facilitam a transmissao da informacgdo ao SNC. Esses mediadores
podem ser liberados pelos neurdnios sensoriais e simpaticos e por células ndo neuronais como
plaquetas, células sanguineas, mastdcitos, células endoteliais, fibroblastos e células de
Schwann. Quando é considerado um quadro cronico, também participam da transmissdo
nociceptiva mediadores liberados a partir de células inflamatérias (BESSON & CHAOUCH,
1987).

Diversos mediadores tém sido propostos na génese e na transmissdo da dor,
destacando-se entre eles, os metabdlitos derivados do acido araquidénico (prostaglandinas e
leucotrienos), peptideos (bradicinina, taquicininas, peptideo relacionado ao gene da
calcitonina, substancia P (SP), colecistocinina, peptideo intestinal vasoativo, serotonina,
citocinas, oxido nitrico (NO), adenosina trifosfato (ATP), adenosina difosfato (ADP), prétons,
entre outros. Além desses, outros mediadores quimicos, tais como 0s aminoacidos excitatorios
(glutamato, aspartato), acetilcolina, e outros, que podem ser produzidos ou liberados apos
lesdo tecidual ou ainda por irritantes exogenos (formalina, capsaicina, acido acético), séo
também responsaveis pela multiplicidade de eventos que ocorrem durante a transmissao da
dor, tanto no sistema nervoso periférico quanto central. Alguns mediadores atuam através da
interacdo com receptores acoplados a proteinas G, desencadeando a formacdo de segundos

mensageiros, como o adenosina monofosfato-ciclico (AMPc), guanosina monofosfato-ciclico
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(GMPc), varias classes de proteinas quinase, inositol trifosfato (IP3), diacilglicerol (DAG),
aumento de caélcio intracelular e ativacdo de canais idnicos. Estes eventos iniciais induzem a
ativacdo secundaria de quinases intracelulares tais como a proteina quinase A (PKA) e C
(PKC). Outros mediadores da nocicepcdo ativam diretamente canais idnicos, 0s quais Sdo
capazes de alterar a permeabilidade da membrana a ions (PLEUVRY & LAURETTI, 1996;
MILLAN, 1999; CALIXTO et al., 2000; PETERSEN-ZEITZ & BASBAUM, 1999; WOOLF
& SALTER, 2000; JULIUS & BASBAUM, 2001; PARADA et al., 2003).

1.2.7. Toxicidade

Os estudos toxicoldgicos apresentam como principal objetivo a predicdo dos possiveis
efeitos adversos, que podem se manifestar quando da exposicdo humana a determinada
substancia quimica, seja ela um medicamento, um praguicida, um agente quimico industrial
ou outros (KOETER, 1993; STOKES, 2002; MEYER, 2003). Por esta razdo, tais estudos sao
sempre requeridos nos processos investigativos, desde o desenvolvimento de produtos até seu
registro e comercializacdo, sendo os modelos animais 0s mais utilizados para este propdsito
(STOKES, 2002; MEYER, 2003).

No Brasil, as plantas medicinais sdo usadas com pouca ou nenhuma comprovacao de
suas propriedades farmacoldgicas. Muitas vezes, essas plantas sdo, inclusive, empregadas
para fins medicinais diferentes daqueles utilizados pelos nativos dos locais de origem das
plantas (VEIGA-JUNIOR et al., 2005). Este habito € arriscado, pois, apesar de muitas plantas
serem Uteis ao homem, algumas possuem substancias que exercem efeitos adversos.
Ocasionalmente, uma mesma planta pode apresentar tanto acdo terapéutica quanto acao
toxica. A distingdo entre substancias medicamentosas e toxicas existe somente em relacdo a
dose, finalidade e modo de preparo (GOMES et al., 2001; MORGAN, 2003; ARNOUS et al.,
2005).

A partir do momento em que a legislagdo definiu fitoterdpicos como medicamentos,
estes ficaram sujeitos as leis vigentes. Assim, além de provas de eficacia, os fitoterapicos e as
plantas medicinais deverdo possuir estudos toxicologicos pré-clinicos para oferecer aos
pesquisadores alguma seguranga sobre as doses nas quais aparecem efeitos tdxicos em
animais de laboratério (BRITO, 1996).
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Atualmente as regras, que norteiam os registros e alguns ensaios de toxicidade aguda,
subcronica e crénica, de medicamentos fitoterapicos, estdo descritos na Resolugdo n° 90, de
16/03/2004 (BRASIL, 2004).

Como opcéo para a investigacdo da presenca de possiveis agentes toxicos nos extratos
vegetais, 0 método da toxicidade aguda em dose simples representa uma avaliagdo estimativa
e preliminar das propriedades tdxicas de um fitoterapico (BRITO, 1994).

1.2.7.1. Toxicidade aguda

Toxicidade aguda é definida como o conjunto de efeitos adversos que ocorrem dentro
de um periodo curto, ap6s a administracdo de uma dose Unica, ou doses multiplas
administradas dentro de um periodo de 24 horas, tendo como objetivo determinar a
sintomatologia em curto prazo apos a administragdo de um composto (BARROS & DAVINO,
2003).

Para os estudos de toxicidade aguda deve-se utilizar a via de administracdo
preconizada para 0 homem (CONSELHO NACIONAL DE SAUDE, 1988). A Resolugio n°
90 de 16 de marco de 2004 estipula que para os testes de toxicidade aguda de um novo
medicamento seja utilizada uma espécie de mamifero, geralmente as mais utilizadas sdo os
camundongos e ratos, machos e fémeas no minimo seis de cada, de linhagens exogamicas
bem definidas e de caracteristicas fisiologicas conhecidas (LAPA et al., 2007). Estes animais
devem ser tratados com trés ou mais doses do produto a ser testado para observacdo de
possiveis efeitos adversos e comparados com o grupo controle. Se os efeitos adversos nao
forem observados nessas doses deve-se utilizar a dose maxima possivel (BRASIL, 2004). A
manutencdo dos animais tratados agudamente por sete ou quatorze dias, permitira verificar os
efeitos tardios do tratamento e se a recuperacao da acdo toxica ocorre durante esse periodo de
observacdo dos animais sobreviventes. A avaliacdo dos resultados imediatamente apds o
periodo de 24 horas permitird conhecer a espécie mais sensivel e o indice de letalidade; a
forma de morte produzida pelo excesso do produto em teste e os orgaos alvo; as alteracdes
comportamentais; alteracdes hematoldgicas, da bioquimica plasmatica e urinaria e alteracoes
de pélo, pele e mucosas; sistemas respiratorio e circulatério; sistemas nervoso central e
periférico e atividade somatomotriz. Especial atencdo € dada aos sintomas, tais como:
tremores, convulsoes, salivacao, diarréia, letargia e coma (LAPA et al., 2007; BRITO, 1994).
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O teste de toxicidade aguda é obrigatério para todos os tipos de materiais em teste,
independente do tempo de uso proposto para a espécie humana, pois evidencia o risco de
intoxicacOes agudas, inadvertidas ou nao e a forma de previni-las. Além disso, os resultados
obtidos ddo suporte a escolha das doses para os demais testes de toxicidade (LAPA et al.,
2007).

Considerando as atividades farmacoldgicas das espécies do género Lychnophora aqui
mencionadas, a ocorréncia da “arnica” em Minas Gerais e seu imenso uso popular no Estado,
torna-se relevante o estudo mais aprofundado destas espécies vegetais no sentido de se obter
dados pré-clinicos do ponto de vista toxicoldgico, farmacoldgico e terapéutico. Estes estudos
contribuirdo para o uso popular mais seguro da “arnica”, para a descoberta de suas substancias
com atividade analgésica e anti-inflamatéria, além de poderem contribuir para o

desenvolvimento de um novo fitoterapico para dor e inflamacao.

1.3. JUSTIFICATIVA DO ESTUDO

Em nossos laboratérios foram realizadas triagens para verificacdo da atividade
inibitéria da enzima xantina oxidase e da atividade analgésica e anti-inflamatoria de cinco
espécies do género Lychnophora e uma espécie de Lychnophoriopsis (L. passerina, L.
staavioides, L. trichocarpha, L. pinaster, L. ericoides e Lychnophoriopsis candelabrum)
(Ferraz-Filha e colaboradores, 2006 e Guzzo e colaboradores, 2008, respectivamente). Ferraz-
Filha, 2008 avaliou a toxicidade in vitro destas seis espécies através do teste de citotoxicidade
frente a Artemia salina. Dentre estas espécies, L. pinaster apresentou uma atividade moderada
para a inibicdo da xantina oxidase; ja para as atividades analgésica e anti-inflamatoria
apresentou resultados significativos nos métodos da placa quente e edema de pata quando
comparada aos padrdes utilizados. No teste de citotoxicidade o extrato bruto de L. pinaster foi
considerado citotoxico. Por esses motivos, a espécie L. pinaster foi escolhida para o estudo de
toxicidade aguda e avaliagdo das atividades analgésica e anti-inflamatéria garantindo o uso

mais seguro desta espécie vegetal pela populacgéo.
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2.1. OBJETIVO GERAL

Considerando as atividades farmacologicas das espécies do género Lychnophora, a ocorréncia
da “arnica” em Minas Gerais e seu amplo uso popular, a proposta deste trabalho consistiu na
realizacdo da avaliacdo da toxicidade em camundongos e das atividades anti-inflamatoria e
analgesica do extrato etanélico de Lychnophora pinaster Mart. objetivando o uso mais seguro

desta especie vegetal pela populacéo.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.2.1. Realizar o fracionamento cromatografico do extrato etanolico de L. pinaster Mart. para

obter e determinar as fracGes ativas.

2.2.2. Avaliar a atividade anti-inflamatoria in vivo do extrato etandlico de L. pinaster e de
suas fracGes administrados por via topica, utilizando o modelo de edema de pata induzido pela

carragenina.

2.2.3. Avaliar a atividade antinociceptiva in vivo do extrato etandlico de L. pinaster
administrado por via oral, utilizando o0 método da placa quente.

2.2.4. Avaliar a toxicidade em camundongos do extrato etanolico de L. pinaster administrado
por via oral a fim de garantir o0 uso seguro da espécie pela populagéo.
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3. PARTE EXPERIMENTAL
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3.1. MATERIAIS E METODOS
3.1.1. Equipamentos

Aparelho de bioguimica Random Access Clinical Analyser, Wiener lab, modelo CM-200.
Aparelho de hemograma ABX diagnostics, micros 60.

Balanga analitica Eletronic Balance Bioprecisa, modelo FA2104U.

Balanca analitica Stimadzu, modelo AUW?220D.

Balanca semi-analitica Quimis, modelo BG 400.

Balanca para animais Beyond Technology, Filizole MF.

Banho de ultrassom Ultra Sonic Cleaner.

Banho Maria Fanem, modelo 100.

Bomba de vacuo BUCHI, modelo vacuum pump V-700.

Cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia (Waters, alliance) equipado com bomba e auto-injetor
(Waters, 2695) e detector espectrofotométrico por arranjo em fotodiodo no espectro
ultravioleta visivel (Waters, 2996).

Estufa Quimis, modelo Q317B142.

Estufa Biociclo.

Estufa ventilada Fabbe, modelo 171.

Evaporador rotatério BUCHI, modelo R-205.

Freezer Consul 300.

Geladeira Dako DR 280.

Microcamera Leica DFC340FX associada ao microscopio Leica DM5000 B e analisador e
processador de imagem Leica Qwin

Microcentrifuga Eppendorf Centrifuge, modelo 5415D.

Micropipetas automaticas monocanal ajustavel de 200 pL e 200-1000 uL, Gilson.

Moinho de facas MR (Manesco e Ranieri), modelo MR 340.

Microscopio Olympus CX21.

Microscopio Olympus BX50.

Paquimetro metalico 150 mm-6”, VVonder.

Sistema de filtracdo de 4gua Milli-Q, modelo Millipore Simplicity, 185.
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3.1.2. Reagentes e materiais de consumo

Acetato de etila PA ACS, Vetec.

Acetona PA, Vetec.

Anisaldeido (4-aldeido anisico PS), Vetec.

Acido acético glacial PA, Vetec.

Acido 3,5-dinitrobenzoico, Aldrich.

Acido cloridrico PA ACS, Quimex.

Acido formico 85% PA, Vetec.

Acido sulfarico 95-97% PA, Cromoline.

Alcool etilico 96 GL, Topazio.

Alcool etilico 96% PA, Cromoline.

Alcool estearilico Chemax.

Anidrido acético PA, Vetec.

Carbonato de bismuto basico PA, Reagen.
Carragenina, Sigma.

Cloreto de aluminio PA, Riedel.

Cloreto de sodio PA, Vetec.

Cloreto férrico PA, Ecibra.

Cloridrato de morfina, Sigma-Aldrich.
Cloroférmio PA, Vetec.

Coco caprilato caprato, Croda do Brasil.
Coloracéo panotica rapida, Instant Prov, Newprov.
Coluna: Waters Spherisorb® C18 150 mm x 4,6 mm X 5 pm.
Diclofenaco dietilaménio (11,6 mg/g, Cataflan Emulgel®, Novartis.
Diclofenaco dietilamonio, Farmécia de manipulacdo AVIAR (Mariana-OP).
Diclorometano PA ACS, Vetec.
Difenilboriloxietilamina (NP), Sigma.

Dipirona sodica, Eurofarma.

DMSO USP, Labsynth.

EDTA, Laborlab.

Eter etilico purissimo 96%, Isofar.

Ferrocianeto de potassio PA, Reagen
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Formol (Formaldeido puro 36%), Vetec.

Glicerina PA, Vetec.

Hidroxido de potassio PA ACS, Reagen.

Hidroxido de sodio PA, Reagen.

Indometacina, Sigma-Aldrich.

lodeto de sodio PA, Isofar.

Metanol grau HPLC, J. T. Baker.

Metanol PA ACS, Vetec.

Microfiltro Millipore, unidade filtrante com poro 0,22 um, Millex®.
Natrozol 250, Natural Pharma.

n-Hexano PA, Vetec.

n-Butanol PA, Isofar.

Nipagin/Nipazol, Natural Pharma.

Oleo mineral (vaselina liquida), Isofar.

Pentobarbital (Hypnol), Cristalia.

Polawax, Farmos.

Polietilenoglicol 4000 USP, Labsynth.

Pré-coluna: Waters Symmetry® C18 22 mm x 4,6 mm X 5 um.
Propilenoglicol PA, Isofar.

Sephadex® LH-20, Sigma.

Silica Gel 60G para cromatografia em camada fina, Merck.
Silica gel 60 (0,063-0,200 mm) (70-230 mesh) para cromatografia em coluna, Merck.
Sulfato cérico PA, Vetec.

Sulfato de sodio anidro PA, Vetec.

Tolueno 99,5% PA ACS, Isofar.

Trietanolamina PA, Vetec.

Tubo de plastico tipo safe-lock graduado, Eppendorf.

Tween 80 USP, Labsynth.
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3.1.3. Kits para andlise bioquimica

Acido (rico liquido estavel: teste enzimatico (Bioclin), Lote: 0050; Referéncia: K052;
ANVISA: 10269360066.

Amilase cinetica (Bioclin), Lote: 024; Referéncia: K046; ANVISA: 10269360079.

Creatinina cinética (Bioclin), Lote: 043; Referéncia: KO67; ANVISA: 10269360089.
Fosfatase alcalina cinética (Bioclin), Lote: 022; Referéncia: K021; ANVISA: 10269360072.
Proteinas totais: teste colorimétrico (Bioclin), Lote: 0110; Referéncia: K031; ANVISA:
10269360116

Transaminase ALT (TGP) cinética (Bioclin), Lote: 046; Referéncia: K049; ANVISA:
10269360145.

Transaminase AST (TGO) cinética (Bioclin), Lote: 051; Referéncia: K048; ANVISA:
102693601109.

Uréia cinética liquido estavel: teste enzimatico (Bioclin), Lote: 033; Referéncia: K056;
ANVISA: 10269360068.

3.1.4. Reveladores para cromatografia em camada delgada

3.1.4.1. Anisaldeido sulfurico (WAGNER et al., 1984)

Foram misturados, nessa ordem e sob resfriamento, 0,5 mL de anisaldeido com 10,0
mL de acido acético glacial, seguido de 85,0 mL de metanol e 0,5 mL de acido sulfurico
concentrado (98% p/v). O reagente tem estabilidade limitada e foi armazenado em geladeira a
4°C.

3.1.4.2. Reagente de Dragendorff (WAGNER et al., 1984)

Uma mistura de 2,6 g de carbonato de bismuto, 7,0 g de iodeto de sédio e 25,0 mL de
acido acético glacial foi aquecida até a fervura por alguns minutos. O sistema foi deixado em
repouso por uma noite e, apds precipitacao, filtrado para remocéo do acetato de sodio. Para o
preparo da solucdo estoque 20,0 mL do filtrado anterior, de coloracdo avermelhada, foram
misturados a 80,0 mL de acetato de etila. O revelador para uso em cromatografia em camada
delgada (CCD) foi obtido pela mistura de 2,0 mL da solucdo estoque com 5,0 mL de &cido
acético glacial e 12,0 mL de acetato de etila. A solugdo foi armazenada em geladeira a 4° C.
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3.1.4.3. Reagente para produtos naturais (NP/PEG) (WAGNER et al., 1984)

Para o preparo da solucdo de produtos naturais a 2%, dissolveu-se 0,2 g de
difenilboriloxietilamina (NP) em 10,0 mL de metanol. Essa solucdo foi armazenada a 4° C até
0 momento de uso. A solucdo de polietilenoglicol 5% foi preparada pela dissolucéo de 0,5 g
de polietilenoglicol 4000 (PEG 4000) em 10,0 mL de etanol e armazenada a temperatura
ambiente. A placa cromatografica foi borrifada com solucdo metandlica a 2% de

difenilboriloxietilamina, seguido de solucdo etanolica a 5% de polietilenoglicol 4000.

3.1.4.4. Hidroxido de potéssio 5% em metanol (WAGNER et al., 1984)
A solucdo foi preparada dissolvendo-se 0,5 g de hidroxido de potéssio em 10,0 mL de

metanol e armazenada a 4° C.

3.1.4.5. Reagente de Liebermann-Burchard (WAGNER et al., 1984)
Foram adicionados a 50,0 mL de etanol absoluto, cuidadosamente e sob resfriamento,
5,0 mL de anidrido aceético e 5,0 mL de acido sulfdrico concentrado (98% p/v). O reagente

por ser bastante instavel foi preparado no momento do uso.

3.1.4.6. Cloreto férrico 2% (WAGNER et al., 1984)
A solucgdo de cloreto férrico foi preparada dissolvendo-se 0,2 g de cloreto férrico em

10,0 mL de a4gua. O material foi armazenado a 4° C.

3.1.4.7. Ferrocianeto de potéssio 1% (WAGNER et al., 1984)
A solucdo de ferrocianeto de potéssio foi preparada dissolvendo-se 0,1 g de

ferrocianeto de potassio em 10,0 mL de agua e armazenada a 4° C.

3.1.4.8. Reagente de Kedde (WAGNER et al., 1984)
Foram misturados 5,0 mL de uma solugéo etandlica a 3% de acido-3,5-dinitrobenzdico
recém preparada a 5,0 mL de uma solucdo de NaOH 2,0 mol/L. O material por ser instavel foi

preparado no momento do uso.
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3.1.4.9. Acido sulfarico a 50% em metanol (WAGNER et al., 1984)
A solucéo de &cido sulfurico a 50% (v/v) foi preparada pela adi¢do de 5,0 mL de &cido
sulfurico concentrado (98% p/v) a 5,0 mL de metanol, em banho de gelo, e em seguida

armazenada a 4° C.
3.2. MATERIAL VEGETAL

As partes aéreas da especie L. pinaster Mart. foram coletadas em marco de 2007, nos
campos rupestres do municipio de Nova Lima (MG), com autoriza¢do do IBAMA. O material
boténico foi identificado pelo Dr. Jalio Anténio Lombardi. As exsicatas foram depositadas no
Herbarium do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Minas Gerais
(BHCB/UFMG) e catalogadas com o numero de registro 19.520.

As partes aéreas frescas foram deixadas em estufa ventilada, a 40° C, por cinco dias,
até a completa secagem. Posteriormente, o material foi pulverizado em moinho de facas,

pesado e armazenado.
3.3. OBTEN(;AO DOS EXTRATOS PARA ANALISE FITOQUIMICA

O material vegetal seco e triturado (2.139,0 g) foi percolado com etanol (PA) até o seu
esgotamento. O solvente extrator foi concentrado sob pressdo reduzida em evaporador
rotativo a temperatura nao superior a 40° C para a obtencdo do extrato etanolico bruto (Figura
4.1, pag. 57). Este extrato foi mantido sob vacuo até completa eliminacdo do solvente e

denominado LPiE.
3.4. ANALISE FITOQUIMICA DO EXTRATO ETANOLICO BRUTO
3.4.1. Preparo da amostra

A presenca de classes de metabolitos secundarios no extrato etanolico bruto (LPIE) foi
avaliada qualitativamente por CCD. Uma amostra de LPiE foi dissolvida em etanol e aplicada
na CCD de silica gel 60G. As andlises foram realizadas de acordo com metodologias descritas
por Farnsworth, 1966, Marini-Bettolo e colaboradores, 1981 e Wagner e colaboradores, 1984
(Tabela 4.1, pag. 59).
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3.4.1.1. Caracterizagéo de taninos e polifenois

A CCD contendo a amostra foi eluida empregando-se como fase mével uma mistura
de acetato de etila: acido férmico: acido acético: agua (100:11:11:27) e analisada sob luz
visivel, apos ser aspergida com mistura 1:1 das solugdes aquosas de ferrocianeto de potassio
1% e cloreto férrico 2% e aquecida a 100° C em estufa por 5 minutos. O aparecimento de
manchas de coloragdo castanho-avermelhada, violeta, verde, negro-azulada ou azul (visivel)

foi o parametro observado para caracterizar a presenca de taninos e polifenois.

3.4.1.2. Caracterizagéo de heterosideos flavonicos

Uma amostra do extrato etandlico foi aplicada na CCD que foi eluida com uma
mistura de acetato de etila: &cido formico: &cido acético: agua (80:9:9:22). Apos ser aspergida
com reagente NP/PEG e aquecida a 100° C por 5 minutos, a placa foi analisada sob luz visivel
e UV3s nm. O aparecimento de manchas de coloracdo amarela (visivel) e fluorescéncia
amarelo-esverdeada ou alaranjada (UV3gs nm) foi o pardmetro utilizado para caracterizar a

presenca de heterosideos flavonicos.

3.4.1.3. Caracterizacéao de agliconas flavonicas

A CCD contendo uma amostra do extrato etandlico foi eluida com tolueno: acetona:
cloroférmio: acido acético (40:25:35:25). Apls ser aspergida com reagente NP/PEG e
aquecida a 100° C por 5 minutos, a placa foi observada sob luz visivel e luz UV3s nm. O
aparecimento de manchas de coloracdo amarela (visivel) e fluorescéncia amarelo-esverdeada
ou alaranjada (UV3gs nm) foi o parametro utilizado para caracterizar a presencga de agliconas

flavonicas.

3.4.1.4. Caracterizacao de heterosideos antraquinénicos

Uma amostra do extrato etandlico foi aplicada na CCD que foi eluida com uma
mistura de acetato de etila: acido formico: acido acético: agua (80:9:9:22). A placa
cromatografica foi aspergida com acido nitrico concentrado, aquecida a 120° C por 10
minutos e em seguida aspergida com solucdo de hidréxido de potassio a 5% em metanol,
aquecida a 100° C por 5 minutos e analisada sob luz visivel e luz UV 3 nm. O aparecimento
de manchas de coloracdo alaranjada a vermelha (visivel) e fluorescéncia alaranjada a

vermelha (UV3gs nm) foram pardmetros utilizados para caracterizar a presenca de
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antraquinonas, e de manchas de cor amarela (visivel) e fluorescéncia alaranjada a vermelha

(UV 35 NM) para caracterizar a presenca de antronas e antranais.

3.4.1.5. Caracterizacao de agliconas antraquindnicas

A CCD contendo uma amostra do extrato etanolico foi eluida com tolueno: acetona:
cloroférmio (25:10:10). A placa cromatografica foi aspergida com solucdo de hidroxido de
potassio a 5% em metanol, aquecida a 100° C por 5 minutos e analisada sob luz visivel e luz
UV3es nm. O aparecimento de manchas de coloracdo alaranjada a vermelha (visivel) e
fluorescéncia alaranjada a vermelha (UV 3¢5 nm) foram parametros utilizados para caracterizar
a presenca de antraquinonas, e de manchas de cor amarela (visivel) e fluorescéncia alaranjada

a vermelha (UV 35 Nm) para caracterizar a presenca de antronas e antranois.

3.4.1.6. Caracterizacdo de triterpenos e esteroides

Uma amostra do extrato etandlico foi aplicada na CCD que foi eluida com uma
mistura de hexano: acetato de etila (80:20). Apds ser aspergida com reagente de Liebermann-
Burchard e aquecida a 100° C, por 10 minutos, a placa foi observada sob luz visivel e luz
UV3ss nm. O aparecimento de manchas roxas ou réseas (visivel) e fluorescéncia amarelada
(UV36s Nm) foi 0 parametro utilizado para verificar a presenca de triterpenos. O aparecimento
de manchas azul-esverdeadas ou roseo-azuladas (visivel) e fluorescéncia amarelada (UV3gs5

nm) foi o0 parametro utilizado para verificar a presenca de esteroides.

3.4.1.7. Caracterizacao de cumarinas

Uma amostra do extrato etandlico foi aplicada na CCD que foi eluida com uma
mistura de tolueno: éter etilico: &cido acético (30:30:30). Apos aspersdo com solucédo
metanolica de hidroxido de potassio a 5% e aquecimento a 100° C por 5 minutos, a placa foi
observada sob luz UV3s nm. O aparecimento de manchas com fluorescéncia verde-azulada

ou azul (UV3es nm) foi o parametro utilizado para caracterizar a presenca de cumarinas.

3.4.1.8. Caracterizacao de saponinas
Uma amostra do extrato etandlico foi aplicada na CCD que foi eluida com uma
mistura de cloroférmio: metanol: agua (64:50:10). Apés ser aspergida com anisaldeido

sulfurico e aquecida a 100° C por 5 minutos, a placa foi observada sob luz visivel. O
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aparecimento de manchas de coloracdo azul ou azul-violeta e zonas amareladas (visivel) foi o

parametro utilizado como indicativo da presenca de saponinas.

3.4.1.9. Caracterizacao de heterosideos cardioténicos

Uma amostra do extrato etandlico foi aplicada na CCD que foi eluida com uma
mistura de acetato de etila: metanol: agua (84:11:8). Ap0s ser aspergida com reagente de
Kedde, a placa foi analisada sob luz visivel. A presenca de manchas de coloracéo rosea ou
azul-violacea (visivel) foi o parametro utilizado como indicativo da presenca de heterosideos

cardiotonicos do tipo cardenolideos.

3.4.1.10. Caracterizacao de alcaloides

A CCD contendo uma amostra do extrato etandlico foi eluida com acetato de etila:
metanol: agua (40:10:20). ApdGs ser aspergida com reagente de Dragendorff, a placa foi
observada sob luz visivel. O aparecimento de manchas de coloragdo marrom ou alaranjada

(visivel) foi o parametro utilizado como indicativo da presenca de alcaldides.

3.4.1.11. Caracterizagdo de protoantocianidinas

Uma amostra do extrato etandlico foi aplicada na CCD que foi eluida com uma
mistura de acetato de etila: acido férmico: acido acético: agua (100:11:11:27). ApOs ser
aspergida com solucdo metandlica de &cido sulfurico a 50% e aquecimento a 100° C por 5
minutos, a placa foi observada sob luz visivel. A presenca de protoantocianidinas foi

caracterizada pelo aparecimento de manchas de coloracdo negra ou avermelhada (visivel).
3.4.2. OBTENQAO DO PERFIL CROMATOGRAFICO POR CLAE-FR

A caracterizacdo e determinacdo da impressdo digital do extrato etandlico bruto
(LPIiE) foram realizadas atraves da obtencdo do perfil cromatogréfico obtido por CLAE
(Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia). Utilizaram-se amostras padrdo para comparar o
tempo de retencdo e o espectro no ultravioleta destas com o extrato LPIiE, pelo método do

padrdo externo (Figura 4.3, pag. 61 e Tabela 4.2, pag. 62).

Simane Uparecida Fevieira Pagina 39



Pante Experimental

3.4.2.1. Preparo das amostras

As amostras foram pesadas diretamente em frascos do tipo safe lock (eppendorf) e
solubilizadas em metanol grau HPLC (1 mg/mL), com auxilio de banho ultrassom, durante 20
minutos, até a completa solubilizacdo. As amostras foram filtradas em microfiltro Millipore
Millex® unidade filtrante com poro 0,22 um. Foram injetados 25 pL de forma automatica no

equipamento RP-HPLC Waters®, e os cromatogramas foram obtidos.
3.4.2.2. Condicdes cromatograficas

Para a obtencdo dos perfis cromatograficos empregou-se uma pré-coluna Waters
Symmetry® C18 (22 mm x 4,6 mm x 5 um) e uma coluna Waters Spherisorb® C18 (150 mm
X 4,6 mm x 5 um). Durante analise das amostras por CLAE-FR, o0s espectros no ultravioleta
foram detectados em 254 nm “on-line”. O fluxo empregado foi de 1,0 mL/min e a temperatura
da coluna foi mantida constante a 35° C. A eluicéo foi feita em gradiente crescente de metanol
+ 1% solucdo 3,33 x 102 M de H3PO4 e solugo 3,33 x 10 M de H3PO4 (Tabela 3.1). Foram
empregados solventes grau HPLC e agua destilada, filtrada em sistema Milli-Q.

Tabela 3.1 - Gradiente de eluicdo empregado na obtencdo dos perfis cromatograficos por
CLAE-FR. Bomba A: solugdo 3,33 x 10 M de H3PO,. Bomba B: metanol + 1% de soluco
3,33 x 10 M de H3PO,.

Tempo (min) Bomba A Bomba B
0 80 20
20 60 40
30 50 50
40 10 90
50 20 80
55 80 20
60 80 20

3.4.3. FRACIONAMENTO CROMATOGRAFICO DE LPiE

O extrato etanolico bruto (LPIE, 62,0 g) foi submetido a cromatografia em coluna de
filtracdo em silica gel utilizando-se coluna cromatogréafica aberta (6,5 cm de didmetro) e como
eluentes hexano, diclorometano, acetato de etila e metanol. Foram obtidas quatro fracdes:
hexanica (LPiH), diclorometénica (LPiD), acetato de etila (LPiA) e metanodlica (LPiM), como

mostrado na Tabela 3.2.
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Tabela 3.2 - Fragdes de L. pinaster obtidas da coluna de filtracdo de LPIE.

Codigo Eluente Fracoes Massa (g) Rendimento (%)
LPiH Hexano 1-9 0,6 0,97
LPiD Diclorometano 10-19 9,4 15,16
LPIA Acetato de etila 20-31 26,0 41,93
LPiM Metanol 32-44 26,0 41,93

Total 62,0 99,99

3.5. ENSAIOS FARMACOLOGICOS
3.5.1. ANIMAIS

Os camundongos Swiss (256) utilizados nos experimentos foram obtidos do Biotério
Central da Universidade Federal de Ouro Preto e mantidos no Biotério da Escola de Farmacia
da mesma instituicdo até a realizacdo dos experimentos. Estes animais foram mantidos em
gaiolas em grupos de cinco, aclimatizados em sala com temperatura (22 = 2° C) e
luminosidade (ciclo claro/escuro de 12 horas) controladas e com racéo e agua “ad libitum”,
Para os experimentos na qual a administracdo das solugdes foi realizada por via oral, 0s
animais foram mantidos em jejum num periodo de doze horas antes do inicio dos
experimentos com &gua “ad libitum”. Para os estudos das atividades anti-inflamatoria e
antinociceptiva foram utilizados oito camundongos Swiss albinos machos (30 £ 5 g) para cada
uma das formulacGes testadas. Para a avaliacdo da toxicidade do extrato etanolico bruto de L.
pinaster 112 camundongos Swiss albinos de ambos os sexos, pesando entre 25 a 30 g, foram
distribuidos em grupos de acordo com o sexo, a dose do extrato e 0 tempo apds administracao
dos compostos. Os protocolos experimentais foram submetidos ao Comité de Etica do Uso de
Animais (CEUA) da UFOP, sendo aprovados em ata datada de marco de 2008. Protocolo n°
06/20009.

3.5.2. PREPARO DAS SOLUCOES DO EXTRATO ETANOLICO BRUTO

Para a avaliacdo da toxicidade e da atividade antinociceptiva, o extrato etanolico bruto
de L. pinaster foi solubilizado em DMSO, Tween 80 e agua destilada na propor¢do de 1:1:8 e

foram preparadas solugdes nas concentragdes de 12,5; 25; 50 e 75 mg/mL. Sabendo-se que 0
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volume maximo de administracdo, por via oral, para roedores é de 1 mL de solu¢do para cada
100 g de peso corporal (PAIVA et al., 2005), as doses utilizadas foram: 125; 250; 500 e 750
mg/kg correspondendo respectivamente as concentragdes anteriores.

Para a avaliacdo da atividade anti-inflamatoria o extrato etandlico bruto de L. pinaster
e suas fracBes diclorometénica, acetato de etila e metandlica foram solubilizados em glicerina

e etanol (PA) na proporcao de 1:1 obtendo-se a concentragao de 333 mg/mL.
3.6. AVALIAQAO DA ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA
3.6.1. PREPARAQAO DO EMULGEL

Esta formulacdo foi preparada no Laboratério de Desenvolvimento Galénico e
Nanotecnologia da UFOP sob a supervisdo da prof®. Dr?. Vanessa C. F. Mosqueira.

Composicéo:

POIAWAX. ...ttt 4%
NaLrOZOl.......coovieiiie 7%
Propilenoglicol..........cccooiiiiiii e 2%

Coco caprilato caprato..........ccceeevevereesieesnereennn, 3%
Parafina liquida (6leo mineral)............ccccevvvenn. 2%
Alcool eSteariliCo.........coovvevrereeereeeereeeeeeiee 4%
Trietanolaming.........coccoveeiieieiinnene e g.s.
Solucdo conservante Nipagin/Nipazol................ 2%

Agua destilada..............cooevvereirersiireeeesenens g.s.p. 100g

Os componentes da fase oleosa foram colocados em um béquer e essa mistura foi
colocada em banho-maria. Os componentes da fase aquosa foram colocados em outro béquer
e aquecidos. Apds a fusdo completa dos componentes da fase oleosa e 0 aquecimento da fase
aquosa a 60° C, verteu-se a fase aquosa na oleosa e levou-se essa mistura a um agitador
mecanico a 500 rpm. Esperou-se o resfriamento até 40° C para adicdo da trietanolamina.
Completou-se 0 peso com &gua destilada . s. p. 100 g.

O extrato etandlico bruto e suas fragdes na concentracdo de 333 mg/mL foram

incorporados em emulgel e obtidas as concentracdes de 5% e 1%.
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3.6.2. EDEMA DE PATA INDUZIDO PELA INJECAO SUBPLANTAR DE
CARRAGENINA

Para a avaliacdo da atividade anti-inflamatoria, foi empregado o método de edema de
pata induzido pela carragenina descrito por Winter e colaboradores, 1962, com modificacdes.
Antes de qualquer tratamento, as patas posteriores (direita e esquerda) dos animais foram
mensuradas. Um volume de 0,02 mL de um agente flogistico (carragenina 0,1% em salina) foi
aplicado na regido subplantar da pata direita posterior dos camundongos e a pata esquerda foi
submetida apenas a introducdo da agulha (Sham) (Figura. 3.1).

Figura 3.1 - Aplicacdo de carragenina na regido subplantar.

Os extratos e fracbes de L. pinaster incorporados em emulgel (0,4 g) foram
administrados topicamente, com auxilio de uma espatula, logo ap6s a injecdo de carragenina
ou a introducdo da agulha na pata do animal. Foram utilizados dois grupos padrdo, um que
recebeu o medicamento referéncia (diclofenaco de dietilamoénio — 11,6 mg/g, cataflam
emulgel da Novartis) e o outro que recebeu o diclofenaco de dietilamdnio, obtido da Farmacia
de Manipulacdo Aviar — Mariana/MG, e incorporado na mesma dose do anterior no emulgel
preparado. No grupo controle foi aplicado o emulgel base. O paquimetro foi utilizado para
mensurar 0s edemas das patas dos animais. O método de mensuracdo do edema de pata pelo
paquimetro utilizado neste estudo foi validado por Guzzo, 2007.

Para garantir o contato da formulacdo com o local onde foi induzido o edema, foram
utilizados curativos de gaze e esparadrapo do tipo micropore que impediram que 0s animais
retirassem a formulagéo.

Apds a administracdo da carragenina, os animais foram mantidos em gaiolas

individuais e sem acesso a ragdo e agua durante trés horas. Essas trés horas correspondem ao
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pico maximo de formacdo do edema. Apds este periodo, as espessuras das patas foram
novamente mensuradas (delineamento experimental — Figura 3.2)
A variacdo da espessura da pata (edema formado) foi expressa percentualmente e

calculada entre o tempo zero e trés horas ap6s a administracao da carragenina.

‘ 80 camundongos Swiss machos '
: Carragenina !indugéo de edemal '
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‘ Avaliagio da atividade

anti-inflamatoria

Figura 3.2 — Delineamento experimental para a avaliagdo da atividade anti-inflamatéria pelo modelo de indugéo
de edema por carragenina em camundongos Swiss machos ap6s adminstragdo topica do extrato etanolico bruto
(LPIiE) ou fracdes (LPiH, LPIiD, LPiA ou LPiM) de L. pinaster, de farmacos padrao (diclofenaco/cataflam ou
diclofenaco/formulagéo) ou apenas de emulgel base. Grupo Sham inclui animais que receberam apenas injecéo
sem farmaco. Avaliacdo realizada em grupos com n = 8 machos.
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3.7. AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTINOCICEPTIVA
Avaliacéo da atividade antinociceptiva foi realizada utilizando o teste da placa quente.
3.7.1. TRATAMENTOS

Os animais receberam, por via oral (p.o.) (Figura 3.3A), o extrato etandlico bruto de L.
pinaster nas doses 125; 250; 500 ou 750 mg/kg; e como controle apenas o veiculo (DMSO,
Tween 80 e agua destilada — proporcdo 1:1:8). Como farmacos padrdo foram utilizados:
morfina 10 mg/kg (1 mg/ml) por via intraperitoneal (i.p.) (Figura 3.3B) dissolvida em solucéo
aquosa de NaCl 0,9% ou dipirona 200 mg/kg (25 mg/ml), por via oral, dissolvida em agua
destilada ou indometacina 10 mg/kg (1 mg/ml), por via oral, solubilizada em 0,5% de Tween
80 em agua destilada (ESTEVES et al., 2005). A morfina foi administrada via intraperitoneal,
pois a via oral esta sujeita a0 metabolismo de primeira passagem, sendo que somente 40 a
50% da dose administrada alcancam o SNC em 30 minutos (TRESCOT et al., 2008). Apo6s
administracdo intravenosa, a morfina, menos lipossolavel, alcanca seu efeito maximo no SNC
em 15 a 20 minutos (PLAYFOR et al., 2006; BARTOLOME et al., 2007). A diminuta massa
corporal dos ratos faz com que a administracdo intravenosa de qualquer substancia seja
dificultada. Assim, geralmente, as vias intraperitoneal (i.p.) e a subcutanea sdo as mais
empregadas (CARREGARO et al., 2005). Portanto, a via intraperitoneal foi a escolhida para a
administragdo da morfina por proporcionar absor¢do mais rapida que a via subcutanea.

Figura 3.3 - Vias de administracdo dos padrdes, controle e extratos.
A) Via oral; B) Injec&o intraperitoneal.
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3.7.2. TESTE DA PLACA QUENTE

Realizou-se o teste da placa quente utilizando-se 0 método descrito por Eddy e
colaboradores, 1953, com modificagcBes. A técnica consta de uma caixa metalica cheia de
agua, contendo no seu interior uma resisténcia, cujo funcionamento € regulado por termostato.
Na superficie colocou-se uma placa de metal com bordas espessas. Um termdmetro foi preso
a esta placa metélica para que a temperatura fosse monitorada e permanecesse constante, igual
a 56 = 1° C. Verificou-se, por meio da obtencdo de dois valores basais (separados por um
intervalo de 30 minutos), o tempo de laténcia do tratamento. Cada camundongo foi colocado
individualmente sobre essa placa e o tempo (contado em segundos) em que o animal
permaneceu na placa aquecida ate apresentar o reflexo de morder, levantar ou lamber uma das
patas (tempo de laténcia para a resposta nociceptiva) foi registrado utilizando cronémetro
(Figura 3.4). O tempo de reacdo dos animais foi medido duas vezes antes da aplicacdo do
extrato, drogas-padrédo e controle. Desprezaram-se 0s animais com tempo de reagdo acima de
10 segundos(s). Os animais foram novamente testados na placa quente, 30 minutos apos a
administracdo da solucdo do extrato em diferentes doses (125; 250; 500 ou 750 mg/kg), das
solucBes padrdo (morfina, dipirona ou indometacina) e da solugcdo controle. O tempo méximo
de permanéncia do animal sobre a placa foi de 60 segundos para evitar danos teciduais nas
patas. O efeito antinociceptivo foi definido como o aumento do tempo de reacdo e foi
calculado através da variagdo (A) dos resultados obtidos antes e apds a administragdo das

solugdes (delineamento experimental, Figura 3.5).

Figura 3.4 - Camundongo sobre a placa aquecida a 56 + 1°C, lambendo uma das patas.
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Figura. 3.5 — Delineamento experimental para a avaliacdo da atividade antinociceptiva pelo método da placa
quente em camundongos Swiss machos ap6s administragdo do extrato etanélico bruto de L. pinaster, em quatro
diferentes doses (125; 250; 500 ou 750 mg/kg de peso corporal), de farmacos padrdo (morfina, dipirona ou
indometacina) ou apenas de veiculo (DMSO, Tween 80 e agua destilada).

Avaliacéo realizada em grupos com n = 8 machos.

3.8. AVALIACAO DA TOXICIDADE AGUDA
3.8.1. TRATAMENTO

Os animais (machos e fémeas) foram tratados oralmente com o extrato etanolico bruto
de L. pinaster nas doses 125; 250 ou 500 mg/kg e os controles tratados apenas com o veiculo
(DMSO, Tween 80 e agua destilada — proporc¢édo 1:1:8).

3.8.2. PROTOCOLO EXPERIMENTAL

O protocolo experimental (Figura 3.6) foi conduzido segundo as especificacfes da
resolucdo n° 90 da ANVISA de 16 de marco de 2004 (Guia para realizacOes de estudos de
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toxicidade pré-clinica de fitoterapicos). Este guia preconiza que para estudos agudos deve-se
utilizar a mesma via de administracdo proposta para o uso do produto (oral).

O protocolo experimental foi realizado utilizando-se as doses de 125; 250 ou 500
mg/kg do extrato administradas por via oral (gavagem) em dose Unica. O grupo controle
recebeu apenas o veiculo do extrato. Para este estudo foram utilizados dois procedimentos: no
primeiro, 0s animais receberam as doses pela via indicada em dose Unica e foram observados
a atividade locomotora (open field), o nimero de vezes que o animal se apdia apenas sobre as
patas posteriores (rearing), ténus muscular (tracdo), consumo médio de racdo e agua e
variacdo do peso corporal por um periodo de sete dias apos tratamento. No sétimo dia, 0s
animais foram anestesiados com pentobarbital (45 mg/kg, i.p.) para a coleta do sangue pela
veia cava inferior por exsanguinacdo a fim de realizar as dosagens bioquimicas e
hematoldgicas. Os drgdos (figado, rins, pulméo e encéfalo) foram coletados, pesados para
avaliacdo do peso Umido e armazenados em solugdo de formol tamponado para serem
avaliados histopatologicamente. No segundo procedimento o0s experimentos foram
conduzidos por quatorze dias para verificar a presenca de diferencas tanto no comportamento

quanto nas analises bioldgicas dos animais nas mesmas doses, mas em tempos diferentes.
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Figura 3.6 — Delineamento experimental para a avaliagdo da toxicidade do extrato etandlico bruto de L. pinaster
(LPIiE) administrado por via oral em 3 diferentes doses (125; 250 ou 500 mg/kg de peso corporal) em
camundongos Swiss de acordo com o0 sexo e 0 tempo ap6s tratamento. Avaliagdes realizadas em grupos com n =
14 (8 machos e 6 fémeas) sem diferenciacdo de sexo.

3.8.3. ATIVIDADE NO SISTEMA NERVOSO CENTRAL

Foram utilizados dois métodos de avaliagdo in vivo da atividade aguda sobre o SNC:

Campo Aberto (Open-field) e Tracao.
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3.8.3.1. MEDIDA DA ATIVIDADE EXPLORATORIA NO TESTE DE CAMPO
ABERTO (OPEN-FIELD)

O objetivo deste teste é avaliar a locomocao esponténea e a atividade exploratoria do
animal. O campo aberto foi proposto por Turner, 1972, e consiste na utilizacdo de uma base
medindo 100 x 80 cm contendo uma circunferéncia dividida em 12 espacos sobre a qual é
colocado um cilindro de acrilico para delimitar o espa¢o do animal (Figura 3.7 A e B). Os
animais foram colocados em um dos quadrantes e 0s seguintes pardmetros foram analisados:
numero de quadrantes invadidos pelo animal com as quatro patas e 0 nimero de vezes que 0

animal se apGia apenas sobre as patas posteriores (rearing) durante um periodo de 5 minutos.

Figura 3.7 A e B - Camundongo no campo aberto

3.8.3.2. METODO DE TRACAO

O método de tracdo foi descrito por Rudzik e colaboradores, 1973, com o objetivo de
avaliar alteragdes do ténus muscular. O aparelho de tracdo consiste de um pequeno fio
metalico rigido esticado e sustentado por duas barras laterais a 30 cm de altura do apoio
(Figura 3.8). Observou-se a capacidade de cada animal de se prender e sustentar no fio
metalico com as patas dianteiras e quando livre a habilidade de colocar pelo menos uma das
patas posteriores sobre o fio dentro de 5 segundos.
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Figura 3.8 - Camundongo no aparelho de tracéo.

3.8.4. AVALIACAO DO CONSUMO MEDIO DE AGUA E RACAO E VARIACAO DO
PESO CORPORAL

Os consumos de agua e racao foram avaliados um dia antes do inicio do tratamento e a
cada 3 dias ap6s a administracdo do extrato e contabilizados por grupo (sexo/dose),
registrando-se os valores médios de cada grupo. Durante todo o experimento, 0 consumo
diario de racdo foi estimado pela diferenca de peso entre a racdo colocada em um dia (200,0
g) e o restante no dia seguinte. Para estimar o consumo diario de agua foram colocados 300,0
mL e no dia seguinte mediu-se a sobra de agua. Para essas medidas utilizou-se uma balanga
semi-analitica e proveta de 500 mL. A pesagem e a aferi¢do do volume foram realizadas no
mesmo horario dentro de 24 horas.

O peso corporal de cada animal foi avaliado um dia antes de se iniciar o tratamento, no
quarto dia do estudo, no sétimo dia (dia de sacrificio dos animais do primeiro procedimento -7
dias) e para o segundo procedimento (14 dias), além dos dias do primeiro procedimento, 0s

animais também foram pesados no décimo primeiro e décimo quarto dia (dia do sacrificio).
3.8.5. AVALIACAO DOS PESOS UMIDOS DOS ORGAOS

Apos a retirada do sangue, os 6rgdos foram rapidamente removidos e lavados com
salina 0,9% e pesados ainda Umidos em balanca semi-analitica. A analise foi realizada
comparando-se 0 grupo controle com os grupos das doses administradas. O peso relativo dos
6rgdos (PR) de cada animal foi entdo calculado segundo a formula:
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PR = Peso 6rgao absoluto (g) X 100

Peso corporal do animal no dia do sacrificio ()
3.8.6. AVALIACAO DOS PARAMETROS HEMATOLOGICOS

Os animais dos dois procedimentos (sete e quatorze dias) que receberam as doses 125;
250 ou 500 mg/kg e os controles foram anestesiados com pentobarbital (45 mg/kg, i.p.).
Coletou-se 0,3 mL de sangue de todos os animais da veia cava inferior. As amostras foram
acondicionadas em tubos eppendorf contendo 0,005 mL de solucéo de acido etilenodiamino
tetra-acético (EDTA) a 10% para a realizacdo de exames hematologicos. As amostras
coletadas foram imediatamente imergidas em banho de gelo a fim de preservar a morfologia e
o0 numero de celulas para a contagem. O sangue total foi diluido em salina (1:2) e os
parametros hematologicos avaliados utilizando aparelho de contagem eletronica (ABX
diagnostics, micros 60) do Laboratério Piloto de Anélises Clinicas (LAPAC-UFOP). Foi
realizada contagem de eritrdcitos, determina¢do do hematocrito, hemoglobina, volume
corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular media (HCM) e concentracdo de
hemoglobina corpuscular média (CHCM), parametros estes da série vermelha do hemograma.
A série branca foi determinada através da contagem global de leucdécitos utilizando 0 mesmo
aparelho e a contagem diferencial de leucdcitos por extensdo sanguinea fixada e corada por
coloracdo pandtica rapida (Instant Prov). A contagem de plaquetas foi também determinada
no mesmo aparelho. A contagem diferencial foi realizada utilizando objetiva de 100X, com
6leo de imersdo para a visualizacdo das células, no microscopio Olympus CX 21 do LAPAC,
UFOP.

3.8.7. AVALIACAO DOS PARAMETROS BIOQUIMICOS

Juntamente com a coleta de sangue para as dosagens hematolégicas, foi coletado 1,0
mL de sangue de cada animal, este foi acondicionado em tubos plasticos (eppendorf) sem
anticoagulante e imerso imediatamente em banho-maria para que a coagulacdo fosse mais
rapida e para evitar hemdlise. O sangue foi centrifugado a 13.000 rpm durante 30 minutos no
equipamento Centrifuge 5415D do Laboratério de Desenvolvimento Galénico e
Nanotecnologia da UFOP. O soro obtido foi armazenado a -4° C e depois utilizado para as

dosagens bioquimicas.
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As determinacgdes dos niveis séricos de uréia, acido Urico, creatinina, amilase, AST
(TGO), ALT (TGP), fosfatase alcalina e proteinas totais foram realizadas no Laboratorio
Piloto de Analises Clinicas (LAPAC) da Universidade Federal de Ouro Preto.

3.8.8. AVALIACAO HISTOPATOLOGICA

Os animais foram eutanasiados por exsanguinagdo com anestesia no sétimo ou 14° dia
apos tratamento. Durante a necropsia foram coletadas amostras do figado, rins, pulmdes e
encéfalo. Os orgdos foram fixados em solucdo de formol a 10% tamponado (pH=7,2) (item
3.10.8.1) com o objetivo de preservar a morfologia e a composicao do tecido até a confecgdo
das laminas no Laboratério de Imunopatologia, NUPEB, UFOP sob a colaboracdo da
professora Dr* Claudia Martins Carneiro. Apods fixacdo, os tecidos foram processados
rotineiramente e incluidos em parafina. A cada animal foi dado um cédigo que apenas foi

revelado ao final de todas as analises.
3.8.8.1. PREPARO DO FORMOL PARA FIXA(;AO

Para fixar tecidos moles, o formol foi empregado na concentragcdo de 10% em solugéo

isotdnica e tamponada, para tanto foi diluido como abaixo:

Formol puro (formol 40% PA)........ccceiiiiiiiiiieiee e 100 mL
AQUA ESEIATA. .........covrieieceece e 900 mL
Fosfato de s0dio MONODASICO.........cccvevieiieiiee e, 409
Fosfato de sOdio diDASICO..........ccccvvveierierierese e 6,59

3.8.8.2. DESIDRATACAO, DIAFANIZACAO E INCLUSAO EM PARAFINA

Os tecidos foram submetidos a desidratacdo em concentragcdes crescentes de alcool
(70%, 80%, 90% e absoluto) sendo que os fragmentos permaneceram imersos por um periodo
de 20 minutos em cada alcool. Apés a etapa de desidratacdo, foi realizado o processo de
diafanizacao, que tem como objetivo tornar o tecido transltcido. A diafanizacao consistiu em
submeter os fragmentos a dois banhos de xilol com duracdo de 10 minutos cada.
Posteriormente, os tecidos foram impregnados e incluidos em parafina, utilizando dois banhos
para que ocorresse penetracdo nos vasos sanguineos e espacos intercelulares. Foram

confeccionados blocos contendo cada um os 6rgaos de cada animal.
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3.8.8.3. MICROTOMIA

Os blocos de parafina, contendo os fragmentos dos 6rgdos, foram submetidos a
microtomia, sendo obtidos dois cortes seriados com 4 um de espessura. Cada corte foi
colocado em banho-maria para que as fitas fossem esticadas e posteriormente sobre as

laminas de vidro que foram em seguida colocadas na estufa (60° C) para secagem.
3.8.8.4. COLORACAO (HEMATOXILINA-EOSINA)

Os cortes foram submetidos a coloragdo com Hematoxilina-Eosina para analise geral
das alteraces histopatoldgicas.

O processo de coloragdo se iniciou com a imersdo das laminas em dois banhos de
xilol, de duracdo de 15 minutos cada, para desparafinizagdo. Em seguida estas laminas foram
imersas em banhos de alcool absoluto, alcool 90%, alcool 80%, alcool 70%, e agua sendo
cada um dos banhos de 5 minutos para re-hidratacdo. Apos a re-hidratacao, as laminas foram
imersas no corante Hematoxilina (corante acido) por 10 minutos, em seguida lavadas em agua
corrente por 5 minutos. A seguir foi feita a diferenciacdo com a passagem rapida das Iaminas
em alcool-acidulado. Novamente as laminas foram lavadas em agua corrente por 5 minutos.
Finalizada esta etapa, as laminas foram imersas no corante eosina (corante basico), por 30
segundos, e em seguida lavadas em agua corrente por 1 minuto. Logo apds, as laminas foram
imersas em trés banhos de alcool absoluto rapidamente e levadas a estufa a 60° C por alguns
minutos para secagem. Depois de secas, as laminas foram imersas em xilol e montadas com

Entellan (Merck) e laminula.
3.8.8.5. ANALISE HISTOPATOLOGICA

A analise histopatoldgica consiste na avaliacdo das seccfes histoldgicas obtidas dos
orgdos a fim de se verificar possiveis alteracdes provocadas pelo tratamento, tais como
presenca de infiltrado inflamatorio, espessamento, necrose e apoptose celular, entre outros.

Os cortes corados por HE foram avaliados qualitativa e quantitativamente. As analises
qualitativas foram realizadas nos diferentes 6rgdos (figado, rins, pulmdes e encéfalo)
utilizando-se as objetivas de 10 e 40X do microscopio Olympus BX50, pentaocular localizado
na Escola de Farmécia, UFOP, a fim de verificar alteracbes teciduais e presenga de
aglomerados de neutrofilos polimorfonucleares (PMN). O infiltrado inflamatorio no figado

foi quantificado em 20 imagens (campos) aleatérias (4rea total percorrida igual a 1,5 x 10°
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um?) utilizando-se a objetiva de 40X. A analise morfométrica do infiltrado inflamatério neste
orgdo foi realizada em imagens digitais obtidas através da microcadmera Leica DFC340FX
associada ao microscopio Leica DM5000 B e todas as imagens foram analisadas pelo
software de anélise e processamento de imagem Leica Qwin no Laboratorio Multiusuarios do
NUPEB, UFOP. O processo inflamatorio foi determinado pelo nimero de nucleos celulares
presentes nos tecidos analisados e os animais tratados com as diferentes doses de LPIiE com
valores da quantificagdo nuclear acima da media observada nos animais nao-tratados * erro

padrédo foram considerados com inflamacéo.
3.9. ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram apresentados como média + erro padrdo da média (e.p.m.) com n > 6
para cada grupo experimental. Os resultados foram submetidos a anélise de variancia (One-
way ANOVA) seguida do teste de Dunnet para analise dos grupos teste em relacdo ao grupo
controle. Para avaliar a locomog¢do dos animais no campo aberto e o numero de rearing, foi
utilizado o teste t e para 0 método de tragéo os resultados foram expressos em porcentagem de
animais que ndo obtiveram éxito no teste e a significancia estatistica foi avaliada pelo teste
exato de Fisher. Para a analise morfométrica do figado foi utilizada a analise de variancia
(One-way ANOVA) seguida do teste de Tukey. Para todas as analises foi adotado intervalo de
confianca de 95%, sendo que as diferencas foram consideradas significativas quando o valor
de P foi menor ou igual a 0,05 (P < 0,05). Todas as analises estatistica utilizaram o Software
GrafPad Prisma 5.0.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
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4.1. OBTENCAO DOS EXTRATOS PARA ANALISE FITOQUIMICA

O extrato etandlico bruto de L. pinaster (LPiE) obtido por percolacdo exaustiva com
etanol (PA) das partes aéreas seca e triturada apresentou um rendimento de 12,4% (p/p). O
rendimento extrativo foi calculado pela razdo da massa do extrato etandlico seco pela massa

do material vegetal coletado (Figura 4.1).

Planta
Pulverizada
(2.139,0 9)

EtOH

Extrato
Etandlico Bruto
(265,0 )

Figura 4.1 — Obtencdo do extrato etanolico bruto das partes aéreas de L. pinaster.

4.2. ANALISE FITOQUIMICA DO EXTRATO ETANOLICO BRUTO

A presenca de classes de metabdlitos secundarios no extrato etanélico bruto (LPIE) foi
avaliada qualitativamente por CCD, utilizando reveladores especificos (WAGNER et al.,
1984). Foram avaliadas as presencas de fenilpropandides, flavondides, antraquinonas,
terpendides, saponinas, cumarinas, heterosideos cardioténicos e alcaldides. Entre as classes
avaliadas somente cumarinas, heterosideos cardiotdnicos e alcaldides ndo foram detectados,
conforme a Tabela 4.1. Esta andlise qualitativa é de fundamental importancia para a acao
farmacoldgica de acordo com cada substancia presente para que haja uma correlacdo entre
atividades biologicas.

As substancias agliconicas e 0s respectivos heterosideos comportam-se no ensaio de
Borntrdeger de maneira diferente em solucdo e em presenca de reagente alcalino, como
revelam as cores das solugdes obtidas. As substancias 1,8- hidroxiantraquindnicas exercem
efeito mesomeérico acentuado, decorrentes dos grupos carbonilas. Este estado de mesomeria é
alcancado pela formacdo de uma ponte de hidrogénio, resultado de um sistema de quatro
anéis. Em solucdo, as moléculas absorvem a luz num comprimento de onda proximo a 430
nm, apresentando cor amarela-laranja. A cor vermelha observada na reacdo de Borntréeger
deve-se a ionizagdo das hidroxilas fendlicas, 0 que produz uma maior ressonancia molecular.

Os méximos de absorcao deslocam-se no sentido dos maiores comprimentos de onda (cerca
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de 520 nm) e as solugdes alcalinas mostram-se coradas de vermelho. Nos monoglicosideos,
em virtude de uma hidroxila se encontrar blogueada, o efeito mesomérico é diminuido, assim
0 maximo de absorc¢éo retrocede para menores comprimentos de onda (cerca de 490 nm) e a
solucéo aparece corada de laranja avermelhada. Nas antronas, ndo se acentuam os fenémenos
de ressonancia e as suas solugdes em meio alcalino produzem apenas uma cor amarela. Essa
cor, obtida nos ensaios positivos da reacdo de Borntrdeger, desaparece depois da adi¢do de pd
de aluminio e de KOH, pela reducdo das formas oxidadas. Mas, basta agitar o tubo para se
reoxidarem ao ar, readquirindo a cor vermelha (SOUZA et al., 2003).

Dependendo do grau de acidez ou alcalinidade, as antocianidinas adotam diferentes
estruturas quimicas. Cada uma dessas estruturas apresenta absorcao caracteristica na regido do
espectro visivel (BROUILLARD & DUBOIS, 1977). As modificacdes estruturais das
antocianidinas em &gua sdo devidas a alta reatividade da aglicona. Em meio acido e
temperatura de 25° C, quatro estruturas coexistem em equilibrio: o cétion flavilium (AH"), a
base quinoidal (A), a pseudo base ou carbinol (B) e a chalcona (C). Entretanto, somente o
cation flavilium e a base quinoidal apresentam coloracdo, o carbinol e a chalcona séo

incolores (Figura 4.2).

Figura 4.2 - Estruturas que coexistem em equilibrio no meio acido (Adaptado de BROUILLARD & DUBOIS,
1977).
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Tabela 4.1 - Identificacdo qualitativa dos metabolitos secundarios do extrato etanolico bruto
de L. pinaster Mart.

Classe de Metabdlitos Dados descritos na
. . Resultados do teste .
Secundarios literatura
) . Sim (Duarte, 1999; Silvei
Fenilpropandides + Bunie rveira
et al., 2005)
Sim (Oliveira et al., 1996;
Flavonoides + Duarte, 1999; Silveira et al.,
2005)
Antraquinonas + Sim (Pinheiro, 2002)
Sim (Duarte, 1993; Oliveira
Terpenoides + etal., 1996; Pinheiro, 2002;
Silveira et al., 2005)
Saponinas + Sim (Pinheiro, 2002)
Cumarinas - Nao
Heterosideos cardiotonicos - Nao
Alcalbides - Nao

Legenda: (-) auséncia
(+) presenca

Estes resultados corroboram com os dados da literatura que indicam a presenca de
flavonoides,  triterpenoides, lactonas  sesquiterpénicas,  fenilpropandides  (acidos
cafeoilquinicos) (BORELLA et al., 1998; DUARTE, 1999; JORDAO, 2003; FERREIRA et
al., 2005; GRAEL et al., 2005; SANTOS et al., 2005; GOBBO-NETO et al., 2008) nas
espécies de Lychnophoras. Estas substancias sdo marcadores taxondmicos da subtribo
Lychnophorine, tribo Vernoniae (HARBORNE et al., 1977, BOHLMANN & JAKUPOVIC,
1990). Muitas dessas substancias, provavelmente, tem funcdo de protecdo contra a alta
insolagdo e radiacéo ultravioleta (ROTH, 1995) e repelem herbivoros durante o crescimento
vegetativo (CROTEAU & JOHNSON, 1984) sendo importantes na adaptacdo a ambientes
xericos (FAHN, 1986).

De modo geral, os metabolitos secundarios que mais se destacaram na espécie L.
pinaster foram os flavonoides, terpenoides e fenilpropandides, conforme Tabela 4.1. Nos
estudos de atividades bioldgicas desta espécie verificou-se que o extrato etanolico bruto
demonstrou atividade citotdxica frente a Artemia salina (FERRAZ- FILHA, 2008) e atividade
tripanossomicida devido a presenca de lactonas sesquiterpénicas (terpendides) como o &cido
licnoféico (OLIVEIRA et al., 1996). As LSTs sdo metabdlitos secundarios conhecidos por
apresentarem atividade citotoxica (KUPCHAN et al., 1971; LE QUESNE et al., 1976;
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CANALLE et al., 2001; SCOTTI et al., 2007). Além dessas atividades, testes de atividade
anti-inflamatoria realizados com o extrato bruto de L. pinaster mostraram uma alta atividade
inibitéria da xantina oxidase in vitro (FERRAZ-FILHA et al., 2006) e uma atividade
antiedematogénica significativa no modelo de edema de pata induzido por carragenina em
camundongos (GUZZO et al., 2008). Propriedades analgésicas também foram demonstradas
no extrato bruto desta espécie (GUZZO et al., 2008). Estes testes mostram que as atividades
podem estar relacionadas a presenca de flavonoides, terpendides e fenilpropandides.

Os compostos fendlicos s@o toxicos aos patdgenos e sdo produzidos rapidamente na
defesa do vegetal e se acumulam apds a infeccdo, especialmente em variedades resistentes. Os
flavonoides, taninos, acidos clorogénico e caféico sdo exemplos de alguns desses compostos
(CAMPOS et al., 2004).

Diversas atividades como: hemolitica, moluscicida, anti-inflamatéria, antifingica,
antimicrobiana, antiparasitaria, antitumoral e antiviral tém sido associadas as saponinas
(SPARG et al.,, 2004). Santos e colaboradores, 2001, conseguiram isolar uma saponina
diglicosilada, a chikusetsusaponina, pela primeira vez revelando a ocorréncia desta classe de
compostos na espécie Lychnophora ericoides Mart. Rattanathongkom e colaboradores, 20009,

demonstraram que a chikusetsusaponina € um potente agente contra a replicagéo viral.
4.3. OBTENCAO DO PERFIL CROMATOGRAFICO POR CLAE-FR

A técnica de CLAE pode ser util na determinacdo da impressdo digital de diversas
espécies vegetais. Isso traz uma grande quantidade de informagdes, incluindo autenticidade da
amostra, determinagdo de marcadores taxonomicos, identificagdo de constituintes padroes
relacionados com a localidade da planta, suporte para estudos genéticos (espécies hibridas),
diferencas entre espécies que possuem semelhancas anatdbmicas e atividades bioldgicas
relacionadas ao perfil fitoqguimico (ABOURASHED et al., 2003).

A caracterizacdo das substdncias presentes no extrato etanolico bruto (LPIiE) L.
pinaster foi realizada por CLAE, utilizando o método de padrdo externo. O cromatograma da
amostra (LPIE) foi comparado aos cromatogramas de padrdes, tais como acido caféico (1),
acido clorogénico (2), quercetina (3) e vitexina (4). Os pardmetros para a caracterizagdo das
substancias presentes foram o tempo de retencdo (TR) e 0 espectro no ultravioleta obtido para
aquele determinado pico.
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O cromatograma do extrato etanodlico bruto (LPIE) esta representado a seguir, na
Figura 4.3 e as substancias identificadas com seus respectivos tempos de retencdo (em

minutos) estdo apresentadas na Tabela 4.2.

T T T T T T T T T T T
0,00 5,00 10,00 15,00 20,00 25,00 30,00 35,00 40,00 45,00 50,00 53,00 50,00
Minutes

Condicdes de andlise: A: solucdo 3,33 x 10 M de H3PO,; B: metanol + 1% de solugdo 3,33 x 102 M de
H3POy4; 0 min.: 80:20; 20 min.: 60:40; 30 min.: 50:50; 40 min.: 10:90; 50 min.: 20:80; 55 min.: 80:20; 60 min.:
80:20.

Pré-coluna Waters Symmetry® C18 (22 mm x 4,6 mm x 5 um), coluna Waters Spherisorb® C18 (150 mm x 4,6
mm x 5 um). Fluxo:1,0 mL/min. Temperatura da coluna:35° C

Figura 4.3 - Cromatograma do extrato etanélico bruto (LPIiE) de L. pinaster (fingerprint).

Os cromatogramas dos padrdes, acido caféico (azul), acido clorogénico (verde claro),
quercetina (rosa) e vitexina ( ), foram plotados no mesmo eixo do cromatograma do
extrato etandlico bruto (LPIiE) para a comparacdo dos tempos de retencdo (Figura 4.4). Como
0 extrato possui apenas picos de baixa intensidade no comprimento de onda analisado, néo foi

possivel sua visualizagdo, podendo apenas verificar a presenca dos padrdes.
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Figura 4.4 — Cromatogramas representando o perfil de LPIiE (I), padrdo acido caféico (I ), padréo acido
clorogénico (I ), padrdo vitexina () e padrdo quercetina ( I) em CLAE-FR [coluna Waters Spherisorb® C18
(150 mm x 4,6 mm x 5 pm); Solvente A: solugdo 3,33 x 10 M de H;PO,; Solvente B: metanol + 1% de solugio
3,33 x 102 M de H3PO,; Gradiente: 80% de A em 0 min, 60% de A em 20 min, 50% de A em 30 min, 10% de
em 40 min, 20 de A em 50 min, 80% de A em 55 min, 80% de A em 60 min; fluxo de 1,0 mL/min, A = 254 nm]

e espectros no UV.

Tabela 4.2 - Comparacdo entre os tempos de retencdo (TR) das substancias utilizadas como

padrdes e aqueles observados no extrato etanolico bruto (LPIE) de L. pinaster.

A TR (min.)
Substancia 5 40 LPIE
Acido caféico

8,20 7,11
J&
. 1021 10,51
clorogénico (2)
Vitexina (3) 16,00 16,35

Quercetina (4) 28,33 28,35
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A comparacdo dos tempos de retencdo do extrato etandlico bruto (LPiE) com amostras
auténticas levaram a caracterizacdo de compostos fendlicos mostrados na Tabela 4.2, exceto
do acido cafeico. Somente os picos que mostraram tempo de retencdo semelhante aos padrdes

foram considerados.
4.4. ENSAIOS FARMACOLOGICOS
4.4.1. AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA

Compostos derivados de plantas possuem valor historico como fontes de agentes anti-
inflamatdrios. Desta forma, a busca por novas drogas que interfiram efetivamente com os
processos inflamatorios é de grande importancia (CALIXTO et al., 2003; 2004).

Devido ao uso popular da espécie L. pinaster como anti-inflamatorio, analgésico,
cicatrizante, para traumatismos, reumatismos, contusdes e picadas de insetos (RODRIGUES
et al., 2001), foi avaliada a atividade anti-inflamatdria topica in vivo do extrato etanolico bruto
(LPIE) e de suas quatro fragcdes na concentracdo de 5% com o objetivo de descobrir a fragdo
mais ativa.

Entre os diversos métodos utilizados para investigar o efeito anti-inflamatorio de

drogas, incluindo produtos naturais, 0 mais comumente empregado é o modelo de inflamacao
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gue usa como agente flogistico a carragenina injetada na pata traseira de ratos (WINTER et
al., 1962; VINEGAR et al., 1969; CRUNKHORN & MEACOCK, 1971; HENRIQUES et al.,
1987; MORRIS, 2003; SULEYMAN et al., 2003; POSADAS et al., 2004; ARYA &
KUMAR, 2005). Este modelo permite avaliar o potencial anti-inflamatorio tanto por via
topica quanto sistémica de varios agentes, sejam eles compostos sintéticos, extratos de plantas
ou compostos isolados (GABOR, 2000; DE YOUNG et al., 1989). Além disso, quando o
objetivo € o desenvolvimento de medicamentos de uso topico, esse modelo oferece ainda a
vantagem de identificar compostos que apresentam uma permeacdo cutanea apropriada de
forma a atingir concentragdes adequadas na pele para exercer um efeito farmacologico
(BOUCLIER et al., 1990).

A injecdo subplantar de carragenina induz um aumento agudo e progressivo do
volume da pata dos animais. O edema, que é proporcional a intensidade da resposta
inflamatoria, constitui-se em parametro Gtil na avaliagdo da atividade anti-inflamatdria
(PEREIRA et al., 2006). Este modelo de inflamag&o envolve a liberacdo de varios mediadores
que induzem a reacdo inflamatdria em fases distintas (VINEGAR et al.,1969; DI ROSA et al.,
1971a, 1971b, DI ROSA, 1972 ; HENRIQUES et al., 1987, SULEYMAN &
BUYUKOKUROGLU, 2001; MORRIS, 2003). Durante a primeira hora, o edema de pata
induzido por carragenina deve-se ao trauma da inje¢do. Na fase inicial (60-90 min) ocorre a
liberacdo de histamina e serotonina. A fase intermediaria (aumento da permeabilidade
vascular) é mantida por cininas (principalmente a bradicinina produzida pela calicreina) que
ocorre no periodo de 90-150 minutos. A fase final (150 min-6h) esta correlacionada a elevada
producéo de prostaglandinas e produtos da atividade da ciclooxigenase que atuam na resposta
inflamatdria (PERIANAYAGAM et al., 2006), principalmente os produtos da ciclooxigenase-
2 (COX-2) (SEIBERT et al., 1994). Nesta ultima fase da reacdo inflamatoria as
prostaglandinas desempenham acdo principal caracterizada por hiperalgesia, migracdo de
leucdcitos e edema pronunciado, com pico entre a terceira e quarta hora (HENRIQUES et al.,
1987; ARYA & KUMAR, 2005). As cininas e as prostaglandinas sdo apontadas como as
principais substancias desencadeantes deste edema (VANE & BOLTING, 1995; VINEGAR
et al., 1987). A Tabela 4.3 apresenta os resultados do teste de edema de pata induzido por
carragenina utilizando o Cataflam Emulgel® (diclofenaco de dietilamonio 11,6 mg/g) e
diclofenaco de dietilamdnio incorporado em emulgel como controles positivos. O diclofenaco

¢ um anti-inflamatério ndo-esteroidal com baixa seletividade para a COX-2 (CRYER &
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FELDMAN, 1998), classicamente utilizado em modelos animais da inflamagdo (SUMEN et
al., 2001). No edema induzido por carragenina, a COX-1 predomina nas primeiras duas horas
seguido do predominio da COX-2 na terceira hora do estimulo (SEIBERT et al., 1994;
TORIYABE et al., 2004). O diclofenaco afeta indistintamente, ambas as isoformas de COX
sendo mais eficiente na modulagdo do edema inflamatorio quando comparado as drogas
seletivas da COX-2 (CAVALCANTE, 2007). Por ser um inibidor da COX,
consequentemente, reduz a producdo de PGs evitando a potencializacdo exercida pelo efeito
vasodilatador destes mediadores lipidicos reduzindo, assim, o edema inflamatorio
(TULUNAY, 2000).

Tabela 4.3 - Variacdo percentual (%) da espessura das patas dos animais ap6s injecdo de

carragenina ou introducdo da agulha na pata (sham) e tratamento topico

Tratamento topico Variagao da espessura das patas (%)

Emulgel base 36,13 + 1,08
Diclofenaco (Cataflam®) 6,92+0,51*
Diclofenaco (Formulacéo) 518+1,02*
Sham 3,10+ 0,59 *

LPIiE (5%0) 12,35 +2,24 *

LPiH (5%) 10,61+ 1,53 *

LPiD (5%) 9,77+128*

LPIiA (5%) 17,78 +1,79 *

LPiM (5%0) 7,63+£0,79*

LPiM (1%0) 14,98 £ 0,56 *

*P < 0,05 comparado ao grupo controle tratado com carragenina e emulgel base (ANOVA seguido do teste
Dunnett). Extratos e fracdes foram testados a 5% e 1% (p/p). Os valores representam a média + e.p.m. em %. As
medidas foram realizadas antes e 3 h depois da administracéo da carragenina (0,1%) em camundongos.

A via de administracdo escolhida foi a topica, pois as arnicas brasileiras sdo utilizadas
de maneira semelhante a arnica europeia (Arnica montana). Preparagdes utilizando flores de
Arnica montana séo utilizadas na medicina tradicional para tratamento topico de doencas
inflamatorias e efeitos pds-traumaticos (MERFORT, 2003). A administracdo topica representa
uma via alternativa da administracdo oral e intravenosa de ativos medicamentosos e oferece
muitas vantagens como auséncia de efeito de primeira passagem, liberacdo continua da droga,
diminuicdo dos efeitos colaterais e melhor aceitacdo do paciente (GUY & HADGRAFT,
1985; GWAK & CHUN, 2002).
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A base escolhida foi a de emulgel, pois os padrdes empregados estavam veiculados
nesta formulacdo, a fim de evitar possiveis interferentes dos veiculos na permeacdo cutanea.
Escribano e colaboradores, 2003, realizaram um estudo com amostras de pele humana e
diclofenaco e verificaram que diferentes bases promoviam varidveis permeacfes do farmaco.
Emulgéis, preparacdes relativamente novas, sdo sistemas 0Oleo-4gua, contendo uma goma
como espessante da fase aquosa externa e podem ser constituidas de uma preparacdo
geleificada na qual se incorpora um agente emulsificante ou um emulsificante em conjunto
com uma fase oleosa que pode ser um 6leo mineral ou vegetal (MARQUARDT & SUCKER,
1998; GOOGRICH, 1997).

A administracdo topica de LPIE na concentracdo de 5% reduziu significativamente o
edema de pata mensurado 3 h apds a administracdo de carragenina, comparado ao grupo
controle (emulgel base), sugerindo uma atividade anti-inflamatdria desse extrato (Tabela 4.3).

O medicamento comercial empregado (Cataflam) e o formulado neste trabalho
apresentaram atividades semelhantes entre si e foram capazes de reduzir significativamente o
edema (Tabela 4.3).

As patas sham que receberam o tratamento com os emulgéis contendo o extrato
etandlico bruto e as quatro fragdes ndo desenvolveram edema de maneira semelhante ao grupo
sham tratado com emulgel base. A andlise estatistica mostrou que ndo houve diferenca
significativa entre os sham (dados ndo mostrados). Essas observacgdes indicam auséncia de
atividade pré-inflamatoria da base, do extrato de L. pinaster e de suas fracGes por via topica.

Como mostra a Tabela 4.3, todas as fragdes obtidas do extrato etanélico bruto (LPiH,
LPiD, LPiA e LPiM) na concentracdo de 5% e o LPiM na concentragdo de 1% foram capazes
de reduzir significativamente o volume do edema dos animais tratados em compara¢do com
0s animais controle, mas a fracdo mais ativa foi a LPiM a 5%. Avaliou-se a atividade anti-
inflamatdria da fracdo metandlica em 5% e 1% para verificar se o efeito seria semelhante para
ambas concentragOes ou se diminuiria em uma concentracdo menor. Os resultados mostram
que o efeito anti-inflamatdrio da formulacdo contendo 5% da fragdo metandlica foi similar ao
efeito do Cataflam e da formulagdo com diclofenaco e a atividade anti-inflamatoria da fracédo
metanolica a 1% foi semelhante ao extrato etandlico bruto (LPiE). Assim, houve uma reducao
do efeito anti-inflamatorio quando reduziu-se a concentracéo da fracdo metandlica.

Os resultados obtidos estdo em acordo com Azevedo, 2004, que demonstrou a

atividade antiedematogénica da solucao hidroalcodlica do extrato de L. pinaster administrada
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por via oral em camundongos e também com os dados de Guzzo e colaboradores, 2008, que
administraram topicamente o extrato de L. pinaster e mostraram que este produzia um efeito
anti-inflamatorio estatisticamente semelhante ao padrdo diclofenaco gel. Outros trabalhos
com Lychnophoras também mostram esta atividade anti-inflamatoria, tais como Santos, 2006,
que avaliou a eficacia do extrato de L. ericoides em edema de pata de ratos Wistar induzida
por carragenina e comprovou uma significativa reducdo. E ainda, Contrera e colaboradores,
1985, estudaram a tintura-mée de raizes de L. ericoides em feridas cuténeas de ratos e
verificaram que houve retardo na cicatrizacdo das feridas e diminuicdo do edema nos animais
submetidos ao tratamento com a tintura em relagéo ao controle.

A investigacdo quimica do género Lychnophora proporcionou a descoberta de varios
sesquiterpendides, diterpenoides, triterpenoides, lactonas sesquiterpénicas, esteroides,
poliacetilenos, lignanas e flavondides (SARTORI et al., 2002; SAKAMOTO et al., 2003).
Estudos fitoquimicos da espécie L. pinaster levaram ao isolamento de triterpenos, tais como
lupeol, uma mistura de a e P—amirina e fridelina, lactonas sesquiterpénicas como 15-
desoxigoiazensolido, flavondides como a quercetina, pinobanksina, vitexina (8-C-f-
glicosilapigenina) e isovitexina (6-C-p-glicosilapigenina) e acidos fenolicos como acido
caféico, acido isoclorogénico e &cido cinamico (DUARTE, 1993; OLIVEIRA et al., 1996;
DUARTE, 1999; SILVEIRA et al., 2005 e FERREIRA et al., 2005).

A atividade anti-inflamatdria, em muitas espécies vegetais, pode ser atribuida a
presenca triterpenos (AHMAD et al., 1983; SAFAYHI & SAILER, 1997; MENDES, 2004).
Diversos estudos realizados com a mistura de a- e f-amirina mostraram a potente atividade
anti-inflamatoria desses triterpenos (OLIVEIRA et al., 2004; OLIVEIRA, 2005 e OLIVEIRA
et al., 2005a). O lupeol administrado por via oral e intraperitoneal demonstrou atividade anti-
inflamatdria em testes de inflamacdo aguda e cronica em ratos e camundongos (GEETHA &
VARALAKSHMI, 1998). Em modelos de artrite cronica, o lupeol agiu como um potente anti-
inflamatdrio que ndo possui efeitos ulcerogénicos gastricos, sugerindo que este possui um
mecanismo de acdo diferente dos AINEs (GEETHA & VARALAKSHMI, 2001).

Flavondides sdo compostos fenolicos antioxidantes de vasta distribuicdo entre as
plantas (CALIXTO et al., 2003). Sdo conhecidos por exercerem um potente efeito inibitdrio
sobre indmeras enzimas relacionadas a ativagcdo celular e a produgdo de mediadores
inflamatorios (BRITO et al., 2007). Estudos recentes demonstraram que flavondides extraidos

de espécies vegetais da familia Asteraceae apresentaram atividade anti-inflamatoria in vivo
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(BUKHARI et al., 2007; MCKAY & BLUMBERG, 2006; FRANKE & SCHILCHER, 2005;
DELGADO et al., 2001) e in vitro (ZIELINSKA-PRZYJEMSKA & WIKTOROWICZ, 2006;
FRANKE & SCHILCHER, 2005). Flavondides como a vitexina e a isovitexina possuem
atividade anti-inflamatdria devido a suas propriedades anti-histaminicas, antibradicinina e
antisserotonina (PRABHAKAR et al.,, 1981). Estes flavondides demonstraram atividade
antioxidante e anti-inflamatoria topica utilizando modelo de edema de orelha (KIM et al.,
1998). Sridhar e colaboradores, 2006, mostraram que a vitexina é um potente agente anti-
inflamatdrio por inibir a 5- lipooxigenase. Esta juntamente com a ciclooxigenase-2 séo
importantes para a produc¢do e manutencdo da inflamacéo.

Conforme relatos da literatura (KIM et al., 1999; MARTINEZ-FLOREZ et al., 2005;
RAO et al., 2005; GARCIA-MEDIAVILLA et al., 2007), a quercetina, flavondide ja isolado
das espécies L. passerina (CHICARO et al., 2004), L. ericoides (BORELLA et al., 1998) e L.
pinaster (SILVEIRA et al., 2005), inibiu a producdo de NO e a expressdo de iNOS (6xido
nitrico sintase induzivel) in vitro o que também ja foi confirmado em estudos in vivo
(MORALES et al., 2006; SHEN et al., 2002).

Estudos fitoquimicos demonstraram que o género Lychnophora acumula lactonas
sesquiterpénicas. Estas parecem modular muitos processos que influenciam reacdes
inflamatorias, como exemplos, fosforilagdo oxidativa, agregacdo plaquetéria, liberagdo de
histamina e serotonina (HALL et al., 1980; SCHRODER et al., 1990). Essas atividades sdo
mediadas quimicamente por estruturas carbonilicas a,B-insaturadas, que reagem com
nucleofilos, especialmente grupos cisteina sulfidrilicos (PICMAN et al., 1979; PICMAN,
1986; SCHMIDT, 1999). O furanoheliangolido 15-desoxigoiazensolido é uma lactona
sesquiterpénica isolada de varias espécies da subtribo Lychnophorinae (tribo Vernonieae,
familia Asteraceae), e possui um grupo a-metileno-y-lactona e um grupo carbonila ao.,f,y,0-
insaturada (SAKAMOTO et al., 2003; CROTTI et al., 2005). A atividade anti-inflamatdria
das lactonas sesquiterpénicas é principalmente atribuida a inibi¢do do fator de transcrigdo NF-
kB (LYSS et al., 1997; RUNGELER et al., 1999; MAZOR et al., 2000; SIEDLE et al., 2004).
O NF-kB ¢ um mediador central na resposta imunoldgica, pois regula a sintese de
interleucinas pro-inflamatorias como a IL-1, IL-2, IL-8 e TNF-a, bem como modula o gene da
ciclooxigenase-2, oxido nitrico sintase, imunorreceptores, moléculas de adeséo e fatores de
crescimento hematopoiético (HALL et al., 1980; SCHRODER et al., 1990; BAEUERLE &
HENKEL, 1994; LYR et al., 1998; KARIN & DELHASE, 2000). A inibicdo dessa proteina
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por alquilacdo seletiva de sua subunidade p65, provavelmente atraves da reacdo com residuos
de cisteina, é a chave para a regulacdo dos genes envolvidos na resposta imune e inflamatoria
(RUNGELER et al., 1999; LYR et al., 1998; GARCIA-PINERES et al., 2001).

Os outros componentes quimicos presentes em Lychnophoras sdo os acidos fenélicos
tais como o acido caféico, clorogénico e cinamico (SANTOS et al., 2005; SILVEIRA et al.,
2005). Os éacidos fenolicos caracterizam-se por terem um anel benzénico, um grupamento
carboxilico e um ou mais grupamentos hidroxila e/ou metoxila na molécula, conferindo
propriedades antioxidantes tanto para os alimentos como para 0 organismo, sendo, por isso,
indicados para o tratamento e prevencdo do céncer, doengas cardiovasculares e outras
enfermidades (KERRY & ABBEY, 1997; BRAVO, 1998; CROFT, 1998; FERGUSON &
HARRIS, 1999).

Estes compostos podem funcionar como antioxidantes, sequestrando radicais e
algumas vezes como quelantes de metais (SHAHIDI et al., 1992), agindo tanto na etapa de
iniciacdo como na propagacdo do processo oxidativo. Os produtos intermediarios, formados
pela acdo destes antioxidantes, sdo relativamente estaveis devido a ressonancia do anel
aromatico apresentada por estas substancias (NAWAR, 1985). Os radicais livres podem ser
gerados no citoplasma, nas mitocéndrias ou na membrana e o seu alvo celular (proteinas,
lipideos, carboidratos e DNA) esta relacionado com o seu sitio de formacdo (ANDERSON,
1996; YU & ANDERSON, 1997). Dentre esses radicais estdo os de nitrogénio gerados em
processos inflamatorios pela acdo da enzima éxido nitrico sintase induzivel (iNOS) a partir de
arginina, oxigénio e NADPH, gerando também NADP+ e citrulina (CERQUEIRA &
YOSHIDA, 2002; KOLIOS et al., 2004; NUNES et al., 2006). Algumas citacbes foram
encontradas com relagdo a acdo antioxidante dos acidos fendlicos em sistemas bioldgicos, e
na maioria das vezes foram realizados estudos in vitro com estas substancias (SOARES
2002). Alguns estudos demonstraram que os acidos cafeoilquinicos, caféico e clorogénico,
apresentaram elevado potencial antioxidante utilizando o modelo de peroxidagdo de células
(KIMURA et al.,, 1984; PULLA REDDY & LOKESH, 1992; OHNISHI et al., 1994;
NARDINI et al., 1998) e também apresentaram um elevado poder antioxidante no modelo de
oxidacdo de LDL in vitro (LARANJINHA et al., 1994; VINSON et al., 1995; LARANJINHA
et al., 1996; VINSON & DABBAGH, 1998). O acido caféico no ensaio da atividade de 5-
lipooxigenase mostrou-se um inibidor do tipo ndo competitivo e de grande eficacia
(SUD’INA et al., 1993; MIRZOEVA & CALDER, 1996). Estes antioxidantes melhoram o
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sistema imunoldgico, ajudam a controlar a resposta inflamatdria e fortalecem a defesa
antioxidante, que por sua vez, protege as células normais do ataque da inflamacdo (STRAND,
2004).

Segundo Ferraz Filha, 2008, o extrato etanolico de L. pinaster apresentou atividade
antioxidante significativa. Esta atividade pode ser atribuida aos flavonoides e &cidos fenolicos
presentes no extrato da planta.

Além da atividade antioxidante, os acidos caféico e clorogénico apresentaram
atividade anti-inflamatdria no modelo de edema de pata induzido por carragenina (SANTOS
2006). Dentre as atividades bioldgicas atribuidas ao acido clorogénico foi demonstrado que
ele é capaz de inibir, embora fracamente, o edema topico em orelha de ratos induzido por
acido araquidénico (AA) (HUANG et al., 1991). Esta acdo baseia-se na inibicdo do acido
clorogénico sobre o metabolismo in vitro do AA em acido 5- hidroxitetraendico (5-HETE) e
8-hidroxitetraendico (8-HETE) (HUANG et al.,, 1991). Sendo estas duas, moléculas
precursoras, respectivamente, de prostaglandinas e tromboxanos.

Estudos prévios com acidos cafeoilquinicos dissubstituidos 3,5-dicafeoilquinico e 4,5-
dicafeoilquinico (GOBBO-NETO et al., 2005; SANTOS, 2006) demonstraram que estes ndo
apresentaram atividade anti-inflamatdria no edema de pata. Segundo Santos, 2006, os acidos
monocafeoilquinicos e os dicafeoilquinicos apesar de pertencerem a mesma série de isdmeros
e conterem as mesmas fun¢des quimicas apresentam diferencas estéricas interagindo de forma
diferente com as moléculas bioldgicas (modelo chave-fechadura).

Baseado no que foi exposto, propde-se que as atividades anti-inflamatodrias do extrato
etandlico bruto (LPIiE) de Lychnophora pinaster e de suas fragcbes (LPiH, LPiD, LPiA e
LPiM) podem estar atribuidas a presenca de terpendides, flavonoides, saponinas e &cidos
fenolicos detectados segundo a Tabela 4.1, pag. 59. Uma possivel explicacéo para a atividade
anti-inflamatoria do extrato etanolico bruto (LPIE) ser menos ativo que a fracdo metanolica
(LPiM 5%) pode estar relacionada com a concentracdo nesta fracdo das substancias mais
ativas (flavondides poliidroxilados e saponinas) enquanto que a presenca destas substancias
em LPIiE ocorre juntamente com muitos outros compostos tais como clorofila, ésteres de
acidos graxos, hidrocarbonetos saturados, terpenoides, acidos fendlicos e flavonoides menos
polares. Assim, o extrato LPIE estaria mais diluido reduzindo sua resposta inflamatdria nos
seus diferentes eventos (alteracGes vasculares, migragéo celular, producdo de mediadores e

espeécies reativas toxicas que ddo continuidade a resposta), explicando esta menor atividade.
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Os resultados obtidos justificam o uso do extrato etanolico de L. pinaster na medicina
popular como agente anti-inflamatério e indicam que a via tdpica é adequada para sua

utilizacdo.
4.4.2. AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTINOCICEPTIVA

O arsenal farmacoldgico para o tratamento da dor é composto, basicamente, por dois
grandes grupos de drogas analgésicas: os opidides, que atuam diretamente na transmissédo
nociceptiva do sistema nervoso central pela ligacdo em receptores opidides (HOSKIN &
HANKS, 1991; ZADINA et al., 1997), e drogas anti-inflamatorias ndo-esteroidais (AINES)
que previnem a sensibilizagdo de receptores periféricos e centrais da dor inibindo a
ciclooxigenase (CASHMAN, 1996).

Os analgésicos atuais, tais como opidides e as drogas anti-inflamatorias néo-
esteroidais, ndo sao adequados a todos pacientes e em todos os casos. Particularmente é na dor
cronica, onde se observa suas limitagbes, como por exemplo, nos numerosos efeitos
colaterais, incluindo propensao a tolerancia. Dessa forma, a pesquisa visando a descoberta de
outras terapias alternativas se faz necessaria. As plantas medicinais sao conhecidas por serem
importante fonte de novas substancias quimicas com potenciais efeitos terapéuticos. A
pesquisa com plantas utilizadas tradicionalmente pela populacdo no alivio de dores
desempenha papel estratégico na busca de novas drogas analgésicas (VONGTAU et al.,
2004).

Muito do que se sabe sobre os mecanismos da dor derivam de modelos experimentais.
Em geral, os testes algesimétricos inflamatorios sdo baseados na analise de respostas
comportamentais desencadeadas diretamente por um processo inflamatorio, como os modelos
de contorcdo abdominal e incapacitacédo articular, ou que séo deflagradas indiretamente por
um estimulo exdgeno priméario ou associado ao processo inflamatério como os testes de
retirada da pata evocada por presséo ou calor (LAVICH et al., 2005).

Em animais, a resposta nociceptiva pode ser detectada através de uma reacdo de fuga
ao estimulo nocivo. Além disto, manifestacGes fisiologicas de nocicep¢do medular ou
supramedular podem ser utilizadas na avaliacdo de possiveis efeitos analgésicos de drogas e
seus mecanismos de ag¢ao, bem como no entendimento do processo doloroso. Muitos métodos
para a avaliacdo da atividade analgésica em animais foram idealizados. Esses testes envolvem

a aplicacdo de estimulos dolorosos padronizados e a observacdo da resposta do animal e,
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entdo, verificacdo da capacidade de uma droga ou procedimento de alterar a intensidade da
resposta ao estimulo nocivo. Nestes testes, 0 estimulo minimo em intensidade e duragéo deve
ser preferencialmente usado de modo que os animais experimentais ndo sejam submetidos a
sofrimento injustificado ou a traumatismos fisicos (ZIMMERMANN, 1983).

A escolha do método mais apropriado para avaliacdo da resposta nociceptiva é
fundamental para a correta interpretacdo e estudo dos mecanismos envolvidos na transmisséo
da resposta dolorosa e dos agentes que interferem nestas vias. As caracteristicas desejaveis de
um método de avaliacdo incluem a reprodutibilidade além de ndo ser invasivo e permitir a
quantificacdo do fendmeno (LE BARS et al.,, 2001). A habilidade de medir o limiar
termonociceptivo em roedores é uma ferramenta importante na pesquisa da dor, ja que é
considerada uma indicacdo direta da condicdo nociceptiva (GALBRAITH et al., 1993). A
utilizacdo de um teste térmico traz algumas vantagens sobre estimulos mecénicos, pelo fato de
serem ativados basicamente os nociceptores especificos, enquanto a estimulacdo mecénica
pode ativar também mecanoceptores de baixo limiar (fibras AB) (LE BARS et al., 2001).

O modelo da placa quente é um dos testes termo-algesimétricos comumente utilizados
para investigacdo de nocicepcdo e analgesia em roedores. Este método foi originalmente
descrito por Woolfe & Macdonald, 1944. Posteriormente, foram propostas adaptacdes ao teste
visando uniformizar e aumentar sua reprodutibilidade (EDDY & LEIMBACH, 1953). Estes
autores propuseram que fossem utilizadas temperaturas entre 50 e 55° C, caracterizando
melhor a resposta observada. A técnica consiste no registro temporal do inicio da resposta
nociceptiva dos animais colocados sobre uma superficie com temperatura constante.
Decorridos alguns segundos o estimulo térmico se torna aversivo e 0s animais reagem com
um padrdo consistente de comportamento. As respostas observadas incluem salto, pontapés,
sapateio, sacudida da pata, lambida ou até mesmo a contencdo da pata junto ao corpo. A
observacao de um destes comportamentos determina o final do teste. Parte da confiabilidade
deste teste reside no fato de que estes comportamentos raramente sdo manifestados pelo
animal na auséncia do estimulo térmico (EDDY et al., 1950). Este teste é capaz de detectar e
quantificar os efeitos analgésicos de drogas que atuam no sistema opioidérgico e as que
previnem a sensibilizacdo de nociceptores, tais como a morfina e AINEs (paracetamol e acido
acetilsalisilico). A temperatura da placa quente em torno de 50° C é suficiente para
desencadear resposta nociceptiva sem causar lesées na pata do roedor, quando o teste é bem

conduzido (TJALSEN et al., 1991). Os testes onde a temperatura da placa quente é inferior a

Simane Uparecida Fevieira Pagina 72



Resultadas e Discussae

50° C apresentam maior tempo de laténcia, porém com a desvantagem de aumentar a
variabilidade das leituras. (O’CALLAGHAN & HOLTZMAN, 1975; HANDWERKER,
1983; HUNSKAAR et al., 1986).

Os resultados apresentados na Tabela 4.4 mostram o efeito das diferentes doses do
extrato etandlico (LPIE) de L. pinaster, administrado via oral, sobre o tempo de laténcia para
o camundongo lamber as patas, quando submetido a estimulacéo térmica no método da placa
quente a 56 £ 1° C. A morfina utilizada como padrdo-ouro de analgesia no teste da placa
quente, aumentou significativamente o tempo de permanéncia do animal sob o estimulo
térmico quando comparada ao controle. Isto ocorreu porque esse método é considerado
seletivo para compostos com atividade sobre o SNC (JANSSEN et al., 1963; LE BARS et al.,
2001). Em contraste ao efeito da morfina, a indometacina e alguns AINEs ndo possuem efeito
analgesico significativo neste teste (YAMAMOTO & NOZAKI-TAGUCHI, 1996; SANTOS
et al., 1998). A dipirona, padrdo utilizado no teste da placa quente, aumentou de forma
significativa a laténcia ao estimulo térmico quando analisada neste teste. O mecanismo de
acao pelo qual se evidencia o efeito analgésico da dipirona ainda ndo esta claramente
elucidado, parece haver mecanismos periféricos e centrais (ANDRADE, 2005). Vazquez e
colaboradores, 2005, conseguiram demonstrar que embora a dipirona seja um analgésico nao-
opidide consegue ativar circuitos opioidérgicos enddgenos na substancia cinzenta
periaquedutal e no ndcleo magno da rafe (areas que compdem o sistema descendente
inibitdrio espinhal).

O extrato de L. pinaster na dose de 500 mg/kg apresentou atividade antinociceptiva
evidenciada pelo aumento no tempo de reagdo do animal, sendo de 19,86 + 3,36 s. Este efeito
foi semelhante ao observado ap6s administragdo da morfina (20,63 + 3,42 s). A dose de 750
mg/kg apresentou efeito semelhante a dipirona, sendo 10,19 + 1,22 s e 12,70 + 0,92 s,

respectivamente (Tabela 4.4).
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Tabela 4.4 - Variagdo do tempo em que os camundongos gastam para lamber a (s) pata (S)
comparando-se diferentes doses do extrato etandlico bruto e padrdes com o controle.

Tratamento Variacao do tempo de laténcia para
Oral lamber a pata (s)

Controle 0,81+0,19

Morfina 10mg/kg 20,63 + 3,42*

Dipirona 200 mg/kg 12,70 £ 0,92*
Indometacina 10 mg/kg 4,66 £ 0,22
LPIiE 125 mg/kg 539+£0,31
LPIiE 250 mg/kg 5,03 +0,46

LPiE 500 mg/kg 19,86 + 3,36*

LPIiE 750 mg/kg 10,19 + 1,22*

*P < 0,05 aumento da variagdo da resposta nociceptiva comparada ao grupo controle (ANOVA seguido do teste
Dunnett). Os valores representam a média £ e.p.m. O tempo para que 0s animais apresentassem o reflexo de
lamber as patas (tempo de laténcia para a resposta nociceptiva) foi registrado antes e 30 minutos (min) apds
administracdo das solucdes do extrato etandlico bruto de Lychnophora pinaster em diferentes doses (125; 250;
500 ou 750 mg/kg), das solugdes padrdo (morfina, dipirona ou indometacina) ou da solugéo controle.

O teste da placa quente caracteriza-se por produzir uma resposta rapida ao estimulo
nocivo mediada pela ativagdo dos nociceptores (fibras C e Ad), conduzindo o impulso ao
corno dorsal da medula espinhal e posteriormente a centros corticais, sendo que a resposta €
proporcional a frequéncia e classe de fibras responsaveis pela mensagem (DICKENSON &
BESSON, 1997). Estas fibras séo estimuladas apos a ativacao dos receptores vanildides, entre
eles, especificamente o tipo VR-1 (limiar de ativacdo = 43° C) e VRL-1 (limiar de ativacdo =
52° C), que sdo responsaveis pela resposta ao aumento da temperatura, sendo que 0s
receptores VRL-1 sdo mais importantes na medi¢do da resposta a estimulos térmicos nocivos
(JULIUS & BASBAUM, 2001). Estudos recentes demonstraram que ha um aumento da
expressao do VRL-1 em tecidos obtidos de pacientes afetados com condi¢bes patologicas
como doencas inflamatorias, hiperalgesia e carcinoma (CALIXTO et al., 2005).

O resultado positivo no teste da placa quente sugere uma importante participacdo de
mecanismos supra-espinhais (YASKSH & RUDY, 1977) na mediacdo da atividade
antinociceptiva demonstrada pelo extrato etandlico bruto de L. pinaster.

Para ter certeza de que a atividade antinociceptiva do extrato ocorre em nivel central
s80 necessarios estudos de nocicepcao induzido pela capsaicina e glutamato administrados na
pata de camundongos. A capsaicina (8-metil-N-vanillil- 6-nonenamida) € uma substancia

algica obtida da pimenta vermelha, “chilli pepper”, disponivel como ferramenta
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farmacoldgica para o estudo dos subtipos de fibras sensoriais primarias do tipo C e A9,
incluindo os nociceptores polimodais e termoceptores (HOLZER, 1991; CATERINA &
JULIUS, 2001). A nocicepcdo induzida pela capsaicina € mediada principalmente pela
ativacdo do receptor vanildide (VRL-1) (SZALLASI & BLUMBERG, 1993; CATERINA et
al., 1997; TOMINAGA et al., 1998) promovendo a entrada de cations e causando estimulagéo
nociceptiva direta das fibras aferentes primarias. Além disso, a ativacdo do VRL-1 provoca a
liberacdo de neuropeptideos, aminoacidos excitatorios, Oxido nitrico e mediadores
inflamatdrios, os quais contribuem para a sensibilizacdo e ativacdo das fibras aferentes
nociceptivas (SZALLASI & BLUMBERG, 1993; SANTOS & CALIXTO, 1997;
SAKURADA et al., 2003).

O glutamato é um dos neurotransmissores mais importantes envolvidos na estimulagao
nociceptiva, tanto na periferia quanto no SNC (MILLAN, 1999; FUNDYTUS, 2001). Além
disso, tem sido relatado que o glutamato estimula a liberacdo de aminoacidos excitatorios,
prostaglandinas, oxido nitrico, cininas (BEIRITH et al., 2002; SAKURADA et al., 2003),
substancia P (SP), fator neurotréfico derivado do encéfalo (BDNF) e prétons no corno dorsal
da medula espinhal (MILLAN, 1999). Os protons poderiam interagir com receptores VRL-1 e
assim propagar a transmissao do sinal nociceptivo (JULIUS & BASBAUM, 2001). Segundo
Beirith e colaboradores, 2002, a resposta nociceptiva induzida pelo glutamato parece envolver
locais de acéo espinhal e supra-espinhal e esses efeitos podem ser mediados por diferentes
subtipos de receptores glutamatérgicos.

Os resultados observados neste trabalho em relacdo a atividade antinociceptiva
avaliada pelo método da placa quente estdo de acordo com os resultados encontrados nos
estudos de Guzzo e colaboradores, 2008, para a espécie L. pinaster, realizados a partir deste
mesmo metodo. Outros pesquisadores como Cerqueira e colaboradores, 1987, verificaram a
acao analgésica do extrato do caule e folhas de L. ericoides através do teste da placa quente. A
dipirona e a morfina foram usadas como padrdes para avaliar a poténcia da arnica em relagéo
as drogas analgésicas ja conhecidas. Neste estudo verificou-se, em cada tempo, que 0s
animais tratados com arnica nas maiores doses reagiram ao estimulo térmico de maneira
semelhante aqueles tratados com morfina e a dipirona.

Segundo Azevedo, 2004, a administracdo do extrato bruto hidroalcodlico de L.
pinaster produziu um efeito antinociceptivo em camundongos, mas este efeito ndo foi

revertido pela administracdo prévia de naltrexona (antagonista ndo seletivo dos receptores
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opidides; derivado da naloxona, mais potente e de longa duragdo) (GOZZANI, 1994),
sugerindo que mecanismos opiodides ndo estejam envolvidos na antinocicepcdo desse extrato.
Mas esta reversdo nao garante que o extrato etanolico de L. pinaster ndo possa ativar 0s
mecanismos opioides tal como a dipirona anteriormente citada por conseguir ativar circuitos
opioidérgicos.

A acdo antinociceptiva de Lychnophoras esté relacionada a presenca de flavonoides,
triterpenos, lactonas sesquiterpénicas (BORELLA et al., 1998) e &cidos caféicos (SANTOS et
al., 2005).

Jorddo e colaboradores, 2004, observaram que a quercetina possui efeito
antinociceptivo estudando L. salicifolia Mart. Quercetina e vitexina, flavonoides isolados no
extrato de L. pinaster por HPLC (OLIVEIRA et al., 1996; SILVEIRA et al., 2005), também
apresentaram atividade antinociceptiva no teste da placa quente (RYLSKI et al., 1979). A
guercetina é uma substancia cujo efeito antinociceptivo parece ocorrer através do
envolvimento dos receptores D, de dopamina e alfa,-adrenoreceptores (NAIDU et al., 2003,
KAUR et al., 2005).

Varios triterpendides se mostraram promissores agentes analgésicos em estudos
experimentais e clinicos (CALIXTO et al., 2000a; ALMEIDA et al., 2001; TAKAYAMA et
al., 2002). Oliveira e colaboradores, 2005a, mostraram que os triterpenos a- ¢ [B-amirina
exerceram efeito antinociceptivo no modelo de nocicepcdo induzida pela injecdo sub-plantar
de capsaicina sem causar déficits neurologicos ou musculares. Otuki e colaboradores, 2005,
demonstraram que a mistura dos triterpenos o- e B-amirina apresentam atividade
antinociceptiva pelo método de contorc¢Ges induzida por &cido acético. Esses triterpenos ja
foram isolados nas espécies L. ericoides (SAKAMOTO et al., 2003), L. candelabrum
(SANTOS et al., 2004), L. pinaster (SILVEIRA et al., 2005) e L. trichocarpha (SAUDE et
al., 1998).

Outros constituintes como o0s acidos fenolicos estdo presentes no género Lychnophora
(SANTOS et al., 2005; SILVEIRA et al., 2005). Segundo Santos, 2006, o acido clorogénico
apresentou atividade antinociceptiva no modelo de dor induzida pela formalina.

O extrato etanolico de L. pinaster apresentou atividade antinociceptiva mais
significativa na dose de 500 mg/kg do que na dose de 750 mg/kg (Tabela 4.4). Este resultado
parece conflitante, mas, no entanto pode ser explicado se considerarmos que 0 extrato

etanolico bruto de uma planta é constituido por uma mistura complexa de substancias com
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atividades bioldgicas distintas, entre as quais substancias potencialmente irritantes para 0s
tecidos. Muitas dessas substancias como sais minerais, saponinas e até mesmo a clorofila em
altas concentracfes poderiam ocasionar ou potencializar uma resposta hiperalgésica. Esta
resposta hiperalgésica resultante da interacdo sinérgica entre bradicinina, serotonina e
histamina (LAVICH et al., 2003) parece mascarar a atividade antinociceptiva do extrato LPIiE
na dose de 750 mg/kg. Assim, o aumento da dose de LPIiE poderia ocasionar uma
administracdo de quantidades maiores das substancias irritantes que produziriam um efeito
antagbnico a atividade antinociceptiva em estudo. Outra explicacdo para este fato seria a
dose-resposta bifasica ou também conhecida como hormese. O termo hormese é um
fendmeno bioldgico definido por uma resposta estimulatdria a baixas doses de um agente
quimico ou fator ambiental e uma resposta inibitéria deste mesmo agente em doses maiores
(CALABRESE & BALDWIN, 2002). Portanto, este estudo indica que a atividade analgésica
do extrato etandlico de L. pinaster se comporta de maneira bifasica, sendo que a dose de 500
mg/kg causou um efeito antinociceptivo maior do que na dose de 750 mg/kg.

Os resultados mostraram atividade antinociceptiva relevante para o extrato etanolico
de L. pinaster na dose de 500 mg/kg, 0 que sustenta o uso da espécie na medicina popular
como analgésica e mostra que a espécie em estudo pode apresentar potenciais substancias
ativas que podem tornar-se farmacos para o tratamento da dor.

4.4.3. AVALIACAO DA TOXICIDADE AGUDA

As avaliacdes de toxicidade sdo parte integrante e indispensdvel ao desenvolvimento
de novos agentes terapéuticos. Ha muito tempo as plantas vém sendo utilizadas na medicina
tradicional para o tratamento de vérias enfermidades. No entanto, somente agora houve a
preocupacdo em ter o conhecimento cientifico das propriedades farmacoldgico-terapéuticas e
da possivel toxicidade que os constituintes quimicos destas plantas possam apresentar
(REBECCA et al., 2002).

Considerando que a toxicidade de uma substancia a um organismo vivo seja a
capacidade de Ihe causar dano grave ou morte, e que para este dano ocorrer deve haver uma
relacdo entre concentracdo e tempo de exposicdo (BARROS & DAVINO, 2003), é real a
preocupacao no que se refere ao uso de plantas para fins medicinais. Assim, sdo necessarios
critérios na sua utilizacdo para que seus beneficios sejam maiores que os riscos (SILVA et al.,

2002a). Frente a essas questdes, a incorporacao dos recursos da medicina popular na medicina
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cientifica requer a avaliacdo de sua seguranca e eficacia atraves de andlises de toxicidades
aguda ou cronica (SCHENKEL et al., 1985).

Dados do Sistema Nacional de Informagcbes Toxico-Farmacoldgicas - Fundacgéo
Oswaldo Cruz, 2003, mostraram que dos 2616 casos de intoxicagao por plantas registradas no
Brasil em humanos e animais, 1955 (74,7%) foram em humanos e dos nove registros de
Obitos em humanos e animais, 55,5% foram em humanos. No estado de S&o Paulo, foram
relatados 411 casos de intoxicacdo em humanos e dos trés obitos registrados, 1% foi devido
ao uso de plantas.

A espécie vegetal L. pinaster é utilizada na medicina popular como anti-inflamatério,
analgésico, cicatrizante, para tratamento de traumatismos, reumatismos, contusdes e picadas
de insetos (RODRIGUES et al., 2001). No entanto, somente um estudo que avalie suas
propriedades toxicas in vivo foi realizado (AZEVEDO, 2004).

Realizando um levantamento da toxicidade in vivo para as Lychnophoras,
encontramos alguns estudos sobre este assunto. Dois destes avaliavam a atividade locomotora
espontanea de L. ericoides e de L. trichocarpha (CERQUEIRA et al., 1987; GUZZO, 2007).
Nestes estudos, os autores verificaram reducdo da atividade locomotora espontanea em
camundongos apds a administragdo do extrato hidroalcoolico das duas espécies. Outro estudo
realizado em nosso laboratdrio mostrou que o extrato bruto de L. trichocarpha administrado
intraperitonealmente foi toxico para camundongos (FERRARI, 2008).

Estudos que avaliavam a toxicidade in vitro também foram encontrados, tais como o
estudo de Santos e colaboradores, 2004a, e Ferraz-Filha, 2008. Segundo Santos e
colaboradores, 2004a, o extrato etandlico de L. ericoides e as lactonas sesquiterpénicas
isoladas deste foram citotdxicos para diversas linhagens celulares. Ja no estudo de Ferraz-
Filha, 2008, os extratos de seis espécies de Lychnophoras foram submetidos a testes de
citotoxicidade frente a Artemia salina. Neste estudo verificou-se que o extrato etandlico bruto
de L. pinaster apresentou DLsp = 678,732 pg/mL, sendo que concentragdes menores que 1000
pug/mL séo consideradas citotoxicas.

Embora os resultados dos testes que avaliem a citotoxicidade in vitro possam néo ter
uma correlacdo direta com os in vivo, pode-se especular que, se um material induz,
comprovadamente, uma reagdo citotoxica em testes envolvendo cultura de células, é muito

provavel que desenvolva toxicidade quando aplicado em tecido vivo (OSORIO et al., 1998).
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Entdo para comprovar a correlagdo da citotoxidade in vitro com a toxicidade in vivo foi

avaliada a toxicidade aguda da espécie L. pinaster em camundongos.
4.4.3.1. ATIVIDADE LOCOMOTORA E FORCA MUSCULAR

Uma grande preocupacdo nos experimentos designados para avaliar atividade
antinociceptiva de novas substancias € se o tratamento farmacol6gico causa outras alteraces
no comportamento, tais como, prejuizo motor ou sedacdo, o que poderia mascarar o efeito
antinociceptivo (TABARELLI et al., 2004; OLIVEIRA et al., 2005a) do extrato a ser testado.

Assim testes que detectam déficits neuroldgicos tais como sedacdo, depressdo do SNC
(teste de campo aberto) e testes que detectam relaxamento muscular e incoordenagdo motora
(teste da barra giratoria, méetodo de tracdo) sdo importantes para verificar se as substancias
testadas causam efeitos inespecificos (PU et al., 1995; NOVAS et al., 1988). A tendéncia
natural do animal em um ambiente novo é a de explora-lo, apesar do estresse e do conflito
provocado por este ambiente (MONTGOMERY, 1955). Dados na literatura demonstraram
que a reducdo na atividade locomotora espontdnea da& uma indicacdo do nivel de
excitabilidade do sistema nervoso central (MANSUR et al., 1971), e, esta reducdo pode estar
relacionada com a sedacdo resultante da depresséo deste sistema (OZTURK et al., 1996;
PEREZ et al., 1998). O teste da barra giratdria consiste em colocar camundongos sobre uma
barra que gira a uma velocidade constante e verificar a capacidade do animal de equilibrar-se
sobre a mesma. Nesse caso, quanto mais intenso for o efeito, menor serd o tempo em que o
animal consegue se equilibrar sobre a barra. Ressalta-se, no entanto, que se trata de um
método ndo-especifico, uma vez que mede indistintamente, efeitos neuroldgicos, estimulantes
e depressores sobre a coordenacdo motora, aos quais também ¢é atribuido o termo
neurotoxicidade (DALLMEIER & CARLINI, 1981).

O teste de campo aberto foi inicialmente descrito por Hall, 1941, como uma arena
circular para testar os efeitos do ambiente ndo familiar sobre as emocgdes em ratos. Essa
medida tinha como parametros as taxas de ambulacao e de defecacdo do animal durante o seu
desempenho no teste. A avaliagdo na arena consiste na mensuracdo dos comportamentos
iniciados pela colocagdo do sujeito experimental em um novo espago aberto do qual a fuga €
prevenida por uma parede circundante. O desencadeamento desses comportamentos é
dependente da interacdo do animal com uma variedade de fatores tais como: remocdo do

animal de um ambiente familiar, exposicdo a um ambiente novo, injecdo de drogas, lesdes
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neurais, alteracdes relacionadas a emocdo, além da habituacdo e do aprendizado (SACHS,
1988). A adogdo desse tipo de teste apresenta uma clara conveniéncia pela facilidade de
registro comportamental, quando comparado ao estudo no ambiente natural. Esses estudos
demonstram que, durante o confinamento em um novo ambiente, no intuito de explora-lo, o
animal precisa locomover-se nele. Dessa forma, a quantidade de movimento passa a ser um
indicador do comportamento exploratério (BERNTSON et al., 1988). A afericdo desses tipos
de respostas € bastante simples, sendo necessario apenas o registro do numero de vezes que 0s
comportamentos ocorreram e 0 seu tempo de durag&o.

A anélise dos efeitos do extrato etandlico de L. pinaster sobre o SNC é importante
para predizer se 0 uso desta espécie € seguro para a populacdo, ja que os efeitos colaterais
sobre o SNC, tais como diminuicéo do fluxo sanguineo e o metabolismo cerebral (GOZZANI,
1994), na maioria das vezes ndo sdo desejaveis. Com o objetivo de avaliar as atividades da
espécie L. pinaster sobre o SNC foram utilizados os métodos de campo aberto e de trag&o.

O método de campo aberto é usado como um mecanismo de avaliacdo dos efeitos
sedativos, toxicos e estimulantes de substancias (GOULD et al., 2009).

O aumento da locomocdo pode ser considerado um efeito estimulante enquanto a
diminuicdo da atividade locomotora estd relacionada a sedacdo ou prostracdo (PRUT &
BELZUNG, 2003).

No presente estudo, a administracdo Unica por via oral do extrato etandlico nas doses
de 250 ou 500 mg/kg reduziram significativamente a locomocao espontanea dos animais no
método de campo aberto apds 24 h da administragdo quando comparado ao grupo controle
(Tabela 4.5). Isso implica que o extrato causou sedagdo. Entretanto, todos os animais tratados,
inclusive aqueles que receberam apenas o veiculo (grupo controle), apresentaram reducdo da
locomocdo em relacdo ao tempo zero (testes realizados antes da administracéo das solucdes) e
apos 4 h. Essa reducéo da atividade locomotora para todos os grupos (incluindo o controle) se
da, pois, em testes repetidos, os animais rapidamente se acostumam ao campo aberto e a
locomoc&o deles tende a diminuir nos testes seguintes até que a atividade locomotora alcance
uma estabilidade passando a ndo ocorrer mais modificacbes no comportamento (WALSH &
CUMMINS, 1976), mascarando o efeito toxico do extrato.
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Tempo n Controle Doses (mg/kQg)
125 250 500
0 hora 28 88,18 £ 9,43 81,93 £ 5,50 88,82 £ 5,78 92,18 £ 5,32
1 hora 28 81,57 £ 9,04 70,75+ 5,18 87,14 + 5,28 83,18 + 6,07
4 horas 28 73,89+£9,98* 69,00 +4,64* 69,25+£557* 76,50 + 5,76*
24 horas 28 94,39 + 12,86 76,43 + 6,80 69,71 + 5,81* 72.64 + 6,62*
7 dias 28 100,50 £ 10,23 91,95+6,24 101,60 £ 9,11 97,15+ 7,08
14 dias 14 103,10 + 13,63 89,57 + 9.67 97,07 £ 14,29 94,57 + 9,77

Os valores representam a média + e.p.m.,
*P <0,05 comparado ao tempo controle (Teste t), n = nimero de animais utilizados no experimento.

O numero de vezes que o animal se apOia apenas sobre as patas posteriores em 5 min
também foi avaliado no campo aberto e reflete a capacidade exploratéria do animal. Os dados
apresentados na Tabela 4.6 mostram que o extrato nas doses de 125, 250 ou 500 mg/kg ap0ds
administracdo ndo causaram inibicdo significativa da capacidade exploratoria dos animais
tanto em relacdo ao grupo controle quanto em relacdo ao tempo zero. Segundo Prut &
Belzung, 2003, a diminui¢do da locomocdo é mais sensivel que a diminuicdo da capacidade
exploratdria principalmente em baixas doses.

Foram utilizados 14 animais (8 machos e 6 fémeas) no método de campo aberto e de
tracdo nos tempos de Oh, 1h, 4h, 24h e 7 dias para o procedimento de 7 dias. Também foram
utilizados 14 animais nos tempos de Oh, 1h, 4h, 24h, 7 dias e 14 dias para o procedimento de
14 dias. Assim, o n de 28 animais corresponde a somatoria dos dois procedimentos em tempos
iguais, enquanto que o n de 14 animais representa apenas o tempo de 14 dias deste

procedimento.

Tabela 4.6 - Efeito do extrato etanolico bruto de L. pinaster sobre 0 nimero de vezes que 0sS

animais se ap6iam apenas sobre as patas posteriores durante 5 min no campo aberto.

Tempo n Controle Doses (mg/kQg)
125 250 500
0 hora 28 17,11+ 2,19 19,96 £ 2,15 22,46 +2,08 21,07 £2,15
1 hora 28 16,11 £ 2,61 1557207 19,93+2,36 20,29 + 2,52
4 horas 28 14,86 + 2,04 19,36 £2,35 1950+2/41 24,50 £ 2,83
24 horas 28 24,75 £ 3,43 25,18+294 21,64 +256 23,04 + 2,88
7 dias 28 22,21 + 3,37 26,17 +£258 28,642,770 24,64 £ 244
14 dias 14 24,07 £ 4,00 28,00 + 3,68 24,86 £ 4,08 23,14 + 4,18
Os valores representam a média + e.p.m.
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O método de tracdo foi utilizado para investigar alteragdes no ténus muscular dos
animais causadas pela administracdo do extrato de L. pinaster. Neste teste as doses
administradas ndo produziram alteracdes no ténus muscular, sendo que a porcentagem de
animais que falharam foi estatisticamente similar entre ambos os grupos, controle e tratados
com diferentes doses L. pinaster. Os dados estdo apresentados na Tabela 4.7. Estes resultados
estdo de acordo com Azevedo, 2004, que demonstrou que o extrato hidroalcodlico de L.
pinaster administrado por via oral, ndo alterava a permanéncia dos animais na barra giratoria

mostrando que ndo houve alteracdes motoras.

Tabela 4.7 - Efeito do extrato etandlico de L. pinaster sobre a for¢ca muscular dos animais

pelo método de tracdo.

Tempo n Controle Doses (mg/kQg)
125 250 500
0 hora 28 3,57 0,00 10,71 0,00
1 hora 28 7,14 21,43 14,29 14,29
4 horas 28 0,00 14,29 14,29 28,57
24 horas 28 3,57 10,71 10,71 14,29
7 dias 28 3,57 7,14 14,29 10,71
14 dias 14 0,00 7,14 0,00 21,43

Os dados representam a porcentagem de animais que falharam no teste. *P < 0,05 comparado ao grupo controle
(teste exato de Fisher), n = nimero de animais utilizados no experimento.

A reducdo da motilidade observada pela reducdo do nimero de quadrados percorridos
em 5 min no campo aberto ocorreu 4 h ap6s a administracéo oral das solucGes para todos os
grupos, inclusive para o grupo controle. No entanto, 24 h apds a administracdo a reducéo
significativa da motilidade foi observada para os grupos que receberam 250 ou 500 mg/kg do
extrato e, embora ndo tenha sido observado alteracfes sobre o nimero de vezes que 0S
animais se apoiavam apenas sobre as patas posteriores (rearing), indica sua toxicidade para
doses maiores por via oral. Por outro lado esta reducdo da motilidade pode ser desejavel.
Segundo Rodriguez e colaboradores, 1984, uma diminui¢do da atividade locomotora indica
um efeito sedativo e pode ser util como parametro de avaliacdo de ansiedade nos animais.
Como nao houve reducéo da forca muscular observada na barra de tragdo indica que a agéo

periférica ndo interferiu na reducdo da motilidade no campo aberto.
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4.4.3.2. AVALIACAO DOS PARAMETROS BIOQUIMICOS

Os exames bioquimicos realizados com amostras de plasma e soro sanguineos sao
importantes ferramentas para o auxilio no diagnostico de diversas enfermidades (DORETTO,
1996; KANEKO et al., 1997). Os parametros de bioquimica clinica funcionam como
indicadores dos processos adaptativos do organismo, no metabolismo energético, protéico e
mineral, além de oferecer indicativos na interpretacdo do funcionamento hepatico, renal,
pancreético, 6sseo, muscular, cardiaco, do sistema nervoso central e do trato gastrintestinal
(GONZALEZ & SILVA, 2007).

Niveis séricos de amilase sdo normalmente utilizados como marcadores bioquimicos
de doencas pancreéticas, particularmente pancreatite aguda (AGARWAL et al., 1990;
CLAVE et al., 1995). Ha dois tipos de amilase nos humanos: amilase salivar e pancreética
(PIEPER-BIGELOW et al., 1990). Ha limitacGes no uso de amilase sérica no diagndstico de
pancreatite (VISSERS et al., 1999) pois existem doencas intra-abdominais ndo pancreaticas
que estdo associadas com a elevacdo dos niveis de amilase, tais como: perfuracdo de Ulcera
péptica, doencas biliares, obstrucédo intestinal, entre outras (RANSON, 1997; VISSERS et al.,
1999). Os resultados das dosagens de amilase estdo apresentados na Tabela 4.8.

A regulacdo dos liquidos e eletrélitos e a eliminacdo dos residuos metabolicos sédo
essenciais a homeostase corporea. O sistema renal exerce papel fundamental na realizacédo
destas fungdes. A avaliacdo dos niveis de uréia e creatinina sdo os testes mais comumente
utilizados na rotina (MOTTA, 2003). Para avaliar a toxicidade renal de LPIiE foram

mensurados 0s niveis de uréia, acido Urico e creatinina no sangue (Tabela 4.8).
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Tabela 4.8 - Pardmetros bioquimicos de camundongos Swiss tratados com extrato etandlico bruto de L. pinaster por via oral em dose Unica.

. Acido . . ]

Grupo Uréia Grico Creatinina Amilase AST/TGO ALT/TGP Fosfatase Proteinas

P (mg/dl) (ma/dl) (mg/dl) (mg/dl) (U/L) (U/L) alcalina (U/L)  totais (g/dI)
—— D, 6217+1.72 2,10%0,20 0,40 + 0,04 839,40 +29,26 112,60 + 10,79 57,75 + 9,54 124,30 + 9,99 5,49 + 0,08
D,, 6036+216 1,47+0,13 0,41 + 0,06 739,20 +21,74 110,10 + 11,87 54,18 + 5,07 163,20 + 14,87 5,65 + 0,32
125 ma/k D, 5714+238  296+0,37 0,42 +0,03 767,20+3257 7828+869*  36,19+372* 118,50 + 7,63 5,53 0,40
9Kg p 4 5200+215 171+0,20 0,44 + 0,04 739,70 £27,19 111,00 + 10,77 61,98 + 8,81 165,90 + 11,55 5,26 + 0,18
250 malk D; 5655+261 2,33+0,19 0,44 + 0,08 826,20 +21,77 80,27+7,69* 3567 +4.99* 121,00 + 5,28 5,29 +0,13
9/Kg Dy 5285+274 156+0,17 0,37 £ 0,03 770,20 + 28,79 91,43 + 4,63 30,52 +2,16 * 142,50 + 8,34 5,30 + 0,16
500 ma/k D, 6208+312 210+£0,23 0,39 + 0,04 831,90 +22,60 81,93+7,19* 26,01 + 4,02%* 132,40 + 11,04 5,34 +0,16
9Kg p 4 5957+378 145+0,14 0,40 + 0,03 767,40 + 34,32 96,25 + 4,65 47,74 +5,16 142,20 + 8,52 5,43 +0,12

Os valores representam a média + e.p.m., n = 14 animais (ANOVA seguido do teste de Dunnett, com diferenca significativa quando * P < 0,05; ** P < 0,01).
AST/TGO: Aspartato - aminotransferase; ALT/TGP: Alanina — aminotransferase. D: apds 7 dias da administracdo do extrato; D4: ap6s 14 dias da administracdo do

extrato.
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A uréia é o principal produto do catabolismo das proteinas e amino&cidos, é soltvel
em &gua e € excretada na urina através da filtragio glomerular (BRODY, 1999). E
responsavel por 80% do nitrogénio nao-protéico excretado na urina em condi¢des normais
(LIMA et al., 2001). As mudangas nas concentracdes da uréia no sangue podem ocorrer
devido a dieta, as alteragdes no figado e nas funcBes renais e a mudanga na taxa do
catabolismo de proteinas (FINCO, 1997).

O acido arico nos animais é formado pelo metabolismo das bases purinicas, sendo a
guanina e adenina convertidas em xantina e hipoxantina, respectivamente. Estas, por acdo da
xantina oxidase, resultardo em &cido drico. AlteracGes nos processos de eliminacdo do &cido
urico geram diversas desordens tais como: gota, doengas cardiovasculares, diabetes mellitus,
esclerose multipla. A concentracéo sérica de acido urico serve como um importante parametro
fisioldgico/patoldgico (DA et al., 2005).

A creatinina é uma substancia nitrogenada nao protéica. Tecidos musculares contém
fosfocreatina que sofre ciclizacdo espontanea formando creatinina (FINCO, 1997). A
creatinina € excretada pela filtracdo glomerular e qualquer anormalidade que diminua a
velocidade do fluxo urinario ird resultar na elevacdo de sua concentracdo sérica (COLES,
1984).

Os testes de funcdo hepéatica sdo importantes na triagem de anormalidades,
identificacdo do tipo e local da lesdo e também no prognostico e acompanhamento de
pacientes com doenca hepatica. Os testes de rotina incluem as dosagens de AST, ALT,
fosfatase alcalina e proteinas totais (MOTTA, 2003). Os resultados das dosagens estdo na
Tabela 4.8.

As alteragcfes hepaticas mais comuns nos niveis enzimaticos podem ser divididas em
dois grupos principais: aquelas de predominancia hepatocelular e as de predominancia
colestatica. No primeiro grupo encontram-se as enzimas AST e ALT e no segundo grupo a
fosfatase alcalina (GIANNINI et al., 2005).

Fosfatase alcalina é amplamente distribuida nos tecidos humanos. A forma
predominante na circulacdo é a de origem hepética e 6ssea (ZHU & JIANG, 2007). No
figado, localiza-se nas membranas de revestimento dos canaliculos biliares, tendo seus niveis
elevados em desordens do trato biliar (MOTTA, 2003).

As aminotransferases (AST e ALT) sdo enzimas intracelulares que catalisam a

transferéncia reversivel dos grupos amino de um aminoacido para o a-cetoglutarato, formando
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cetoacido e acido glutamico, atuando na sintese e degradacdo de aminoécidos (MOTTA,
2003).

O plasma contém uma mistura de proteinas: albumina e globulinas. A maioria é
sintetizada pelo figado a partir de aminoacidos (PEREZ et al., 2005). O numero de proteinas
distintas dentro de uma célula humana é estimado entre 3.000 a 5.000. Mais de 300 proteinas
diferentes foram identificadas somente no plasma sanguineo. Muitas delas apresentam
funcBes bioquimicas especificas e suas concentracbes podem ser afetadas por processos
patoldgicos sendo investigadas em varias doencas (MOTTA, 2003). As proteinas plasmaticas
totais podem estar aumentadas nas desidratagdes e diminuidas nas desnutri¢Ges, insuficiéncias
hepaéticas e renais e pelo aumento da perda urinaria (PEREZ et al., 2005).

O tratamento agudo com o extrato etanolico (LPiE) em camundongos, via oral, de
forma geral, ndo induziu modificacdes significativas no perfil bioquimico quando comparado
aos grupos controles (Tabela 4.8). Todos os pardmetros mantiveram-se dentro da faixa de
referéncia da literatura com excecdo da uréia e fosfatase alcalina. Isto ocorreu porque os testes
bioquimicos sdo especificos para cada método e para cada equipamento. Dessa forma,
utilizamos nossos proprios valores de normalidade comparando os resultados dos animais
tratados com 0s controles, pois 0s testes que dizem respeito a atividade enzimatica sdo 0s que
apresentam maior variacdo de resultados entre as metodologias utilizadas (LUMSDEN &
JACOBS, 1989).

As analises estatisticas foram realizadas inicialmente com os grupos de machos e de
fémeas separadamente. No entanto, ndo foram observadas diferencas significativas entre os
sexos em relacdo aos pardmetros bioquimicos. Assim, os resultados das dosagens bioquimicas
sdo referentes a um grupo experimental de machos e fémeas para cada dose avaliada.

Nossos resultados indicaram uma reducdo significativa da atividade da AST e ALT
apos 7 dias da administracdo do extrato nas doses de 125 mg/kg, 250 mg/kg ou 500 mg/kg e
uma reducdo da ALT apds 14 dias da administracdo do extrato apenas na dose intermediaria
(250 mg/kg). A reducdo da atividade da ALT é importante na prevencdo de danos hepaticos.
Isto porque a ALT é um marcador mais especifico de dano hepatico, pois ocorre em maior
quantidade no figado enquanto a AST é também encontrada no corac¢do, musculo esquelético,
rins, cérebro, pancreas e células vermelhas (FILIPPIN et al., 2004). No figado, a ALT esta
localizada unicamente no citoplasma, enquanto AST é tanto citosolica (20% da atividade
total) quanto mitocondrial (80% da atividade total) (KEW, 2000).
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N&o foram evidenciadas alteragdes sugestivas de disfuncdo pancreética enddcrina apos
a exposicdo aguda de diferentes doses do extrato etandlico bruto de L. pinaster, pois as
dosagens de amilase ficaram dentro dos parametros de normalidade.

Na avaliacdo da nefrotoxicidade do extrato de L. pinaster, constatou-se que o
equilibrio hidro-eletrolitico (como a excre¢do de compostos nitrogenados) ndo foi alterado.
N&o houve diferencas estatisticas ap0s os tratamentos com dose Unica (toxicidade aguda) dos
niveis de &cido Urico, uréia e creatinina. Todas as dosagens ficaram dentro de nossos proprios
valores de normalidade (controles). Entretanto, isso ndo descarta a nefrotoxicidade do extrato,
pois elevagdes dos niveis de creatinina e uréia somente ocorrem apds uma perda significativa
dos néfrons funcionais (KATAYAMA & MCcANULTY, 2002) Somente com outros
parametros tais como a determinacdo do peso umido e a histopatologia dos rins é que se pode
comprovar a nefrotoxicidade do extrato (itens 4.4.3.5, pag. 97 e 4.4.3.6, pag. 99).

As provas de funcdo hepatica utilizadas neste estudo procuraram rastrear um possivel
comprometimento das funcdes de sintese e metabolizacdo do figado assim como a presenca
de enzimas associadas a leséo tecidual. Os resultados acerca dos niveis de proteinas totais
indicam que ndo houve prejuizo da funcdo hepatica de sintese. As atividades sericas da
fosfatase alcalina indicam que a metabolizacdo hepética ndo foi comprometida pela
administracdo aguda do extrato etandlico bruto de L. pinaster. Os resultados da fosfatase
alcalina indicam que néo houve colestase (obstrucdo do fluxo biliar) (DUFOUR et al., 2000).
As atividades séricas das aminotransferases (AST e ALT) ficaram dentro dos pardmetros de
normalidade. Segundo Jmelnitzky e colaboradores, 2000, a reducdo da atividade da AST e
ALT apos 7 dias da administracdo do extrato possui uma causa indeterminada, pois ambas as
enzimas estdo abaixo do nivel de referéncia. No entanto, auséncia de valores de ALT que
sejam sugestivos de doenca hepatica ndo garante a auséncia clinica da doenca, por exemplo,
nos estagios avancados da doenca hepatica crénica. Nessa doenca os valores de ALT néo
estdo correlacionados com a intensidade da doenca hepatica observada na bidpsia do figado
(KALLAI et al., 1964). Na literatura existem outras doengas hepéticas cronicas como a
hepatite viral cronica do tipo C que apresenta valores sericos normais de ALT (ALBERTI et
al., 1992; VAN THIEL et al., 1995). Em outro problema como na insuficiéncia renal, os
valores séricos da AST e ALT apresentaram-se significativamente reduzidos quando
comparados a individuos saudaveis devido a diminuicdo da piridoxal-5’-fosfato livre
(ALLMAN et al., 1992). A AST e a ALT sdo mensuradas por suas atividades cataliticas
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(BERGMEYER et al., 1978); ambas requerem a piridoxal-5’-fosfato para sua maxima
atividade, embora o efeito da deficiéncia da piridoxal seja maior na atividade da ALT do que
na AST (VANDERLINDE, 1986; DUFOUR et al., 2000). Além disso, a atividade da ALT foi
20% menor em individuos que praticavam exercicios fisicos usualmente, sendo este efeito
maior nos homens que nas mulheres (KAPLAN, 2002). Assim, somente com avaliagdo da
histopatologia do figado é que se pode comprovar a hepatotoxicidade do extrato (item 4.4.3.6,

pag. 99).
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4.4.3.3. AVALIACAO DOS PARAMETROS HEMATOLOGICOS

A avaliagdo hematoldgica fornece importantes indicios de manifestacfes toxicas locais
e sistémicas induzidas por farmacos. Alteracbes no nimero de células circulantes podem
indicar o comprometimento da hematopoiese devido a interferéncias na multiplicacéo,
maturacdo ou diferenciacdo celular, processos estes dependentes das células pluripotentes da
medula dssea, do microambiente medular e dos fatores reguladores envolvidos. O tempo de
instalagdo e a reversibilidade ou ndo das lesGes, também sugerem 0s provaveis mecanismos
de injuria desencadeados (WYLLIE & WYLLIE, 1991; WEISS, 1993; PISONI et al., 2001).

O hemograma contempla a determinacédo de diversos parametros, com a finalidade de
avaliar quantitativa e qualitativamente os componentes celulares do sangue (REBAR &
FELDMAN, 2003). Os itens avaliados incluem: contagem de hemécias, hematdcrito,
determinacdo da concentracdo de hemoglobina, indices hematimétricos, leucdcitos totais,
contagem diferencial de leucocitos, contagem de plaquetas e exame microscépico de
esfregaco de sangue corado (MILLER & GONCALVES, 1995).

A avaliagdo eritrocitaria pode identificar processos anémicos, policitémicos, alteragdes
de forma e tamanho das hemécias (REBAR & FELDMAN, 2003).

A contagem diferencial de leucdcitos do sangue (eosinofilos, basofilos, mondcitos,
linfdcitos e neutrdfilos) € um instrumento importante em analises patoldgicas, pois por meio
desta é possivel constatar processos inflamatorios, infecciosos, alérgicos, parasitarios e
leucémicos (COLES, 1984).

As analises estatisticas foram realizadas inicialmente com os grupos de machos e de
fémeas separadamente. No entanto, ndo foram observadas diferencas significativas entre os
sexos em relagdo aos parametros hematoldgicos. Assim, os resultados da avaliagdo
hematoldgica sdo referentes a um grupo experimental de machos e fémeas para cada dose
avaliada.

N&o houve alteracdes na série eritrocitaria dos animais tratados com as doses de 125,
250 ou 500 mg/kg do extrato etandlico bruto de L. pinaster (oral) em dose Unica, apos 7 e 14
dias da administracdo (Tabela 4.9). As alteragdes observadas nas contagens percentuais das
células leucocitarias (neutrofilos e linfécitos) na dose de 250 mg/kg apds 7 e 14 dias da
administracdo (Tabela 4.9) indicam apenas variacdes biologicas, sem significado clinico, visto
que estes valores encontram-se dentro dos limites de referéncia descritos na literatura para

esta espécie e ndo se repetiram nas outras doses, descartando qualquer efeito dependente de
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dose. Isto sugere auséncia de efeitos deletérios do extrato sobre as séries leucocitarias e

eritrocitaria.
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Tabela 4.9 - Efeito da administracdo oral aguda, em dose Unica, do extrato etanolico bruto de L. pinaster nos parametros hematologicos de
camundongos Swiss.

Grupo I%L?:tc)')ili t(cjnz Eritrdcitos Hemoglobina Hematocrito Plaquetas VCM

(109/mm®) (10%/mm?®) (g/dl) (%) (10%/mm?®) (mm?®)
Controle D, 2,82 £0,28 8,95+ 0,23 14,08 £ 0,33 41,77 1,10 1007,00 + 33,27 46,62 + 0,33
D1 3,36 £ 0,45 9,31+0,10 14,46 £ 0,27 42,94 + 0,87 1006,00 + 27,75 46,79 + 0,37
125 ma/k D, 3,23+£0,22 8,99 +£0,11 14,00 £0,18 4151+0,54 1009,00 + 32,70 46,07 £ 0,29
g/kg D1y 4,20 +0,63 9,01+0,12 14,36 + 0,16 42,67 £0,41 1081,00 + 30,42 47,29 +0,30
250 mark D, 3,72+£0,26 8,89 £0,13 13,86 £ 0,33 41,03 £ 0,88 956,00 + 39,02 46,93 £ 0,32
9’kg D 3,77+0,32 9,33 £ 0,09 14,78 £0,12 43,92 +0,63 1010,00 + 29,30 47,43 +0,58
500 ma/k D, 3,34 +0,36 8,84 +0,17 14,00 £ 0,18 41,63 0,66 1119,00 + 38,04 47,07 £0,35
9’kg D1y 3,29 £ 0,37 8,95 £ 0,22 14,20 £ 0,21 42,04 +1,01 1086,00 + 30,59 47,15 £ 0,25
Eosinofilo Neutrofilo Linfécito Mondécito

Grupo HCM (pg) CHCM (g/dL) (%) (%) (%) (%)

Controle D; 15,75 £ 0,13 33,75 0,20 1,08 £0,14 22,69 £ 2,32 73,38 £2,30 2,85+ 0,27
Dy 15,78 £ 0,09 33,62 £0,20 1,31+0,13 16,86 + 2,35 78,57 +2,33 3,25 +0,45
125 ma/k D, 15,60 £ 0,13 33,82 +£0,26 1,25+0,13 18,07 +1,82 77,64 1,73 2,93+0,19
9kg - p, 15,94 + 0,09 33,68 +0,11 1,3140,13 12,64 +1,42 82,21 + 1,64 3,88+0,35
250 mark D, 15,83 £0,17 33,58 £0,14 1,07 £0,13 15,00 £ 1,16* 81,23 + 1,05** 2,79 £0,15
9’kg D4 15,90 £0,12 33,30+0,18 1,23+0,12 9,39 £ 1,05** 86,85 + 1.19** 2,38 £ 0,26
500 ma/k D, 15,68 £ 0,10 33,24 £0,21 1,25+0,13 18,14 £1,76 77,79 £ 1,77 2,86 +0,18
g'kg Dia 15,80 £ 0,04 33,58 £0,15 1,29 +0,12 12,08 £1,27 83,33 £12,32 2,75 +0,16

Os valores representam a média = e.p.m., n = 14 animais (ANOVA seguido do teste de Dunnett, com diferenca significativa quando * P < 0,05; ** P < 0,01). VCM:
Volume Corpuscular Médio; HCM: Hemoglobina Corpuscular Média; CHCM: Concentracdo de Hemoglobina Corpuscular Média. D;: ap6s 7 dias da administracdo
do extrato; Dy4: ap6s 14 dias da administracdo do extrato.
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4.4.3.4. AVALIACAO DO CONSUMO MEDIO DE AGUA E RACAO E VARIACAO
DO PESO CORPORAL

Os sinais de toxicidade sistémica sdo definidos a partir da reducdo na massa corporal
dos animais experimentais, na reducdo dos consumos de agua e racdo, alteracOes
comportamentais, alteracdo na massa relativa dos 6rgdos, alteragdes hematologicas e
bioquimicas (RAUBER et al., 2006).

A determinacdo do consumo de agua e racdo sdo parametros importantes dentro do
estudo de seguranga de um produto com propdsitos terapéuticos (IVERSEN &
NICOLAYSEN, 2003). A administracdo do extrato etanolico de L. pinaster causou reducéo
do consumo de ragédo e agua somente no dia 1 (dados em vermelho) das trés doses testadas em
ambos 0s grupos de machos e fémeas. Isto se deve provavelmente ao produto administrado, ja
que no grupo controle ndo houve essa reducdo. Estes dados séo justificados com os achados
no méetodo de campo aberto, sendo que o extrato provocou sedacdo (reducdo da locomocgéo)
no dia da administracdo. Ao fim dos tratamentos o consumo de racdo e dgua atingiu um nivel

estavel proximo ou superior ao do inicio do experimento (veja Tabelas 4.10 e 4.11).

Tabela 4.10 - Consumo médio de ra¢do por camundongo que recebeu o extrato etandlico
bruto de L. pinaster em dose Unica.

4.10.1. Camundongos machos acompanhados até o 7° dia ap6s a administracao do extrato.

Grupo Consumo médio (g/animal)
Dia 0 Dial Dia 4 Dia 7
Controle 6,37 6,42 6,61 6,80
125 mg/kg 6,18 2,97 5,50 6,32
250 mg/kg 6,27 3,31 6,38 7,13
500 mg/kg 6,08 3,22 6,52 6,85

Os valores representam a média, n=14 animais.

4.10.2. Camundongos fémeas acompanhadas até o 7° dia ap6s a administracao do extrato.

Grupo Consumo médio (g/animal)
Dia 0 Dial Dia 4 Dia 7
Controle 4,92 4,92 4,31 4,88
125 mg/kg 7,17 4,23 6,92 6,80
250 mg/kg 6,22 3,52 6,04 7,17
500 mg/kg 6,77 4,92 5,59 4,73

Os valores representam a média, n=14 animais.
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4.10.3. Camundongos machos acompanhados até o 14° dia apds a administracdo do extrato.

Grupo Consumo médio (g/animal)
Dia 0 Dial Dia4 Dia 7 Dia 11 Dia 14
Controle 4,23 4,66 6,52 5,58 6,75 7,66
125 mg/kg 4,09 3,50 6,17 6,76 7,17 8,04
250 mg/kg 4,51 4,00 6,25 6,00 6,90 7,48
500 mg/kg 4,49 3,00 6,46 6,96 6,74 7,29

Os valores representam a média, n=14 animais.

4.10.4. Camundongos fémeas acompanhadas até o 14° dia apos a administracdo do extrato.

Grupo Consumo médio (g/animal)
Dia0 Dial Dia 4 Dia7 Dia 11 Dia 14
Controle 5,88 5,94 5,47 4,39 5,52 6,00
125 mg/kg 4,70 3,87 3,53 4,70 5,00 4,83
250 mg/kg 5,53 2,13 6,04 6,76 5,87 5,83
500 mg/kg 6,47 4,82 6,79 5,63 6,83 6,87

Os valores representam a média, n=14 animais.

Tabela 4.11 - Consumo médio de agua por camundongo que recebeu o extrato etandlico bruto
de L. pinaster em dose Unica.

4.11.1. Camundongos machos acompanhados até o 7° dia apds a administracao do extrato.

Grupo Consumo médio (ml/animal)
Dia0 Dial Dia 4 Dia7
Controle 6,75 6,75 6,50 6,25
125 mg/kg 6,25 3,75 4,37 5,00
250 mg/kg 6,25 4,37 5,63 6,25
500 mg/kg 6,25 3,75 5,00 6,25

Os valores representam a média, n=14 animais.

4.11.2. Camundongos fémeas acompanhadas até o 7° dia apds a administracao do extrato.

Grupo Consumo médio (ml/animal)

Dia 0 Dial Dia4 Dia 7

Controle 4,17 4,17 4,17 4,17

125 mg/kg 5,00 4,17 5,00 4,17
250 mg/kg 5,00 3,33 5,00 4,17
500 mg/kg 5,83 4,17 4,17 4,17

Os valores representam a média, n=14 animais.
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4.11.3. Camundongos machos acompanhados até o 14° dia apds a administracdo do extrato.

Grupo Consumo médio (ml/animal)
Dia 0 Dial Dia4 Dia 7 Dia 11 Dia 14
Controle 5,00 5,63 5,63 5,63 8,13 8,44
125 mg/kg 5,00 3,50 7,50 8,13 7,50 7,50
250 mg/kg 5,00 4,38 7,50 6,88 7,50 7,19
500 mg/kg 5,00 3,88 7,50 6,25 6,25 8,13

Os valores representam a média, n=14 animais.

4.11.4. Camundongos fémeas acompanhadas até o 14° dia apos a administracdo do extrato.

Grupo Consumo médio (ml/animal)
Dia0 Dial Dia 4 Dia7 Dia 11 Dia 14
Controle 4,17 4,17 4,17 4,17 4,17 4,17
125 mg/kg 5,00 4,17 5,00 6,67 5,83 4,17
250 mg/kg 5,00 2,50 5,00 4,17 5,00 4,17
500 mg/kg 4,17 3,33 4,17 4,17 5,00 5,00

Os valores representam a média, n=14 animais.

O acompanhamento do peso corporal do animal é um importante indicador para a
avaliacdo da toxicidade de uma substancia (JAHN & GUNZEL, 1997).

Mudangas no peso corporal tém sido usadas como um indicador de efeitos adversos de
drogas e substancias quimicas. Geralmente, a reducdo de mais de 10% do peso corporal
inicial dos animais é um simples e sensivel sinal de toxicidade apds a exposi¢cdo a uma
substancia toxica (RAZA et al., 2002; TEO et al., 2002).

Apos 7 dias da administracdo oral em dose Unica do extrato etandlico bruto de L.
pinaster, os machos tratados com a dose de 125 mg/kg apresentaram uma reducdo
significativa (P < 0,01) na variacdo do peso corporal comparado ao grupo controle. O grupo
controle ganhou 8,6% de peso corporal enquanto o grupo tratado com a dose de 125 mg/kg
ganhou 6,2% (vide Figura 4.5). Para os machos acompanhados até 14° dia, a variacdo do peso
dos animais tratados com a dose de 500 mg/kg (ganho de 39,9%) (P < 0,05) foi maior do que
no grupo controle (ganho de 33,4%) (Figura 4.6).

As fémeas que receberam a dose de 500 mg/kg de LPIE apds 7 e 14 dias da
administracdo do extrato ndo apresentaram alteracéo significativa no peso corporal em relagéo
ao grupo controle, apesar de terem perdido 0,8% e 5,9% de seus pesos, respectivamente,
enquanto o controle ganhou 2,3% ap06s 7 dias e 4,7% apos 14 dias (Figuras 4.7 e 4.8).
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Figura 4.5 — Efeito do tratamento com veiculo ou extrato etandlico bruto de L. pinaster, em diferentes doses, por
via oral, sobre a variagdo do peso corporal em camundongos machos ap6s 7 dias da administracdo de uma Gnica
dose. Os valores representam a média = e.p.m. de 8 animais. (ANOVA seguido do teste de Dunnett, com
diferenga significativa quando ** P < 0,01).
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Figura 4.6 - Efeito do tratamento com veiculo ou extrato etandlico bruto de L. pinaster, em diferentes doses, por
via oral, sobre a variagdo do peso corporal em camundongos machos apés 14 dias da administracdo de uma Unica
dose. Os valores representam a média = e.p.m. de 8 animais. (ANOVA seguido do teste de Dunnett, com
diferenca significativa quando * P < 0,05).
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Figura 4.7 - Efeito do tratamento com veiculo ou extrato etandlico bruto de L. pinaster, em diferentes doses, por
via oral, sobre a variacdo do peso corporal em camundongos fémeas ap6s 7 dias da administragdo de uma Unica
dose. Os valores representam a média + e.p.m. de 6 animais. (ANOVA seguido do teste de Dunnett)
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Figura 4.8 - Efeito do tratamento com veiculo ou extrato etandlico bruto de L. pinaster, em diferentes doses, por
via oral, sobre a variacdo do peso corporal em camundongos fémeas ap6s 14 dias da administracdo de uma Unica
dose. Os valores representam a média + e.p.m. de 6 animais. (ANOVA seguido do teste de Dunnett).

Os resultados obtidos sugerem que o procedimento experimental de administracdo do
extrato etandlico bruto de L. pinaster por meio de sonda rigida orogastrica, assim como as
manipulagdes diérias dos animais, ndo comprometeram o estado nutricional e o crescimento
dos camundongos tratados com o veiculo ou com o extrato apds 7 e 14 dias da administracao.

Como em todos os estudos de toxicidade, observagdes clinicas e mudancas no peso
corporal podem ser bons indicadores do estado de saide do animal. Diminui¢do do peso
corporal ou reducdo do ganho de peso pode refletir uma variedade de respostas incluindo
rejeicdo pela racdo por causa da anorexia induzida pelo tratamento ou pela toxicidade
sistémica (JAHN & GUNZEL, 1997).
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4.4.3.5. AVALIACAO DOS PESOS UMIDOS DOS ORGAOS

Mudancas no peso dos 6rgaos sdo frequentemente associadas aos efeitos do tratamento
(SELLERS et al., 2007). Em experimentos toxicologicos, a comparagdo dos pesos dos 6rgdos
de animais tratados e ndo tratados é usada para predizer o efeito toxico do teste e para
identificar possiveis orgaos alvo, por exemplo, 6rgdos com efeitos adversos provocados pela
exposicdo. E ainda, a avaliagdo dos pesos dos 6Orgdos em estudos toxicoldgicos € um
componente integrante na avaliacdo de substancias ativas (WOLFSEGGER et al., 2009).

No presente trabalho, o extrato etandlico bruto de L. pinaster ndo induziu mudangas
significativas no peso relativo do encéfalo e pulmao dos camundongos de ambos 0S sexos
quando comparados aos seus respectivos grupos controles. Entretanto houve um aumento de
13,3 % no peso relativo dos rins no grupo de machos tratados com a dose de 125 mg/kg em
comparagao ao grupo controle, apos 14 dias da administracdo do extrato. Houve também uma
diminuicdo no peso relativo dos rins de 8% no grupo de machos tratados com a dose de 500
mg/kg em relacdo ao grupo controle, apés 14 dias da administracdo. Para as fémeas, houve
diminuicdo no peso relativo dos rins na dose de 250 mg/kg ap6s 7 e 14 dias da administracdo
do extrato. Esta diminui¢do foi de 13,6 e 14,5 %, respectivamente. Em relacdo ao figado
houve diminuicdo do peso relativo nos machos apds 7 dias da administracdo nas trés doses
testadas (125; 250 ou 500 mg/kg) de 15,3%, 15,7% e 17,2%, respectivamente. Nos machos
apos 14 dias da administracdo houve diminuicéo do peso relativo do figado de 7,3 e 7,5 % nas
doses de 250 ou 500 mg/kg, respectivamente. E nas fémeas s6 houve diminui¢do do peso
relativo do figado de 21,2% na dose de 250 mg/kg apds 14 dias da administracdo (Tabela
4.12).

AlteracBes no peso do figado podem sugerir mudancas relacionadas ao tratamento
incluindo hipertrofia hepatocelular (por exemplo, indugdo enzimética ou proliferacdo do
peroxissoma) (GREAVES, 2007; AMACHER et al., 2006; JUBERG et al., 2006). O peso do
figado pode estar elevado em estudos realizados em intervalos menores que 7 dias por
substancias potentes que induzem enzimas hepaticas (GREAVES, 2007). E os dados do
presente estudo demonstram que ndo houve um aumento significativo no figado dos animais
tratados com as trés doses apds 7 ou 14 dias da administracao.

Mudangas no peso dos rins podem refletir na toxicidade renal, hipertrofia tubular ou
nefropatia progressiva cronica (GREAVES, 2007). No presente estudo encontrou-se um

aumento significativo dos rins apenas nos machos tratados com a menor dose.
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Mudangas no peso do cerebro sdo raramente associadas com neurotoxicidade

(SELLERS et al., 2007). E isso pode ser evidenciado neste estudo, visto que houve alteragfes

neuroldgicas, mas que ndo afetaram o peso deste 6rgao.

Segundo a Sociedade de Patologia Toxicoldgica, estudos que ndo envolvam a

administracdo de substancias por inalagcdo, o peso dos pulmdes possuem pouco valor nas

avaliagbes microscopicas e por isso sdo opcionais (SELLERS et al., 2007). O trato

respiratorio é frequentemente identificado como um sitio de toxicidade para xenobidticos
quimicos inalados (BOGDANFFY & SARANGAPANI, 2003). Os dados do presente estudo

corroboram com esta afirmativa, visto que a solugcdo administrada ndo possui substancias

guimicas inalatorias.

Tabela 4.12 - Relagdo entre os pesos dos Orgdos e o peso corpéreo de camundongos

acompanhados até o 7° e 14° dias apds a administracdo do extrato etandlico bruto de L.

pinaster, em dose Unica.

Grupo n Sexo Figado Rins Encéfalo Pulmao

16 Machos D,  574+017 066+001 119+007 0,53 0,02

Controle Dy 5334010 075+001 124+003 053+0,01
" Fameas D,  455+019 059+001 131+009 0,67 0,07

Dy,  548+021 062+003 175+013 0,66+ 0,05

16 Machos D,  486+008° 067001 120006 052%0,02

125 mylkg Dy  543+011 085+002° 1224003 052+0,01
1 Fameas D,  428+020 054+001 121+006 0,58 0,03

Dy  507+010 056+001 156+009 059 0,03

D, 484+008° 069+001 113+002 0482001

— 49 s Dy  4943014% 073+001  1,19+004 053001
. Fameas D; 443018 0513002° 1324007 058%0,02

Dy  432+005° 053+001** 169+021 0,62+ 0,02

16 Machos D, 475+016° 070+002 113+004 0482001

500 mafkg Dy  493+007* 069+002* 1174003 054+ 0,01
1 Fameas D,  414+024 0574002 139+007 0,59+ 0,07

D, 5324015 058+002 167+007 0,65+ 0,05

Os valores representam a média + e.p.m., n = nimero de animais utilizados no experimento (ANOVA seguido
do teste de Dunnett, com diferenca significativa quando * P < 0,05; ** P < 0,01; P < 0,001). D;: apds 7 dias da
administracao do extrato; D14: apds 14 dias da administracdo do extrato.
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4.4.3.6. AVALIACAO HISTOPATOLOGICA

No estudo histopatolégico em camundongos machos e fémeas submetidos a testes de
investigacdo de toxicidade aguda, com a administracdo de doses de 125; 250 ou 500 mg/kg,
do extrato etandlico bruto de L. pinaster (LPIE), os seguintes 6rgdos foram examinados: rins,
figado, encéfalo e pulmdes. Esta avaliacéo foi realizada em cortes corados com hematoxilina
e eosina (HE) para visualizacdo do ndcleo e citoplasma no Laboratorio de Imunopatologia,
NUPEB, UFOP sob a colaboracéo da professora Dr® Claudia Martins Carneiro.

Os cortes histoldgicos de pulmdo dos animais do grupo controle e tratados com
diferentes doses de L. pinaster apresentaram alvéolos com espessura regular, capilares
exibindo calibre normal contendo hemaécias, vasos e bronquiolos de aspecto e tamanhos
normais.

Nos cortes histoldgicos do encéfalo dos animais do grupo controle e tratados com L.
pinaster ndo foram encontrados sinais de lesdo e morte celular.

Os cortes histoldgicos dos rins dos animais controle mostraram zona cortical e
medular de aspecto normal, com capsula conjuntiva de espessura adequada. Os glomérulos,
capsula de Bowman e tubos também apresentaram aspecto normal (Figura 4.9 A e B). Os
cortes histologicos dos rins tratados com LPIiE mostraram alteracfes que podem ser dose
dependente, mas somente uma analise morfométrica confirmaria isso. Tanto em machos
guanto nas fémeas nas doses de 125 ou 250 mg/kg, os rins apresentaram degeneracao tubular
sem perda glomerular (Figura 4.9 C), apds 7 dias da administracdo do extrato. Ja na dose 500
mg/kg os rins, além da degeneracdo tubular, apresentaram também congestdo glomerular e
uma discreta inflamacdo (Figura 4.9 D). Nos animais submetidos ao tratamento de LPiE nas
doses de 125 ou 250 mg/kg avaliados ap6s 14 dias da administracdo se observa que no
panorama estrutural houve degeneracdo vacuolar tubular; processo congestivo glomerular
(Figura 4.9 E); perda glomerular discreta; dilatacdo dos tubulos com deposicdo de substancia
eosinofilica na luz dos mesmos. Na dose de 500 mg/kg apds 14 dias da administracdo do
extrato, além dessas alteracGes observou-se um infiltrado inflamatério moderado (Figura 4.9
F).

Os cortes histoldgicos de figado dos animais do grupo controle apresentaram
parénquima bem preservado com a capsula de tecido conjuntivo integra, I6bulos de tamanho
normal e células com nicleo e membrana bem definidos (Figura 4.10 A). Os animais que
receberam as doses de 125 ou 250 mg/kg, apés 7 dias da administracdo do extrato,
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apresentaram degeneracdo vacuolar principalmente nos hepatocitos localizados nas regides
perivascular sem processo inflamatorio (Figura 4.10 B e C). O parénquima nos animais
tratados com ambas as doses apresentou aspecto semelhante aos dos animais controle, salvo
analise mais profunda e quantificacdo para morfometria. Na dose de 500 mg/kg apos 7 dias da
administracdo, a histopatologia do figado apresentou moderada congestdo venular associada a
fendmenos de dilatagdo e congestdo sinusoidais e presenca de células do infiltrado
inflamatdrio polimorfonuclear (PMN) parenquimal (Figura 4.10 D e E). Os animais tratados
com as doses de 125 ou 250 mg/kg, apds 14 dias da administracdo do extrato, apresentaram
um moderado infiltrado inflamatorio parenquimal e perivascular; necrose hepética focal
(Figura 4.10 F e G) circundada por células do infiltrado inflamat6rio polimorfonuclear e
degeneracdo hidrdpica. A histopatologia do figado na dose de 500 mg/kg apds 14 dias da
administracdo do extrato, revelou um processo inflamatério intenso além das alteracOes
encontradas nas doses menores (Figura4.10 He I).

Para verificar se o extrato induzia processo inflamatério no figado de maneira
tempo/dose dependentes realizou-se uma analise morfométrica que consistiu na quantificacdo
dos nucleos celulares nos grupos avaliados.

Foram comparados 0s grupos controle e os tratados com diferentes doses de L.
pinaster apés 7 e 14 dias da exposi¢do ao extrato para verificar se havia um efeito dose
dependente no figado. Verificou-se que houve uma diminuicdo no numero de nucleos
celulares nos machos que receberam a dose de 125 mg/kg acompanhados por 7 dias (Tabela
4.13 e Figura 4.11). Para os machos acompanhados por 14 dias, observou-se uma diminuigédo
significativa no nimero de ndcleos celulares do figado nas trés doses testadas quando
comparadas aos seus respectivos grupos controles, sendo que esta diminui¢do foi maior na
dose de 250 mg/kg e igual nas doses de 125 e 500 mg/kg (250 > 125 = 500). Nas fémeas,
verificou-se um aumento significativo (P < 0,001) do processo inflamatdrio nas trés doses
testadas quando comparadas aos grupos controle, nos animais acompanhados por 7 e 14 dias,
sendo que nas fémeas D o efeito foi maior na dose de 500 mg/kg e igual nas doses de 250 e
125 mg/kg (500 > 250 = 125) e para as fémeas D14 0 aumento foi igual nas trés doses (125 =
250 = 500) (Tabela 4.13 e Figura 4.11).

Foram comparados 0s grupos de machos tratados com o extrato apds 7 e 14 dias da
administracdo para observar se havia um efeito tempo dependente no 6rgdo em questdo.

Verificou-se que houve um aumento significativo do infiltrado inflamatdrio no 14° dia apos
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tratamento em relacdo ao 7° dia entre os grupos controles (D; e Dy4) € entre 0s animais
tratados com a dose de 125 mg/kg (D7 e D14) (P < 0,001). Nos animais tratados com 250
mg/kg verificou-se uma diminuicéo significativa dos nucleos celulares (P < 0,001) no dia 14
em relacdo ao dia 7. E para as doses de 500 mg/kg néo houve diferenca significativa entre os
dois tempos analisados (Tabela 4.13 e Figura 4.11). As fémeas que receberam tratamento com
veiculo e aquelas que receberam extrato na dose de 500 mg/Kg ndo apresentaram diferencas
estatisticas em relacdo a células inflamatdrias nos dois tempos analisados. Porém, o
tratamento com as doses 125 ou 250 mg/kg do extrato induziram processo inflamatério
intenso e significativo no 14° dia ap6s o tratamento quando comparado ao 7° dia. (Tabela 4.13
e Figura 4.11).

Foram comparados 0s grupos de machos e fémeas expostos ao LPIE apds 7 e 14 dias
da administracdo para verificar se o extrato possui efeito diferente entre os sexos. Em relacédo
aos grupos que receberam somente veiculo, observou-se aumento de nucleos celulares entre
as fémeas e os machos no 7° dia apds o tratamento. Comparando-se 0S grupos que receberam
diferentes doses de extrato etanolico bruto de L. pinaster verificou-se um aumento de células
inflamatdrias nas fémeas em relagdo aos machos nos dois tempos analisados. (Tabela 4.13 e
Figura 4.11).
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Figura 4.9 - Fotomicrografias de sec¢des de rim de camundongos Swiss submetidos a avaliacao
da toxicidade do extrato etanolico bruto de L. pinaster (LPIiE), administrado por via oral em 3
distintas doses (125; 250 ou 500 mg/Kg de peso corporal), de acordo com 0 sexo e 0 tempo apés
tratamento: A) e B) Animais do grupo controle mostrando rim com aspecto normal; C) Animais que
receberam 125 ou 250mg/Kg de peso corporal de LPiE (7 dias) mostrando rim com degeneragdo
tubular (seta); D) Animais que receberam 500mg/Kg de peso corporal de LPIiE (7 dias) mostrando rim
com congestdo (seta) e discreta inflamacéo (I); E) Animais que receberam 125 ou 250mg/Kg de peso
corporal de LPiE (14 dias) mostrando rim com degeneracao (seta) e dilatagdo tubular (cabeca de seta);
F) Animais que receberam 500mg/Kg de peso corporal de LPIiE (14 dias) mostrando rim com
degeneracdo (seta) e dilatacdo tubular (cabeca de seta) e infiltrado inflamatério moderado (1)
(Hematoxilina Eosina, aumento de 40X; A: aumento de 20X).
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Figura 4.10 - Fotomicrografias de seccGes de figado de camundongos Swiss submetidos a
avaliacdo da toxicidade do extrato etandlico bruto de L. pinaster (LPIiE), administrado por via
oral em 3 distintas doses (125; 250 ou 500 mg/Kg de peso corporal), de acordo com 0 Sexo e 0
tempo apds tratamento: A) Animais do grupo controle mostrando figado com aspecto normal; B)
Machos que receberam 125 ou 250mg/Kg de peso corporal de LPiE (7 dias) mostrando figado com
degeneracdo vacuolar perivascular (seta); C) Fémeas que receberam 125 ou 250mg/Kg de peso
corporal de LPIiE (7 dias) mostrando figado com degeneracéo vacuolar (seta) e infiltrado inflamatorio
perivascular (1); D) Machos que receberam 500mg/Kg de peso corporal de LPIiE (7 dias) mostrando
figado com dilatacdo de sinusoides (cabeca de seta) e infiltrado inflamatério (I); E) Fémeas que
receberam 500mg/Kg de peso corporal de LPIiE (7 dias) mostrando figado com infiltrado inflamatério
intenso (1); F) Machos que receberam 125 ou 250mg/Kg de peso corporal de LPIiE (14 dias)
mostrando figado com infiltrado inflamatério (I) e necrose (seta); G) Fémeas que receberam 125 ou
250mg/Kg de peso corporal de LPIiE (14 dias) mostrando figado com infiltrado inflamatorio (1) e
necrose (seta); H) Machos que receberam 500mg/Kg de peso corporal de LPIE (14 dias) mostrando
figado com infiltrado inflamatdrio intenso (I); 1) Fémeas que receberam 500mg/Kg de peso corporal
de LPIiE (14 dias) mostrando figado com infiltrado inflamatério intenso (I) (Hematoxilina Eosina,
aumento de 40X; A: aumento de 20X).

Simane Uparecida Fevieira Pagina 103



Resultadas e Discussae

Tabela 4.13 — Frequéncia de nucleos celulares por area (1,5 x 10° um?) no figado de
camundongos Swiss machos e fémeas tratados com veiculo ou diferentes doses de extrato

etandlico bruto de L. pinaster acompanhados até o 7° ou 14° dias ap6s a administragdo dos

extratos.
Grupo n Sexo n° de nucleos celulares/area
D, 194,80 + 4,65
8 Machos
D4 233,30 £ 5,64 bl
Controle
A D, 264,40 + 3,48 ERS
6 Fémeas
D4 248,20+ 2,91 fake
D, 158,30 + 3,52 *
8 Machos
D14 196,20 + 3,64 &5 o
125 mg/kg
D, 302,60 + 3,39 * **x
6 Fémeas
D4 340,10 + 3,46 & ** o O
D, 208,80 + 3,43
8 Machos
D4 167,70 + 3,68 * bl
250 mg/kg
D, 310,10 + 3,43 & ERS
6 Fémeas
D4 355,00 + 8,29 * ** o O
D, 204,40 £ 3,72
8 Machos
D14 183,20 + 3,97 &5
500 mg/kg .
X D, 349,00 + 6,67 * **
6 Fémeas
D14 340,60 + 3,99 &5 o o

Os valores representam a média + e.p.m. das 8 e 6 laminas para machos e fémeas respectivamente, n = nimero
de animais utilizados no experimento (ANOVA seguido do teste de Tukey). D;: ap6s 7 dias da administracdo do
extrato; Dy4: ap0s 14 dias da administragdo do extrato.

*P < 0,001 comparado aos seus respectivos grupos controle;

**P < 0,05 comparado ao grupo de machos D+;

*P < 0,001 comparado ao grupo de fémeas D-.

°P < 0,001 comparado ao grupo de machos D1g;
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Figura 4.11 — Analise morfométrica do processo inflamatério no figado de camundongos Swiss machos e
fémeas tratados com veiculo ou diferentes doses de extrato etandlico bruto de L. pinaster acompanhados até o 7°
ou 14° dias ap6s a administracdo dos extratos. As colunas sdo a média + e.p.m. dos grupos de machos (n=8) e
fémeas (n=6) analisados (ANOVA seguido do teste de Tukey). D: ap6s 7 dias da administracdo do extrato; D14:
apos 14 dias da administracdo do extrato.

*P < 0,001 comparado aos seus respectivos grupos controle;

**P < 0,05 comparado ao grupo de machos D7;

*P < 0,001 comparado ao grupo de fémeas D-.

°P < 0,001 comparado ao grupo de machos Dyg;

Diante do exposto verifica-se que o extrato ndo possui efeito dose dependente no
figado de machos e fémeas. Embora as fémeas tenham apresentado um aumento significativo,
o efeito parecia ndo depender das doses. Quando se avaliou o efeito do tempo nos
tratamentos, observou-se que nas fémeas o efeito hepatotoxico do extrato, nas doses de 125
ou 250 mg/kg de peso corporal, aparece ap6s um periodo mais prolongado (14 dias)
evidenciado pelo presenca de um processo inflamatério mais intenso. Porém, nos machos o
tempo parece ndo ter efeito significativo. E por fim, foi comparado o efeito do extrato no
figado sobre os sexos e verificou-se que as fémeas em todas as doses dos tempos D7 e Dy
apresentavam um aumento da citotoxicidade quando comparadas aos machos. Isto demonstra
gue as fémeas sdo mais susceptiveis que os machos quando se administra oralmente, em dose
Unica, o extrato etandlico bruto de L. pinaster. Segundo Stickel e colaboradores, 2005,
diversas plantas medicinais podem causar hepatotoxicidade sendo que a maioria dessas
plantas afeta mais individuos do sexo feminino. Essa diferenca de género ndo estava

relacionada com a probabilidade das mulheres utilizarem mais essas prepara¢es, mas sim
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com a maior susceptibilidade destas a induzirem danos hepaticos quando as usavam
(KESSLER et al., 2001).

Juntamente ao figado, os rins sdo 0s mais importantes 6rgdos de desintoxicacdo (INUI
et al., 2000).

O figado é um 6rgdo com alta atividade metabodlica visto que, grande parte das
substéncias absorvidas pelo intestino tem passagem pelo figado, o qual tem a funcdo de
metabolizar, armazenar ou sintetizar estas substancias colaborando assim para a homeostasia
corporea. Este orgdo possui grande perfusdo sanguinea e, em funcéo disto, toda substancia
absorvida pelo organismo atinge rapidamente as células hepaticas. Ademais, o figado é
responsavel por promover a eliminagdo de xenobioticos nocivos ou ndo, do organismo, tais
como drogas (BORGES et al., 2002; LEMES & BRACCINI, 2004).

As substancias estranhas sdo predominantemente biotransformadas no figado pela
acao de enzimas que metabolizam as drogas incluindo as enzimas microssomais do citocromo
P450 (CYP), monooxigenases multifuncionais, glutationa-S-transferases, sulfotransferases e
UDP-glicuronosiltransferases (STICKEL et al., 2005). Investigacbes mostraram que mais de
50% de substancias quimicas clinicamente utilizadas sdo oxidadas pelo citocromo P450 3A4 e
cerca de 30% pelo citocromo P450 2D6 (RENDIC & DI CARLO, 1997). A inibicdo da
enzima metabolizadora de drogas pode conduzir a um aumento no nivel plasmatico de
substancias administradas concomitantemente, prolongar os efeitos farmacoldgicos ou
aumentar a toxicidade induzida por drogas (SUBEHAN et al., 2006). Além das CYP existem
transportadores, tais como o transportador multidrogas glicoproteina-P (P-gP) (que sé&o
capazes de exportar dos hepatdcitos uma variedade de substancias quimicas, inclusive drogas,
xenobioticos, produtos naturais e peptideos) (CHIELI & ROMITI, 2008).

Compostos polifenolicos podem ser precursores de quinonas ou de intermediarios
quinonametideos que sdo inibidores das CYP (MURRAY, 2006). Drogas que inativam as
CYP geralmente possuem grupos funcionais reconheciveis que sdo oxidados a produtos
reativos. Assim, drogas com cadeias laterais que contem ligacao insaturada carbono-carbono e
sistemas de anéis furano estdo associadas a inativacdo irreversivel das CYP (MURRAY,
1997, SUBEHAN et al., 2007). As lactonas sesquiterpénicas presentes na espécie L. pinaster
possuem acgdo citotoxica contra hepatocitos humanos e causam alergia na pele (PICMAN,
1986). Elas possuem um anel furano capaz de inibir as CYP e assim causar hepatoxicidade. A

espécie Arnica montana, também rica em lactonas sesquiterpénicas, é considerada pela FDA

Simane Uparecida Fevieira Pagina 106



Resultadas e Discussae

uma “planta perigosa” e seu uso nao é permitido em medicamentos alopaticos por via oral
(MACIEL et al., 2006).

Testes in vitro mostraram que os flavondides: quercetina, kampferol, apigenina e
galangina e poliacetilenos podem modular a atividade da P-gP (CHIELI & ROMITI, 2008).
Muitas dessas substancias estdo presentes no extrato etanodlico bruto de L. pinaster. Assim
sendo, as alteracBes hepatocelulares encontradas nos presentes ensaios podem ser atribuidas
as atividades toxicas dessas substancias.

Os rins situam-se acima da cintura contra a parede posterior da cavidade abdominal,
sendo o rim direito levemente inferior ao esquerdo. A unidade funcional dos rins é o nefron,
este é constituido de corpusculo renal, tubulos contorcidos e alca de Henle (TORTORA &
GRABOWSK, 2002). Estes 6rgdos sdo muito sensiveis a acdo de agentes toxicos. Uma razdo
para isto é o fato de que os rins, embora representem apenas 0,4 % do peso corporal, estdo
excessivamente expostos a agentes toxicos presentes na circulacdo (MAXIE & NEWMAN,
2007; OLSEN & SOLEZ, 1994). Outra razdo é que o néfron, com sua capacidade de
concentrar o filtrado glomerular, possa estar exposto a concentracbes muito altas de agentes
toxicos em qualquer uma de suas porcdes. Os tubulos sdo os mais sensiveis a influéncias
toxicas, em parte porque possuem um alto consumo de oxigénio e sistemas enzimaticos
vulneraveis e em parte porque podem ser usados como transportadores de toxinas e serem
danificados por elas (OLSEN & SOLEZ, 1994). Segundo Capasso e colaboradores, 2000,
diversas plantas medicinais que possuem terpenos e saponinas podem ser toxicas para 0s rins.
Recentes estudos demonstraram que extratos que continham saponinas, mesmo em baixas
concentragOes, eram capazes de promover toxicidade as células do epitélio renal (UHLIG et
al., 2007). Assim, os achados histopatoldgicos dos rins presentes neste estudo demonstram
que constituintes quimicos encontrados no extrato etandlico bruto de L. pinaster, tais como
saponinas possam ser excretados via rins e provocarem efeitos adversos nesses 0rgaos.

A partir entdo de todos os resultados apresentados de avaliacdo da toxicidade aguda,
podemos concluir que o extrato etanolico bruto de L. pinaster administrado por via oral nas
trés doses, apresenta toxicidade as células renais e hepaticas. Serdo necessarios estudos
adicionais para verificar se as alteracdes observadas sdo reversiveis e que possibilitem a
recuperacdo tecidual. Além disso, o presente estudo avaliou somente administracdo de dose
Unica do extrato e a avaliagdo de multidoses, por exemplo, por 30 dias, também sera
necessaria atendendo a Resolugdo n° 90 de 2004 da ANVISA.
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5.1. CONCLUSOES GERAIS

Tendo em vista os resultados obtidos no presente estudo, pode-se concluir que:

O extrato etanodlico de L. pinaster e suas fragcdes, principalmente a metanolica sdo
fortes candidatos a agentes anti-inflamatorios topicos sendo tdo eficazes quanto o
medicamento cataflam. As evidéncias obtidas neste trabalho reforcam cientificamente a
validade de seu uso popular no tratamento da inflamagéo e que a via topica é adequada para
sua utilizagéo.

Além da capacidade anti-inflamatoria, o extrato de L. pinaster nas doses de 500 e 750
mg/kg apresentou efeito analgésico semelhante aos farmacos utilizados no tratamento de
dores mais brandas e mais fortes, tais como a dipirona e a morfina, mostrando que este extrato
vegetal possui potencial para fazer parte deste arsenal farmacoldgico. Isto demonstra que os
extratos e substancias obtidas de produtos naturais, especialmente aqueles obtidos de plantas
medicinais, ainda tém e continuardo tendo um lugar importante no processo de descoberta de
novas drogas analgésicas.

Entretanto, como qualquer xenobidtico o extrato desta planta medicinal pode provocar
possiveis efeitos adversos. Neste trabalho verificamos que o extrato provocou sedagdo sem
causar prejuizo motor. Alem deste efeito, o extrato induziu alteragcdes morfologicas nos rins e
figado devendo possuir substancias potencialmente toxicas a estes Orgaos. Mas, estudos
adicionais de toxicidade sdo necessarios, tais como de longa duracdo - em doses repetidas, de
acordo com a legislacdo brasileira em vigor (Resolucdo n° 90 de 2004) para verificar se as
alteracdes observadas sao reversiveis ou nao.

Contudo, se as alteragdes forem reversiveis, o extrato de L. pinaster podera tornar-se
matéria prima para a manipulacdo de um fitoterapico de administracdo oral com acéo anti-

inflamatoria e analgésica, ampliando o poder de escolha da populagéo.
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6.1. PERSPECTIVAS
A realizacdo deste estudo permitiu responder questdes acerca da atividade anti-inflamatoria,
analgesica e toxicidade aguda desta planta, porém muitas outras surgiram a partir dos dados
obtidos neste trabalho, dentre elas:
» Obtencdo das substancias ativas presentes no extrato bruto e suas fracbes (hexanica,
diclorometanica, acetato de etila e metandlica);
» Submeter estas fracGes ao ensaio de atividade analgésica;
> Realizar estudos de nocicepg¢éo induzido por capsaicina e glutamato para verificar se a
atividade analgésica do extrato etandlico bruto ocorre em nivel central;
> Desvendar os mecanismos envolvidos na reducdo do edema provocado pela utilizagéo
do emulgel tépico formulado com o extrato etanolico e suas fragdes, tais como avaliacao
da inibicdo da ciclooxigenase, niveis de interleucinas, 6xido nitrico, etc.
» Determinar a DLso para o extrato administrado oralmente em dose Unica.

» Realizar estudo de toxicidade em doses repetidas durante 30 dias.
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