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O presente trabalho avaliou a atividade antinociceptiva e antiinflamatéria do extrato
bruto metandlico (EMB), fracdo acetato de etila (AcCOEt) e uma substancia pura
procianidina B2 (PB2) obtidos das folhas de Litchi chinenses soon. Para tanto foram
utilizados modelos farmacoldgicos de nocicepcdo como contor¢cdes abdominais
induzida por acido acético (AA), placa quente (PQ), glutamato (GL), capsaicina (CP),
completo adjuvante de Freund (CFA) e formalina (FM), e como modelos farmacoldgicos
de inflamacéo, o edema de pata (EP) e pleurisia (PL) induzidos por agentes flogisticos
(AF), (Cgl/carragenina, SP/substancia P, His/histamina, BK/bradicinina). Modelo de
Rota Rod (RR) foi utilizado como complementar. Os resultados demonstraram que a
dose de 100 mg/Kg para o EMB e AcOEt, foi a que apresentou maior reducao da
nocicepgéo, de origem inflamatéria, com as maiores IMs (inibicdo maxima) calculadas
de (65+10% e 83+8%) respectivamente, para 0 modelo (AA), (63+6% e 71+1%), para
(FM), (67+3% e 54+9%) para (GL). A PB2 na dose de 6 mg/Kg apresentou maior
reducdo na nocicep¢do de origem neurogénica, com IM calculada de (41+5%) para
(FM) e (31+1%) para (CP). Nao houve alteracbes no desempenho motor dos animais
tratados com essas substancias no modelo de (RR). No modelo de (PL), a dose de 100
mg/Kg para o EMB e AcOEt, e a dose de 6 mg/Kg para a PB2, foram as que mais
reduziram os eventos inflamatorios (migracéo leucocitaria) induzidos por (Cg), com IMs
de (62+3% e 63+8%) para 100 mg/Kg de EMB e AcOEt e de (40+5%) para 6 mg/Kg de
PB2. As maiores IMs para o EMB (100 mg/kg) com os demais (AF), foram (60+6%;
401£6%) para a SP e His respectivamente. No modelo de (EP) induzido por (Cg), a dose
de 50 mg/Kg foi a que se sobressaiu tanto para EMB, quanto para a AcOEt, com IMs
de (48+2% e 46+3%) respectivamente. A dose de 6 mg/Kg da PB2 apresentou IM de
61+6%. Com os demais agentes flogisticos utilizados para o EMB, a dose de 100
mg/Kg foi a que apresentou maior reducdo do edema, com IMs de (4816%, 50+2% e
35+3%) para SP, His e BK, respectivamente. Os resultados apresentados
demonstraram a acgdo antinociceptiva e antiinflamatéria do EMB, AcOEt e a PB2,
sugerindo assim a necessidade de estudos adicionais com a finalidade de avaliar os
mecanismos envolvidos nestes efeitos.

Palavra chaves: Litchi chinenses soon., nocicepg¢do, inflamacao, plantas medicinais.
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This work evaluates the antinociceptive and anti-inflammatory activity of crude methanol
extract (CME), ethyl acetate fraction (EtOAc) and a pure substance procyanidin B2
(PB2) obtained from the leaves of Litchi chinensis soon. Pharmacological models of
nociception were used, such as the writhing induced by acetic acid (AA), hot plate (HP),
glutamate (GL), capsaicin (CP), complete Freund's adjuvant (CFA) and formalin (FM)
tests, and as pharmacological models of inflammation, paw edema (PE) and pleurisy
(PL) induced by phlogistic agents (PA), (Cg/carrageenan, SP/substance P,
His/histamine, BK/bradykinin) were used. The Rota Rod (RR) model was used as a
complementary test. The results demonstrate that a dose of 100 mg/kg for CME and
EtOAc present a greater reduction in nociception of inflammatory origin, with the highest
MI (maximum inhibition) calculated of (65+10% and 83+8%) respectively, for the model
(AA), (63+6% and 71+1%) to (FM), (67£3% and 54+9%) and for (GL). The PB2 at a
dose of 6 mg/kg, showed a greater reduction in perception of pain of neurogenic origin,
calculated with Ml (41+5%) for (FM) and (31+1%) for (CP). There were no alterations in
motor performance in the animals treated with these substances in the (RR) model. In
the (PL) model, the 100 mg/kg dose for CME and EtOAc, and the 6 mg/kg dose for
PB2, were the ones that most reduced the inflammatory events (leukocyte migration)
induced by (Cg), with MI (62+3% and 63+8%) to 100 mg/kg of CME and EtOAc and
(40+5%) to 6 mg/kg of PB2. The main MI for CME (100 mg/kg) with others (PA) were
(60+6%, 40+6%) for the SP and His respectively. In (Cg) induced (EP) model, the dose
of 50 mg/kg was the one that stood out both for CME, and for the EtOAc with MI of
(48+2% and 46+3%) respectively. The dose of 6 mg/kg MI of PB2 showed (61+6%).
With the other phlogistic agents used for the CME, the dose of 100 mg/kg showed the
greatest reduction of edema with Ml (48+£6%, 50+2% and 35+3%) for SP, and His BK,
respectively. The results presented demonstrate the antinociceptive and anti-
inflammatory CME, EtOAc and PB2, suggesting the need for additional studies to
evaluate the mechanisms involved in these effects.

Key words: Litchi chinenses soon., nociception, inflammation, medicinal plants.
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1 INTRODUCAO

O uso de produtos naturais, sobretudo as plantas, como recurso terapéutico é
uma pratica antiga que acompanha a evolucdo da humanidade. Plantas com
propriedade curativas e utilizadas popularmente com objetivo de tratamento para
alguma enfermidade s&o denominadas “plantas medicinais”. A utilizagdo destas plantas
baseava-se na crenca popular e apesar do emprego empirico, as mesmas continuam a
ser usadas pela populacdo até os dias atuais e, jamais foram completamente
substituidas pelos farmacos sintéticos (BRESOLIN; CECHINEL-FILHO, 2003). Em
virtude disso, surgiu a necessidade de se estudar o uso e o conhecimento das plantas
pelos grupos humanos de diferentes culturas e captar informagdes, as quais podem ser
empregadas na procura de substancias biologicamente ativas que pudessem ser
utilizadas na producéo de medicamentos (COUTINHO; TRAVASSOS; AMARAL, 2002).

Segundo Simdes e colaboradores (2004), a necessidade de estudos e procura
de novos medicamentos por meio de plantas medicinais é mais fortalecida quando nos
deparamos com situacdes relacionadas a doencas resistentes ao arsenal de farmacos
atuais. Para fazer frente a essa realidade, pesquisas de novos farmacos originados de
produtos naturais estdo crescendo e, o percentual de novos produtos obtidos de
plantas consumidos na forma de fitoterapicos ou suplementos alimentares aumenta
ano apos ano (SIMOES e cols., 2004).

No Brasil, apesar do emprego tradicional de plantas medicinais e/ou fitoterapicos
por anos, o registro de medicamentos preparados com plantas medicinais ainda é
pequeno, 0 que revela o pouco aproveitamento, pelos brasileiros, da grande
biodiversidade do pais e da riqueza de suas plantas com potencial farmacolégico.
Neste sentido, muitas plantas que sao utilizadas popularmente com finalidade
terapéutica continuam sem validacéo cientifica (LORENZI; MATOS, 2002).

Ao longo dos anos, vérias plantas utilizadas na medicina popular Brasileira,
tiveram suas propriedades analgésicas e antiinflamatérias comprovadas através de
modelos farmacoldgicos especificos. Pode-se citar como detentora de propriedade
analgésica a, “Batata da praia” (Ipomea pes-caprae) (SOUZA e cols., 2000), (Rubus
imperialis) (NIERO e cols., 2002), “Arnica brasileira” (Lychnophora ericoides) (LOPES,



2003), “Corda-de-viola” (lpomoea cairica) (FERREIRA e cols., 2006), “Jalapa”
(Mandevilla velutina) (MATTOS e cols., 2006), “Trombeteiro” ou “Saia-branca”
(Brugmansia suaveolens) (PARKER e cols., 2007), dentre outras. Com acéo
antiinflamatoéria comprovada podemos citar: Calophyllum brasiliense (DA SILVA e cols.,
2001); Curcuma zedoaria (NAVARRO e cols., 2002), Bouchea fluminensis (COSTA e
cols., 2003), Bryophillum calycinum Salisb (SOUSA e cols., 2005), Cissampelos pareira
(AMRESH e cols., 2007a) e muitas outras.

Em Santa Catarina especificamente, a tradicdo de se utlizar as plantas
medicinais no tratamento de enfermidades € um dos legados deixados ndo s6 por
Nnossos ancestrais indigenas, como também por nossos colonizadores europeus que
introduziram na flora catarinense muitas espécies originarias da Europa.

Nos ultimos anos o Nucleo de Investigacdo Quimico-Farmacéuticas da Univali
(NIQFAR) tem se destacado ao validar cientificamente muitas plantas da flora
Catarinense utilizadas na medicina popular. Destacam-se aqui 0s longos anos de
trabalho, resultando inclusive em parceria com a inddstria farmacéutica para a
producdo de um medicamento genuinamente catarinense obtido da planta Aleurites
molucanna.

Dando continuidade & esses trabalhos, uma nova planta foi introduzida nas
pesquisas, com o propésito de aprofundar os estudos sobre as propriedades
antinociceptiva e antiinflamatoria. Trata-se de Litchi chinenses soon, planta asiatica
muito bem adaptada em nossa regido, usada popularmente para tratamento do

processo inflamatério e doloroso.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a atividade antinociceptiva e antiinflamatéria do extrato metandlico bruto,
fracbes e substancia pura (procianidina B2) obtidos das folhas de Litchi chinenses

soon, através de modelos farmacolégicos especificos.

2.2 Objetivos especificos

a) Verificar o efeito antinociceptivo do extrato metandlico bruto, fragbes e
substancia pura (procianidina B2), em modelos de nocicepc¢ao induzida por estimulos
guimicos (acido acético, formalina, capsaicina, glutamato) e estimulo térmico (placa
guente);

b) Verificar o efeito antinociceptivo do extrato metanolico bruto, fracdes e
substancia pura (procianidina B2), em um modelo de hipernocicepg¢éo cronica induzida
pelo completo adjuvante de Freund (CFA);

c) Avaliar o efeito antiinflamatorio do extrato metandlico bruto, fracdes e
substancia pura (procianidina B2), através do modelo de pleurisia induzida por
diferentes agentes flogisticos;

d) Avaliar o efeito antiedematogénico, do extrato metandlico bruto, fracdes e
substancia pura (procianidina B2), através do modelo de edema de pata induzida por
diferentes agentes flogisticos;

e) Verificar se o extrato metandlico bruto, fracdes e a substancia pura
(procianidina B2), interferem no sistema motor dos animais através do modelo de Rota
Rod,

f) Comparar os efeitos do extrato metanolico bruto, fracbes e da substancia

pura (procianidina B2), com farmacos analgésicos e antiinflamatorios classicos.



3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Aspectos gerais do processo doloroso

3.1.1. Conceito

O Sistema nervoso sensorial € a parte do sistema nervoso responsavel pela
andlise dos estimulos provenientes do meio ambiente externo e interno do organismo.
Encontrado em todos os filos, desde os seres inferiores aos mais adaptados e
evoluidos, possui o papel de detectar e desencadear reacfes frente a um estimulo
externo. Dentro da evolugdo genética caracteristica de cada espécie, substancias
transdutoras contribuiram para diferenciar o estimulo agressivo do inécuo. Os
receptores nervosos periféricos para a dor foram ao longo do tempo se desenvolvendo,
facilitando a conducdo nervosa apos estimulos de alto limiar, sempre com o objetivo de
evitar situacdes desagradaveis, manter as fungbes fisiologicas e preservar a vida
(KRAYCHETE; CALASANS; VALENTE, 2006).

O sistema nervoso sensorial capacita o individuo a nocicepcdo e a dor
propriamente dita. Fisiologicamente ha uma diferenca entre os termos nocicepc¢ao e dor
geralmente confundidos. A nocicepcdo esta relacionada com manifestacoes
neurofisiol6gicas, geradas por um estimulo nocivo, enquanto a dor além de envolver
um estimulo potencialmente nocivo, tem conotacao individual e € representada por
experiéncias subjetivas, incluindo fatores afetivos e emocionais, que aumentam ou
diminuem a sensacgdo dolorosa (MILLAN, 1999; ALMEIDA; ROIZENBLATT,; TUFIC,
2004).

Sendo assim, a dor pode ser definida como uma sensacéo desagradavel, criada
por um estimulo nocivo, que atinge o sistema nervoso central por meio de vias
especificas. E um sintoma de muitas desordens clinicas e afeta grande parte da
populagcdo (BESSON; DICKENSON, 1997). Ela é uma das caracteristicas dos
mecanismos protetores fisioldgicos normais e como ja foi relatado, uma das suas
funcbes é a de preservar o organismo evitando assim o dano tecidual (OLIVEIRA,
2003).

O processo doloroso de origem inflamatdria envolve uma complexa cascata de



eventos bioquimicos e celulares que incluem extravasamento de fluidos, ativagéo
enzimatica, migracdo celular, liberacdo de mediadores, sensibilizacdo e ativagdo de
receptores, lise celular e de reparo (CARVALHO; LEMONICA, 1998a). A transmiss&o
dolorosa é um mecanismo dindmico e multimediado que envolve varias interacdes de
estruturas do sistema nervoso central (SNC) e periférico (SNP) desde a superficie da
pele até o cortex cerebral (GOZZANI, 2003; VALE, 2007).

3.1.2 Classificacéo dos processos dolorosos

A dor pode ser classificada de acordo com varios critérios, como duracao,
topografia e intensidade. Também pode ser caracterizada segundo a fisiologia. De
acordo com os critérios temporais ela pode ser transitoria, aguda ou crénica (FUCHS;
WANNMACHER; FERREIRA, 2006). Na dor transitéria ha ativacdo dos nociceptores
independente da existéncia ou ndo de qualquer dano tecidual, sendo este tipo de dor
responsavel pela protecdo do organismo frente a possiveis danos fisicos oriundos de
estresse tecidual ou mesmo ambiental (LOESER; MELZACK, 1999).

A dor aguda caracteriza-se por ser pontual, delimitada, com estimulagdo dos
nociceptores (fibras A-delta e C) através de estimulos nociceptivos, que podem ser
térmicos, mecanicos, ou quimicos (HUNT; MANTYH, 2001; IKEDA e cols., 2001;
ALMEIDA; ROIZENBLATT; TUFIK, 2004; COUTAUX e cols., 2005) e desaparece com
a resolucao do processo patolégico.

Ja a dor crbnica geralmente € aquela que persiste apés terminado o processo
causador do estimulo nociceptivo, porém ha excecdes como na artrite cronica onde a
lesdo permanece. Difere da dor aguda por ndo possuir funcdo fisiolégica e é
acompanhada por fendbmenos neurovegetativos e neuroadaptativos (LOESER;
MELZACK, 1999; CARR; GOUDAS 1999; ALMEIDA; ROIZENBLATT, TUFIC, 2004).

Pode-se dizer entdo que a dor cronica é um estado de constante facilitacdo da
conducdo nervosa, quando estimulos que anteriormente indécuos podem ser
interpretados como dor (alodinia) ou quando a resposta ao estimulo doloroso ndo é
proporcional a intensidade da agressao (hiperalgesia)” (KRAYCHETE; CALASANS;
VALENTE, 2006).



A dor crbnica pode ser de origem inflamatoria ou nociceptiva, sendo que a dor
nociceptiva geralmente € tratada com medicamentos antiinflamatérios e/ou
analgésicos, enquanto que a dor neuropatica geralmente € tratada com medicamentos
gue influenciam nos neurotransmissores, como 0s antidepressivos, antiepilépticas ou
opidides (MAIZELS; MCCARBERG, 2005).

Freqlentemente, o processo inflamatério estd presente principalmente na dor
cronica, sendo este, resultado da les&o tecidual, reatividade imune anormal ou leséo
nervosa (STAIN; SCHAFER; MACHELSKA, 2003).

3.1.3 Transmisséo do processo doloroso

A propagacao da dor inicia-se com a ativagdo de nociceptores encontrados na
pele, membranas, tecidos conectivos de Orgdos viscerais, ligamentos, capsulas
articulares, periésteo, musculos, tenddes e vasos sanguineos (JULIUS; BASBAUM,
2001).

A rota classica da conducdo dolorosa é composta por nociceptores primarios
gue correspondem as terminagfes nervosas livres e representam a parte mais distal
dos neurdnios aferentes de primeira ordem, que consistem nas fibras de pequeno
diametro, do tipo Ad e C (Figura 1).

Apenas as fiboras C e Ad em condicbes normais, transmitem informacgdes
nociceptiva da periferia @ medula espinhal, porém estudos em animais transgénicos
associados a informagdes fisiologicas, farmacologicas e bioquimicas, demonstraram o
importante papel de todas as fibras sensoriais nos processos de dor persistente
(DRAY, 1997; GRUBB, 1998; BESSON, 1999).
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Figura 1. Nociceptores primérios (fibras Aa, AB, Ad e do tipo C). Retirado de http//:
www.gmc.ufsc.br//artigos/dor/o_que_eh_dor.htm> Acessado em 10 de fevereiro de 2010.

Apenas as fibras Ad (Ill) e C (IV), em condicbes normais, transmitem
informag0des nociceptivas. As fibras se diferenciam pelo calibre o qual as fibras Ad s&o
pouco mielinizadas e de médio diametro, mediando a dor de origem aguda (dor rapida),
enquanto que as fibras do tipo C ndo sao mielinizadas e possuem pequeno diametro,
mediando a dor de origem inflamatoria (mais prolongada) (JULIUS; BASBAUM, 2001).

Diferentes feixes ascendentes que se formam devido a interacdo dos neurénios
de primeira e segunda ordem no corno dorsal da medula espinhal ddo origem a
diversas vias ascendentes, sendo classificadas em dois grupos, monossinapticos e
polissinapticos. As vias de projecdo monossinapticas sdo projetadas diretamente a
estruturas cerebrais superiores e incluem os feixes, espino-talamico, espino-
reticular,espino-mencefalico, espino-parabraquio-amigdaldide, espino-parabraquio-
hipotalamico, espino-hipotalamico) e neoespinotalamico. As vias de projecéo

polissinaptico, apresentam uma estacdo de retransmissdo a neurdnios de segunda



ordem que levam a informagdo nociceptiva aos centros superiores cerebrais e
consistem nos feixes paleoespinotalamico, espinocervial e coluna dorsal polissinaptica
(MILLAN, 1999; ALMEIDA; ROIZENBLATT; TUFIC, 2004).

ato Espinetaiamico

Sinapse
Substancia
Gelatinosa

Ganglio
Dorsal

- b

)

Fibras C -
Amiclinicas - Lenta

Fibras A
Mielinicas - Ripida

Figura 2. Propagacdo do processo doloroso, via ascendente. (1) estimulo e ativacdo dos
nociceptores; (2) primeira conecc¢do e ativacao do reflexo de retirada; (3) projecdo a centros
superiores (percepcao da dor). Adaptagao de Ferrel BA; Ferrel BR; Osterview, D.,1990.

Esses nociceptores primarios (que consistem nas fibras de pequeno diametro,
do tipo Ad e do tipo C) fazem sinapse na medula espinhal com os interneurénios de
segunda ordem. Estes cruzam a medula e ascendem pelo trato espinotalamico e/ou
palioespinotalamico terminando no talamo (Figura 3). No tdlamo ocorre a sinapse com
os neurdnios de terceira ordem e estes fazem conexao com a cortex somato-sensorial,

local onde ocorre a somatizacdo deste estimulo. Estes neurbnios ainda podem emitir



seus axOnios para o giro cingulado anterior onde a dor ird sofrer as influéncias do
componente emocional e ser modulada via liberagdo de neurotransmissores
especificos (BESSON, 1999; JABBUR; SAADE, 1999).

3.1.4 Modulacéo do processo doloroso

Uma vez que o estimulo doloroso chega aos centros superiores, a “sensagao”
dolorosa é percebida e uma série de processos fisioldgicos e bioquimicos podem
ocorrer para amenizar a sensacao do processo ou amplificar o estimulo. Na modulac&o
do processo as vias descendentes tem papel prioritario.

As vias descendentes (Figura 3), tém origem no tronco cerebral e de outras
estruturas como hipotalamo, cértex, talamo, nacleo magno da rafe (NRM), substancia
cinzenta periaquedutal (PAG), além de estruturas adjacentes da medula
rostroventromedial (RVM) que exercem um importante papel na modulacdo e
integracdo das mensagens nociceptivas no corno dorsal (MILLAN, 1999; VANEGAS;
SCHAIBLE, 2004).

Nessa via 0s neurdnios talamicos descem para o mesenceéfalo e fazem sinapses
nos caminhos ascendentes da medula e da espinha dorsal inibindo sinais dos nervos
ascendentes, produzindo alivio da dor (analgesia). Um pouco desse alivio vem da
estimulacdo dos neurotransmissores opidides naturais de alivio da dor chamados de
endorfina, dinorfina e encefalina (CRAIG, 2007).

Os mecanismos descendentes sdo moduladores da resposta nociceptiva por
exercer suas funcbes tanto em nociceptores presentes nas fibras primarias aferentes,
bem como em neurdnios intrinsecos do corno dorsal, como interneurdnios excitatorios
e inibitérios. Os mediadores envolvidos na modulacdo das vias descendentes nao
estdo totalmente esclarecidos, porém ha grande possibilidade de que as vias
serotoninérgica e noradrenérgica, € em menor extensdo a dopaminérgica, contemplam
0s maiores componentes deste mecanismo (MILLAN, 1999; VANEGAS; SCHAIBLE,
2004).
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Figura 3. Fisiologia da dor, vias descendentes. Adaptacao de Craig, 2007.

Sédo diversos os mediadores inflamatorios e/ou nociceptivos (figura 4), que,
guando liberados por macréfagos, mastdcitos e células endoteliais, tais mediadores,
promovem a despolarizacdo das fibras nervosas tipos Ad e C, que irdo conduzir
impulso doloroso, iniciado em tecidos diferentes, facilitando assim a transmisséo
dolorosa e as alteragbes inflamatérias periféricas (KRAYCHETE; CALASANS;
VALENTE, 2006). De maior destaque podemos encontrar a acetilcolina (ACh), a
substancia P (SP), as cininas (bradicinina- BK), os leucotrienos, o fator de ativacao
plaquetério (PAF), as prostaglandinas (PGs), o tromboxano, as citocinas, a histamina
(His) e serotonina (5-HT), adenosina de trifosfato (ATP), fatores de crescimento
neuronal (NGF), entre outros (DRAY, 1997; JULIUS; BASBAUM, 2001; SAWYNOK,
2003).
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Figura 4. Mediadores envolvidos na nocicepcdo. Peptideos (BK), lipideos (PGEs),
neurotransmissores (5-HT e ATP) e neurotrofinas (NGF). Adaptacdo de Julius; Basbaum 2001.

Estudos indicam que aminoacidos excitatérios como o glutamato, que é
encontrado primeiramente nas fibras sensoriais C, apresentam um papel importante na
transmissdo da informacdo nociceptiva da medula espinhal até estruturas centrais
(BEIRITH; SANTOS; CALIXTO, 2002). Nas fibras C o glutamato coexiste com
peptideos como a SP. Desta forma um estimulo nocivo liberaria ambos, peptideos e
aminoacidos excitatério das fibras nociceptivas aferentes e estes agiriam de maneira
sinérgica na transmissao da dor (DICKENSON, 1999).

Segundo Millan (1999), ndo ha uma sé via (ascendente ou descendente)
envolvida tanto na dor clinica quanto na dor induzida em modelos experimentais que
colabore para a conducdo e perpetuacdo do estimulo nociceptivo. Como ocorre
ativacdo de multiplas vias sensoriais, que irdo convergir e interagir com estruturas

supraespinhais, promovendo sensacao global de dor. Tudo dependera do local, tipo e



duracdo do estimulo, assim como dos componentes afetivos e emocionais envolvidos
(MILLAN, 1999).

3.2 Aspectos gerais do processo inflamatorio

Na maioria das situacbes o processo inflamatorio esta relacionado aos
mecanismos que envolvem a nocicepcao (LEVINE, 1999). A reacdo inflamatéria € um
evento complexo, envolvendo o reconhecimento do agente e/ou estimulo lesivo, para
sua posterior destrui¢éo e formacg&o de um novo tecido (SCHMID-SCHONBEIN, 2006).

A inflamacéo é uma reacao do tecido vivo vascularizado frente a uma agressao
local. E a maneira como nosso organismo se defende contra uma lesdo tecidual
causada por agentes fisicos (trauma mecéanico, radiagdo, calor, frio), quimicos
(substéancias irritantes e outros) ou biologicos, provocada por microorganismos em
geral. Tem como funcdo erradicar esses microorganismos e/ou agentes irritantes e
potencializar o reparo tecidual (LIEW, 2003).

O processo inflamatorio foi caracterizado primeiramente por quatro sinais,
descritos ha mais de 2000 anos por Cornelius Celsus: rubor, calor, tumor e dor. O
quinto sinal da inflamacéo, que é a perda da funcdo dos 6rgdos foi mencionado mais
tarde por Virchow, no século XIX. Quando o processo reparatério se completa,
naturalmente o processo inflamatorio e seus sinais desaparecem (WANNMACHER;
FERREIRA, 2004).

O processo inflamatorio se divide em duas categorias, de acordo com o critério
temporal, em inflamacdo aguda e inflamacéo crénica. A inflamacgédo aguda € de curta
duracéo (horas a dias) caracterizada por vasodilatacdo arteriolar e venular, edema
(extravasamento de fluido rico em proteinas e plasma) e migracdo de células,
primariamente neutréfilos (Figura 5), com possivel ativacdo da cascata da coagulacao
(SPLETTSTOESSER; SCHUFF-WERNER, 2002).

A fase cronica da inflamacéo que é sempre precedida pela inflamacgéo aguda, ja
tem uma duracdo mais longa (semanas, meses ou até anos) e se caracteriza por
migracdo leucocitaria, principalmente mondcitos, linfocitos, plasmacitos e fibroblastos,

além de sinais de regeneracao e reconstrucdo da matriz conjuntiva (CORREA, 2000).



Segundo Liew (2003), sdo exemplos de reacdo inflamatéria cronica a artrite
reumatéide, o IUpus eritematoso sistémico, a silicose, a aterosclerose e doencas
inflamatdrias intestinais como a doenca de Crohn e colite ulcerativa (LIEW, 2003).

Estas doencas inflamatorias cronicas afetam 20 milhGes de pessoas no mundo
inteiro, acarretando 6nus pessoal (dor e incapacidade funcional) e perdas econémicas
inestimaveis. O tratamento para estes males ndo deveria produzir grandes riscos,
necessitando ser eficaz e seguro (WANNMACHER; FERREIRA, 2004).

NORMAL

= Raros linfocitos e

Matriz macrofagos locais

extracelular S =2 <

Arteriola Vénula

O edema expande a matriz extracelular
INFLAMADO @ Deposicao de
. _ fibrina e de
@ Migracao de B outras proteinas
neutrafilos = plasmaticas
= 7
= = =

Dilatacao =
arteriolar Expansdo do leito capilar wvenular

Dilatacao

Aumento do fluxo sangdineo

@

Figura 5. Primeiras manifestacdes locais da inflamacdo aguda comparadas com o tecido
normal. (1) Vasodilatacdo e aumento do fluxo sanguineo (causando eritema e calor). (2)
Extravasamento e deposi¢cdo de plasma e proteinas (edema). (3) Migragdo e acumulo de
leucdcitos no local da lesdo. Adaptacédo de Kumar; Abbas; Fausto, 2005.

Os eventos vasculares, (Figura 5) consistem em dilatac&o inicial das pequenas
arteriolas, resultado em aumento e reducéo do fluxo sanguineo, seguido de estase do

sangue e aumento da permeabilidade das vénulas pds-capilares, com exsudacdo de



liquido (HANG; DALE; HITTER, 2000).

A vasodilatacdo é a caracteristica mais classica da inflamacdo aguda. Ela é
produzida por diversos mediadores como His, PGE;, IL dentre outros. Primeiramente a
vasodilatagdo € mediada pelo 6xido nitrico e PGs vasodilatadoras. O NO™ é produzido a
partir da L-arginina através da acdo do oOxido nitrico sintase (NOS). Os leucdcitos
ativados produzem NOS indutivel depois da exposicdo a produtos microbianos e
citocinas proé-inflamatoérias (VALLANCE; CHAN, 2001).

O edema (exsudato liquido) contém uma série de mediadores que influenciam
as células, assim como 0s proprios vasos sanguineos. Esse mediadores incluem a His,
BK, leucotrienos, SP, componentes do sistema complemento, PAF, dentre outros
(DENZLINGER e cols., 1985). Eles favorecem o aumento da permeabilidade capilar e
venular ao plasma e as proteinas (DEMLING e cols., 1982, DEMLING; KRAMER,;
HARMS, 1984).

O exsudato é transportado por vasos linfaticos até os ganglios linfaticos ou
tecidos linféides locais, onde os produtos do microorganismo invasor podem iniciar uma
resposta imune. O edema inflamatorio € a marca registrada da inflamacdo aguda; ele
associado ao aumento da presséo hidrostatica secundaria a vasodilatagcdo, resulta em
uma acentuada perda de liquidos e seu acumulo no tecido intersticial, 0 que caracteriza
o edema (KUMAR; ARYA, 2005).

A migracéo leucocitaria acontece (Figura 6), através da marginacdo (movimento
dos neutréfilos da corrente sanguinea para a periferia das veias),(1) rolamento
(proporcional a velocidade das células vermelhas ), (2) adeséo (permite a fixacdo dos
neutrofilos), (3) diapedese ou transmigracao (saida da célula do vaso e passagem para
o tecido lesado), (4) quimiotaxia (chamada de células inflamatérias para o local) e
liberacdo de colagenase que degradam a membrana basal quando a célula inflamatéria
alcanca a regido entre endotélio e membrana basal, chegando ao intersticio (ROSEN,
1993; ALON e cols., 1996;). Esse processos ocorrem por acdo das moléculas de

adeséo presentes no leucocito e no endotélio onde se aderem.
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As moléculas de adesdo celular (CAMs) sdo glicoproteinas expressas na
superficie celular, onde sdo mediadoras do contato entre duas células ou entre células
e a matriz extracelular. Segundo Gomes e cols., (2009), as moléculas de adesao séo
representadas por quatro familias, sendo elas as selectinas, que sdo formadas por trés
proteinas E-selectina, P-selectina e a L-selectina (sdo dependentes de calcio e atuam
junto as integrinas onde fazem a migracéo dos leucocitos através do vasos sanguineo
e ajudam a fixar o leucécito ao endotélio). As integrinas, também s&o dependentes de
calcio, encontram-se nos leucdcitos, promovendo a aderéncia e/ou adesdo maior do
leucécito ao endotélio. As imunoglobulinas, que s&o independentes do calcio, ligam
células vizinhas através de interac¢cdes homofilicas ou heterofilicas. Na familia das
imunoglobulinas encontramos moléculas de ades&do celular neuronal (NCAM) e
moléculas expressas no endotélio vascular (VCAM-1, PECAM-1, ICAM-1,2,3, dentre

outros. As caderinas, que permitem ligacdo entre as células vizinhas, sendo estas



constituidas de proteinas que mediam a adesé&o célula-célula dependente de célcio nas
juncoes celulares (GOMES e cols., 2009).

3.2.1 Principais mediadores envolvidos na inflamacd o

O processo inflamatério é desenvolvido e mantido mediante a liberacdo de
varios mediadores quimicos. Dentre eles, os mais importantes sdo as aminas
vasoativas (His), SP, derivados do &cido araquidonico, NO°, citocinas, PAF e
componentes do sistema complemento, cininas e fatores de coagulacéo.

a) Aminas vasoativas: Histamina e Serotonina

De acordo com Hebert; Just; Schmidt, (2001), a histamina é uma amina basica,
sintetizada a partir da histidina pela L-histidina descarboxilase e é encontrada em
mastocitos, basofilos e plaquetas, sendo liberada por exocitose durante as reacdes
inflamatodrias ou alérgicas com participagédo do sistema complemento (C3a e C35), IgE,
citocinas (IL-1 e IL-8) e SP (OKABE e cols., 2000; HEBERT; JUST; SCHIMIDT, 2001).

A histamina desempenha papéis importantes na resposta inflamatoria, onde
seus efeitos sdo produzidos através da ligacdo a receptores histaminicos especificos
associados a proteina G. O receptor H1 encontra-se nas células endoteliais e na
musculatura lisa vascular. Quando ativados provocam vasodilatacdo (complementados
pela producdo de Oxido nitrico e participacdo do receptor H2), aumento da
permeabilidade vascular e adesdo de neutrofilos ao endotélio (JANSEN-OLESEN e
cols.,1997;). Hebert; Just; Schmidt, (2001), sugerem que a His pode atuar na
nocicepcgao atraves dos receptores H1 presente em neurdnios aferentes primarios. Os
receptores H2 também participam na acao gastrica, e os receptores H3 que estdo
localizados no sistema nervoso central e periférico, afetam a sintese e liberacdo pré-
singptica de histamina e outros neurotransmissores (HEBERT; JUST; SCHIMIDT,
2001).

A serotonina (5-HT), tem a mesma funcdo da Histamina, sendo encontrada nas
plaquetas. Possui sete tipos de receptores (5-HT;.7) e todos estdo acoplados a proteina

G, exceto 0 5-HT3, que € um canal de cations controlado por ligante.



As acgbOes da 5-HT sdo numerosas e seu principal local de acdo € o trato
gastrintestinal, onde atua na regulacdo da func&o gastrintestinal (peristaltismo). A
estimulacdo dos receptores 5-HT, pré-sindpticos amplifica a neurotransmissdo em
neurdnios entéricos, gerando um aumento da atividade pro-cinética no intestino e
também influenciando na regulacdo da motilidade do colo (GOADSBY e cols., 2002).
Atuam também na musculatura lisa contraindo-a; nos vasos sanguineos onde ela atua
de duas formas, causando constricdo em vasos de grande calibre e vasodilatacao por
acdo nas células endoteliais induzindo a liberacdo de NO°, e em parte, por inibicdo da
liberacdo de noradrenalina das terminacdes nervosas simpaticas.

A 5-HT também atua nas plaguetas causando agregacdo plaquetaria e nas
terminacdes nervosas sensitivas nociceptivas que sao as mediadoras da dor, onde,
guando administrada sistematicamente desencadeia uma variedade de reflexos

autdbnomos por meio de estimulacéo das fibras aferentes no coragcéo e pulmdoes.

b) Substancia P

A SP e o peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP) séo liberados por
neurdnios aferentes, porem estudos em ratos tém mostrado sua producdo por células
inflamatdrias como macrofagos, linfocitos e células dendriticas (OKABE e cols., 2000;
JOOS; GERMONPRE; PAUWELS, 2000; O'CONNOR e cols., 2004). A SP promove a
inflamacado devido seus efeitos sobre 0s vasos sanguineos, provocando vasodilatacédo
e alterando a permeabilidade vascular (PERNOW, 1983) além de induzir a
degranulacdo dos mastdcitos, liberando mediadores quimicos inflamatérios como
citocinas, espécies reativas de oxigénio, derivados do &cido araquidénico e Histamina
gue potencializam a lesdo tecidual, e estimulam o recrutamento de leucdcitos,
amplificando a resposta inflamatéria (ANSEL e cols., 1993; COVAS; PINTO;
VICTORINO, 1994; HO e cols., 1996; HOLZER; HOLZER-PETSCHE, 1997).

c) Derivados do acido araquiddnico: eicosanoéides

Através de alguns estimulos ou de mediadores, os fosfolipidios das membranas
celulares liberam o acido araquiddnico, a partir da ativacdo da enzima fosfolipase A, e
estes por sua vez serdo precursores de varios eicosanodides (Figura 7) (YEDGAR,;
LICHTENBERG; SCHNITZER, 2000). O acido araquiddnico livre é entdo metabolizado



por duas enzimas, a isoforma COX-1 que € constitutiva e a COX-2 que é indutivel e
ambas estdo envolvidas na inflamacéo, sendo entdo o acido araquiddnico transformado
em PG, e subsequentemente em PGH;, que é finalmente convertido por sintases
especificas em PGs como D2, E2, F2 e 12, assim como tromboxano (TX). Além da
biossintese de PGs e TX, também se inicia a biossintese de leucotrienos (LT) feito
pelas lipooxigenases (LOXs) (MANCINI e cols., 2001; TANIKAWA e cols., 2002).
Segundo Chandrasekharan e cols., (2002), temos ainda uma terceira isoforma
da COX, a COX-3, que é indutivel como a COX-2 e esta envolvida na febre e

inflamacéo e se apresenta de forma constitutiva no SNC.
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Os efeitos bioldégicos das PGs sdo mediados por dez tipos diferentes de

receptores, acoplados a proteina G (BREYER e cols., 2001).

As prostanoides, PGE;, PGD,, PGF,,, PGI, (prostaciclina) e TXA, sdo os mais
importantes na inflamacdo. A PGI, produzida na parece vascular, possui acéo
vasodilatadora, além de potencializar os efeitos quimiotaticos e aumentar a
permeabilidade de outros mediadores (KAM; SEE, 2000). As PGE;, PGD;, PGFyq
também s&o vasodilatadoras, mas possuem outras acdes. As PGE, tem acao
citoprotetora da mucosa gastrica, aumenta a atividade algica da BK, estimula a
producdo de esterdides pela supra-renal, liberando corticdides que participam da
inflamacéo (CIRINO, 1998).

Os LT provém da metabolizagéo do eicosandide 5-
hidroxiperoxieicosatetraendico (5-HpETE), que sdo formados pela oxidacdo enzimética
do &cido araquidbnico onde envolve a insercdo do oxigénio molecular no carbono 5
onde é catalizada pela enzima 5-lipooxigenase (HEVKO; MURPHY, 2001). O LT A4 é
transformado em LTB4 através da LTA4 hidrolase que catalisa a adicdo de agua no
LTA4. O LTB4 é o principal leucotrieno envolvido no processo inflamatorio. Tem
potente atividade quimiotatica para leucdcitos, eosindfilos e monécitos e promove a
migracdo destes tipos celulares para o local afetado. O LT também é precursor de uma
importante classe de LTs contendo cisteinil, LTC4, D4 e E4, também chamados de
(Cys-Lts), onde atuam no aumento da permeabilidade vascular (BELCH; HILL, 2000).

Os receptores para esses leucotrienos (Cys-LT1), sdo encontrados nas células
do musculo liso aéreo e células endoteliais vasculares e os receptores (Cys-LT2) sé&o
encontrados nas veias pulmonares, baco e fibras de Purkinje no coracdo, mas sua
funcdo ainda n&o € conhecida (GONZALEZ-PERIZ; CLARIA, 2007).

d) Oxido Nitrico (NO)

Radical livre, gasoso, inorganico e incolor que até a década de 1980 era tido
como um poluente ambiental com carcinégenos potenciais (JAMES, 1995). E produzido
principalmente pelas células endoteliais do tecido lesionado, com potente acéo

vasodilatadora, levando a um aumento da permeabilidade vascular.



Sua sintese resultada da oxidacdo de um ou dois nitrogénios guaninos da L-
arginina, que é convertida em L-citrulina. A NO-sintase catalisa essa reacao
(MARLETTA e cols., 1988; NICHOLSON e cols., 1996).

A NOS é encontrada em trés isoformas, sendo duas isoformas constitutivas e
uma indutivel. A NOS constitutiva (c-NOS), é dependente de ions célcio (Ca++) e de
calmodulina, e estdo presentes em condicdes fisioldgicas no endotélio (e-NOS) e em
neurdnios (N-NOS). Porém a e-NOS ndo é restrita ao endotélio também pode-se
encontrar em células mesaginais renais, osteoblastos e osteoclastos, epitélio
respiratorio e em pequenas quantidades, nas plaquetas. A NOS indutivel (i-NOS), é
expressa em macrofagos e outras células ativadas por citocinas, em resposta a
estimulos patolégicos, como microorganismos invasores dentre outros. (DUSSE;
VIEIRA; CARVALHO, 2003). Além disso, o NO" atua como regulador do recrutamento
de leucdcitos e exerce acao citotoxica contra micro-organismos.

Segundo Roriyabe (2004), a NO™ ativa a COX-1 na fase inicial de inflamacé&o
induzida por Cg e regula COX-2 na fase tardia na pele, resultando na producéo de
PGE2 e PGI2 no local da inflamacgéo, que contribuem para a exacerbacgéo do processo
inflamatorio. Acredita-se que este efeito do NO™ é devido a sua capacidade de ativar a

enzima COX por um mecanismo ainda nao elucidado (COUTINHO e cols., 2009).

e) Citocinas

As citocinas sdo polipeptideos que exercem seus efeitos em baixas
concentragdes, modulando a funcdo de outras células ou da prépria célula que as
liberaram, sendo estas produzidas principalmente por macréfagos e linfocitos. As
citocinas sdo liberadas durante as reagOes imunes e inflamatérias, com a funcédo de
regular a acdo das células destes sistemas (OPAL; DEPALO, 2000).

Podemos encontrar na fase inicial da resposta inflamatoria citocinas como o fator
de necrose tumoral (TNFa) e a IL-1 (MATSUKAWA; YOSHINAGA, 1999) que induzem
respostas sistémicas de fase aguda gerando hipertermia, principalmente I1L4 e IL6,
também podemos encontrar as citocinas quimioatraentes (quimiocinas), do tipo C-X-C
do qual o principal exemplo é a IL-8 onde esta envolvida predominantemente nas
respostas inflamatorias agudas e as C-C (como principais exemplos a MCP-1) que

atuam sobre mondcitos e outras células e estdo envolvidas nas respostas inflamatorias



cronicas. Todas essas citocinas favorecem a aderéncia leucocitaria ao endotélio,
aumentam a sintese de prostaciclina e desencadeiam uma cascata de citocinas
secundarias, dentre outras acoes.

Outras citocinas antiinflamatoérias incluem a IL-3,-4,-5,-6 e IL-10, onde agem
limitando a producdo de prostaglandinas e a hiperalgesia produzida pelo TNFa
(DWORSKI; SHELLER, 1997; OPAL; DEPALO, 2000; GERARD; ROLLINS, 2001).

f) Fator de ativacdo plaquetéaria: PAF

Esse fator é ativado quando ha liberacéo de histamina, trombinas e LTB4, sendo
sintetizado a partir de fosfolipideos de membrana por ativacdo de fosfolipases (PLA>)
(SHERWOOD; TOLIVER-KINSKY, 2004). Sendo assim, o PAF é um fosfolipideo que
regula a liberacdo de citocinas amplificando a resposta inflamatéria, aumenta a
permeabilidade vascular por contracdo das células endoteliais, estimula a agregacéo
plaguetaria além de estimular as enzimas lisossdmicas para producdo de superoxidos.
(KILGORE; WARD; WARREN, 2000; TIEMANN e cols., 2001).

g) Sistema complemento

Este sistema é constituido por uma série de proteinas de membrana plasmatica
gue participam de defesas inatas (natural) e adquiridas (memaria), sendo esta Ultima
geralmente ativada por microorganismos que promovem a inflamacdo e destruicdo
destes microorganismos. Anticorpos IgM ou IgG, que encontram-se fixados a superficie
dos microorganismos ou outras estruturas ativam essa via. E chamada de sistema
complemento pois foi a primeira a ser definida, através da fixagdo ao componente C3
do complemento (CLEMENZA,; DIELE; CICARDI, 2003). Os componentes do sistema
complemento estdo no plasma de forma inativa, quando ocorre a ativacdo do
complemento C3, inicia-se as fun¢des bioldgicas do organismo. Essa ativacao resulta
de um série de condicdes patologicas como doengas auto-imunes, ataque microbiano e
enzimas proteoliticas presente no exsudato inflamatério (MONSINJON e cols., 2001).

A via alternativa é ativada a partir da hidrélise espontanea tiol-éster localizada na
cadeia alfa do componente C3, por moléculas da superficie do microorganismo que se
ligam ao componente C3 do complemento e serve como plataforma para a ativacao de

outras proteinas complementares.



J& a via da lectina utiliza uma proteina para ativar a cascata do complemento, a
lectina ligadora de manose (MBL), que interage com glicoproteinas e glicolipideos
microbianos (SHERWOOD; TOLIVER-KINSKY, 2004).

A clivagem do fator C3, gera dois fragmentos C3A e C3B, onde o C3a funciona
como um quimioatraente e o C3b se gruda a superficie dos microorganismos facilitando
seu reconhecimento pelos fagécitos e promovendo a fagocitose (FISHELSON, 1991).
O C3B forma a C5 convertase que interagem com a C5 e forma C5a e C5B, onde o
Cha é fator quimiotaxico para neutrofilos e C5B, se fixa na superficie dos
microorganismos, muito similar ao C3B, facilitando o complexo de membrana de
atague composto por outros fatores como C6, C7, C8 e C9, o que leva ao rompimento
da célula microbiana, ocasionando morte (PANGBURN; RAWAL, 2002; COLE;
MORGAN, 2003)

h) Sistema de coagulacéo

Processo pelo qual o sangue forma coagulos sélidos, e este sistema € ativado
durante leséo tecidual ou durante infeccdes. Se apresenta em duas vias intrinseca (via
da ativagdo de contato que é ativada por trauma tecidual direto) e extrinseca (via do
fator tissular que € iniciada por producédo de fator tecidual) que convergem e em ultima
instancia causando ativacdo da trombina com subsequente clivagem do fibrinogénio
em fibrina (BRUNNEE; LA PORTA; REDDIGARI, 1993; RIEWALD; RUF, 2003).

As plaquetas quando ativadas, essas liberam produtos de oxidagdo do acido
araquidonico pela via COX (PGH; e TX), PAF, TNF-qa, IL-1, IL-6, proteina C reativa e
mondcitos ativados que produzem fator tecidual. A presenca do fator tecidual causa
ativacdo do fator VII que entdo forma um complexo que em ultima instancia causa
formacédo de trombina (CARRAWAY; WELTY-WOLF; MILLER, 2003). Os fatores de
coagulacdo geralmente sdo enzimas (serino proteases) com excecdo dos fatores V e
VIII que s&o glicoproteinas e do fator Xlll que € uma transglutaminase. As serino

proteases agem clivando outras proteinas.

i) Sistema cininas
Em 1949, Rocha e Silva e colaboradores relataram a existéncia de uma nova

substancia relaxante, liberados no plasma pela acéo do veneno da serpente Bothrops



jararaca ou por tripsina, que chamaram a bradicinina (BK) (ROCHA-SILVA; BERALDO;
ROSENFELD, 1949). As cininas sao oligopeptideos sintetizados no plasma intersticial
a partir de proteinas de elevado peso molecular, estdo envolvidas em uma série de
eventos bioldgicos, como vasodilatagdo, aumento da permeabilidade vascular,
modulagéo da dor, contracao/relaxamento da musculatura lisa e efeitos na proliferacédo
celular, além disso, acredita-se que as cininas também estao envolvidas na maioria dos
estados patolégicos da inflamacao tais como asma, alergia, artrite reumatoéide, choque
endotoxico e pancreatite (REGOLI; BARABE, 1980; BHOOLA; FIGUEROA; WORTHY,
1992; HALL; MORTON, 1997).

As cininas (BK, calidina e Met-Lys-bradicinina) s&o sintetizadas a partir da
ativacdo de cininogénios de alto e baixo peso molecular, pela a¢do das calicreinas,
tanto no plasma como nos tecidos periféricos. As calicreinas, sintetizadas na forma de
pré-calicreinas, sdo ativadas pelo fator de Hageman (fator Xll) em situacdes de leséo
tecidual. A ativacdo do fator de Hageman resulta na estimulacdo de diversas enzimas
proteoliticas e no conseqiente desencadeamento de uma série de eventos
bioquimicos, entre os quais a coagulacdo sangilinea, a fibrindlise, o sistema
complemento e o sistema calicreina-cininas. Uma vez liberadas esses peptideos séo
rapidamente degradados por enzimas cininases | e Il e aminopeptidase (BHOOLA e
cols., 1992).

Os principais efeitos das cininas sdao mediados por ativacdo de dois receptores
chamados de Bl e B2, onde o receptor B2 é expresso constitutivamente na superficie
celular (células endoteliais, musculo liso, células epiteliais, fibroblastos, células
neuronais e células dendriticas) e o receptor B1 s6 € expresso apos danos tecidulares
ou apos producdo da IL-1 e tera papel principal na dor crénica. A sua acao a nivel dos

vasos é devida em parte a producédo de PGEs e NO™ que desencadeia.

3.3. Tratamento farmacoldgico da dor e inflamacgéo

Uma vez que a dor e a inflamag&o séo processos biolégicos nos quais muitos
mediadores co-participam, e que o aparecimento da segunda (inflamacéo) incide na
manifestacdo da primeira (dor), muitos medicamentos analgésicos também exibem

propriedade antiinflamatoria.



Segundo Vale (2007), o tratamento da dor deve-se seguir a sua etiologia, pois a
resposta aos diversos farmacos difere com o tipo de mecanismo que desencadeia 0
processo doloroso (VALE 2007).

No tratamento das dores sdo comumente utilizados:

1) Antiinflamatoérios ndo esteroidais (AINEs): Os AINEs s@o os mais utilizados e
sao potente inibidores de ciclooxigenases (COXs), consequentemente inibindo a
sintese dos endoperoxidos ciclicos e das prostaglandinas, sendo mais eficientes nas
dores somaticas com componente inflamatorio, possuem trés principais efeitos, sendo
eles efeito antiinflamatdrio, analgésico e antipirético (DANNHARDT; KIEFER, 2001).

A principio havia duas formas distintas de COXs, denominada de COX-1,
expressa nas respostas fisiolégicas e COX -2 expressa nas respostas patoldgicas,
porém foi descrita uma nova isoforma a COX-3, sendo esta alvo farmacoldgico da
dipirona e do paracetamol (BOTTING, 2000). Possivelmente essa COX-3 € uma
variante da COX-1 (pois é derivada do mesmo gene dessa isoforma), e se encontra
distribuida no coértex cerebral, medula espinhal e coragcdo, sendo mais sensivel ao
acetaminofeno do que a COX-1 e COX-2. Acredita-se que a inibicdo da COX-3 pode
representar 0 mecanismo central primario pelo qual as drogas analgésicas e
antipiréticas (AINE) desenvolveriam suas atividades de reducdo da dor e da febre
(CHANDRASEKHARAN, 2002)

Os AINEs néo s6 inibem a sintese de prostaglandinas, estes também atuam no
SNC, ativando mecanismos inibitérios descendentes, consequentemente bloqueando
as prostaglandinas (CALIXTO; CAMPOS, 2000; VANEGAS; SCHAIBLE, 2001).

Podemos encontrar os AINEs na forma de salicilatos (produtos naturais que
contém precursores do acido salicilico, como a casca do salgueiro que contém o
glicosideo salicina e o 6leo de cautéria que contém metilsalicilato). O &cido salicilico e 0
acido acetil salicilico (aspirina) estdo entre os primeiros farmacos a serem sintetizados
e na atualidade e a aspirina € o farmaco mais comumente utilizado no mundo inteiro
como agente antiinflamatorio, analgésico e antipirético. Esses farmacos sé&o
relativamente seletivos para COX-1, assim como também a indometacina e piroxicam
(CHANDRASEKHARAN, 2002).

Também podemos encontrar entre os AINEs o paracetamol (acetaminofeno), do



gual tem acdo analgésica e antipirética, porém com fraco efeito antiinflamatério. Esse
farmaco € menos seletivo para a COX-1, também podemos encontrar com essa menor
seletividade o ibuprofeno. Outros exemplos de AINEs que s&o equipotentes para
ambas as enzimas sao o naproxeno, flurbiprofeno, diclofenaco e nabumetona. O
farmaco nimesulida € mais seletivo para a COX-2. (VANE; BOTTING, 1996).

2) Opidides: tem acdo central, onde desencadeiam analgesia associada a
depresséo das fun¢des neurovegetativas, sdo potentes analgésicos com caracteristica
sedativa e hipnética, onde a dependéncia psiquica e fisica e a tolerancia sao fatores
gue limitam seu uso prolongado (GILBERT e cols., 2004). O mecanismo de acéo
ocorre via ligacdo dos agentes opidides com os receptores. Os receptores opidides
pertencem a familia dos receptores acoplados a proteina G, do qual todos inibem a
adenilato ciclase, reduzindo assim o conteudo intracelular de cAMP. Através desse
mecanismo 0s opidides promovem a abertura dos canais de potassio e inibem a
abertura dos canais de célcio regulados por voltagem, que constituem os principais
efeitos observados. S&o cinco tipos de receptores descritos porém o mu (i), Kappa (k)
e delta (d)sé&o os mais importantes pois apresentam ligantes enddgenos ja identificados
(JAN; VISCUSI, 2003).

Ainda segundo Jan e Viscusi (2003), as B-endorfinas se ligam aos receptores
(W), que a principio sao responsaveis pela acdo analgésica supra-espinhais, as
dinorfinas aos receptores (K), que sdo responsaveis pela analgesia medular e sedagéo,
e as encefalinas aos receptores (6), sendo este receptor responsavel pelas
alucinacgles, estimulacdo respiratoria e queda da dopamina cerebral. Esses ligantes

sao de extrema importancia na modulagao da dor (JAN; VISCUSI, 2003).

Na dor neuropética os opidides se mostram praticamente ineficazes, pois os
neurbnios ja estdo em estado bioquimico semelhante ao da tolerancia ao opibides
(FIELDS; BASBAUN, 1994; WOOLF; TRIVEDI, 2004).

3) Anestésicos locais: interferem no processo doloroso devido o blogueio dos
canais de sodio (Na*) impedindo o potencial de agéo, bloqueando a condug&o nervosa,

séo utilizados na dor aguda sob a forma de infiltragdes locais (na area da injaria) ou



centrais (uso epidural ou subaracnoide) (MAO; CHEN, 2000).

Segundo Dirks e cols, (2000), os anestésicos locais sdo selecionados e
classificados em agentes de curta duracéo de efeito (procaina e clorprocaina), duracéo
intermediaria (lidocaina, mepivacaina e prilocaina) e longa duragéo, tetracaina,
ropivacaina, bupivacaina e etidocaina.

Alguns anestésicos locais, principalmente a lidocaina, sdo promissores no
tratamento da dor neuropatica, porém nao tem efeito na dor aguda nociceptiva, mas
apresenta limitada e seletiva acdo na hiperalgesia secundaria, principalmente na

hiperalgesia térmica (DIRKS e cols., 2002).

4) Glicocorticoides

No tratamento dos processos inflamatérios sdo comumente utilizados: os AINEs
(j& acima citados), os agentes corticosteroides (glicocorticoides) e farmacos especificos
gue inibem a liberacdo de mediadores da inflamacdo ou antagonizam receptores
desses mediadores (como os utilizados na artrite reumatoéide e gota).

Os (glicocorticéides possuem acdo antiinflamatoria, imunossupressora e
antialérgica e atuam fazendo a transcricdo génica. Um mecanismo de acdo ocorre
entre o complexo hormdnio-receptor e a inibicdo dos fatores de transcricdo AP-
1(proteina de ativacdo 1 do complexo dos fatores de transcricdo) e NFKB (fator nuclear
Kappa-B) que regulam os genes da COX2 (MCKAY; CIDLOWSKI, 2000). Outra forma
de mecanismo é a inducgdo de Lipocortina-1 (membro da familia das alexinas que sao
reguladas pelo célcio). A lipocortina-1 € importante na retroalimentacdo negativa dos
glicocorticéides sobre o hipotadlamo e hipéfise anterior e possui acdes antiinflamatorias
por inibir a fosfolipase A2 (RANG; DALE; RITTER, 2000).

Os glicocorticéides ainda podem exercer seus efeitos por vias ndo-genémicas,
envolvendo sistema de segundos-mensageiros incluindo a proteina-quinase C,
provavelmente esses efeitos resultam da existéncia de uma forma de receptor
glicocorticoide de membrana citoplasmatica originada por transcricdo alternativa do
gene do receptor glicocorticoide (LOSEL e cols., 2003).

Ha um grande arsenal de farmacos disponiveis no mercado, porém todos trazem
efeitos colaterais. Os efeitos colaterais e/ou adversos mais comuns dos AINEs sao

irritacdo no trato gastrintestinal, porém também s&o encontrados com uso prolongado



ou abusivo, nefrotoxicidade, hepatotoxicidade, fendbmenos hemorragicos, inibicdo da
agregacao plaquetéria, dentro outros. Os opidides levam a confusdo mental, nduseas,
além de gerarem dependéncia psiquica e fisica, que sao fatores que limitam seu uso
prolongado (GILBERT e cols., 2008).

Com os glicocorticoides sdo observados principalmente com o0 uso sistémico
prolongado supressdo da resposta a infecgcdo ou lesdo, supressdo da sintese de
glicocorticéides enddgenos, alteracdes neuropsiquicas (euforia, insbnia, depressao),
hipertensdo arterial, diabetes mellitus, sindrome de Cushing (caracterizada pelo
aumento da gordura abdominal, face de lua cheia, equimoses, fraqueza muscular e
hiperglicemia entre outros), dentre outros. Os glicocorticOides podem ainda provocar a
Osteoporose porque inibem o crescimento e funcdo dos osteoblastos, diminuindo a
absorcdo do calcio intestinal, e, aumentando a excrecdo do calcio renal (ANTI;
GIORGI; CHAHADE, 2008).

5) Adjuvantes: os adjuvantes compreendem ao grupo de farmacos né&o
classificados farmacologicamente como analgésicos mas que sdo empregados para
tratar sintomas que acompanham as sindromes dolorosas ou para tratar os efeitos
colaterais dos analgésicos empregados. Os mais comuns usados na clinica sdo os
ansioliticos, hipnéticos, neurolépticos, relaxantes musculares de agdo central,
antidepressivos, bloqueadores de glutamato, dentre outros (OLIVEIRA; TORRES,
2003).

Recentemente uma nova terapia surgiu para tratamento da dor cronica, seria 0s
derivados da cannabis sativa (C.sativa), os canabindides, que tem como principio ativo
delta-9-tetrahidrocanabinol (A°-THC). Em estudos pré-clinicos alguns destes
canabindides, se revelaram blogueadores da dor nos modelos testados, onde
demonstraram um aumento da expressao dos receptores CB1 no talamo contralateral
apos modelo de dor neuropatica, o que poderia explicar a eficacia analgésica dos
canabindides em casos cronicos (BONFA e cols., 2008). Porém o seu uso no Brasil,
ndo é liberado, mas em diferentes paises esses derivados canabindides estédo

disponivel comercialmente em varias apresentacdes (OLIVEIRA 2003).



3.4 Importancia das plantas medicinais com propried ades analgésica e
antiinflamatoria

E longo o caminho da pesquisa para originar medicamentos a partir de plantas
medicinais. A trajetoria inicia-se desde a selecdo da planta até a comercializagdo do
produto final.

As plantas medicinais com propriedade analgésica vém colaborando no
tratamento de processos patoldgicos nos quais a dor esta presente. Varios estudos
realizados nos nossos laboratérios especificadamente, cientificaram a acdo analgésica
e antiinflamatodria de algumas plantas medicinais atraveés de varios modelos animais de
dor.

No Brasil encontra-se a maior diversidade genética vegetal do mundo, com um
total estimado entre 350.000 e 550.000 espécies, das quais apenas 55.000 estdo
catalogadas (SIMOES e cols., 2004). O estudo cientifico sobre a atividade analgésica e
antiinflamatoria de plantas brasileiras € antigo, mas comecaram a ser citados apenas a
partir da década de 90.

O uso de plantas contra o processo inflamatorio e doloroso ainda ocorre de
forma empirica. Diante disso, varios grupos de pesquisas brasileiros vém se dedicando
ao estudo antiinflamatério e ja se conseguiu o lancamento de um produto no mercado,
obtido a partir da Cordia verbenacea, conhecido como Acheflan®.

As plantas investigadas foram selecionadas levando-se em consideragao fatores
fundamentais, como indicacbes ou recomendacOes populares com finalidades
terapéuticas e a abundancia da mesma. Somente em nossos laboratérios segundo
Cechinel, (2000), foram validadas as propriedades farmacologicas de: Marrubium
vulgare L.; Bauhinia splendens.; Aleurites moluccana L.; Wedelia paludosa D.C,
Rheedia gardneriana P.I; Epidendrum mosenii; Sebastiania schottiana., Rubus
imperialis Chum, além de Calophyllum brasiliense leaves (DA SILVA e cols., 2001),
Hyeronima alchorneoides (KUROSHIMA e cols., 2005), Curcuma zedoaria (NAVARRO
e cols., 2006), Maytenus robusta (NIERO e cols., 2006), Plinia glomerata, (FISCHER e
cols., 2008).

Apesar da validacdo primaria, muitos testes com estas plantas ainda séo feitos



para verificar a existéncia de outras acdes farmacologicas.

Dentre os estudos recentes com plantas de atividade analgésica e
antiinflamatéria podemos citar: Velutinol A, um composto isolado obtido da fracéo
acetato de etila de Mandevilla velutina, que reduziu parcialmente o edema de pata de
rato induzido por CG. Contudo falhou em afetar o edema induzido por His, SP, PAF ou
BK. Sugeriu-se que este composto age como potencial antagonista ndo peptidico
seletivo dos receptores B1 para cininas (MATTOS e cols., 2006).

Estudos recentes de Silva e cols., (2008), investigaram o efeito do extrato
etanolico das folhas de Conocliniopsis prasiifolia King & H. Robinson (EECp), frente a
degranulacéo de neutrofilos, e dessa forma melhor caracterizar o efeito antiinflamatério
dessa espécie vegetal. Para tanto, foram utilizados neutréfilos peritoneais de ratos e
técnicas espectrofotométricas. Os resultados demonstraram que EECp, inibiu de forma
significativa a degranulacdo de neutrofilos. Portanto, o EECp impede a liberagdo de
granulos dos neutrofilos contendo enzimas degradativas, demonstrando atividade
antiinflamatoria.

Também investigaram as propriedades antinociceptiva, antiinflamatoria e
antiulcerogénica do extrato etandlico dos galhos de E. erythropappus, em trés
concentragcdes de doses. Foram realizados os testes de contor¢cbes abdominais
induzidas por acido acético; tempo da lambida da pata induzida por formalina; placa
guente; edema de pata induzido por carragenina; lesdes ulcerativas induzidas por
indometacina e etanol. Os resultados mostraram que o extrato etandlico inibiu as
contor¢gdes abdominais, assim como o tempo da lambida da pata, em ambas as fases
da formalina, nas trés doses e aumentou o tempo de laténcia na placa quente na dose
de 200 mg/Kg. O edema de pata foi reduzido em 23,81% (100 mg/kg) e 47,62% (200
mg/kg). O indice ulcerativo das lesdes induzidas por indometacina foi reduzido na dose
de 100 mg/kg e 200 mg/kg, enquanto a dose de 200 mg/kg teve efeito significativo
sobre o volume e o pH do suco gastrico. Os resultados indicam que o extrato etandlico
de E. erythropappus avaliado pode constituir alvo potencial para uso em terapias da
dor, da inflamacéo e de ulcera (SILVA e cols., 2008)

Assim como pesquisaram, a atividade antinociceptiva e o perfil fitoquimico dos

extratos aquosos e metandlico produzidos com a casca do caule de Abarema



cochliacarpos. Todos 0s extratos apresentaram atividade analgésica quando avaliados
pelo teste das contor¢bes abdominais induzidas pelo &cido acético via i.pe, e
comparados com as drogas usadas como referéncia, bem como no modelo da dor
induzida por capsaicina. A avaliacao fitoquimica demonstrou a presenca de saponinas,
catequinas, taninos, fendis e antraquinonas (SILVA e cols., 2009).

Oliveira e cols., (2009), pesquisaram o efeito antiinflamatorio do extrato aquoso
da Arrabidaea chica (Humb. & Bonpl.) B. Verl., Bignoniaceae, popularmente conhecida
como "crajiru”, sobre o edema induzido por venenos de serpentes amazobnicas dos
géneros Brothrops e Crotalus. O estudo mostrou que na analise histopatoldgica, o
infiltrado de granulocitos e a miocitolise foram os efeitos inflamatoérios inibidos mais
significativamente. Os resultados sugerem a presenca no extrato aquoso de A. chica de
substancias com atividade inibitoria sobre os efeitos inflamatorios dos venenos das

serpentes Bothrops atrox e Crotalus durissus ruruima.

3.5 Da planta em estudo

3.5.1 Litchi chinenses soon

A Litchi chinenses soon (Figuras 8 e 9), ou simplesmente Litchia, € uma planta
originaria da China. Considerada como a rainha das frutas pelo seu sabor e aroma
delicados. Pertence a familia Sapindaceae, que tem representantes importantes no
Brasil, como o guarana (Paulinia cupana) e a pitomba (Talisia esculenta). Pode atingir
de 10 a 12 metros de altura e tem tendéncia a desenvolver ramos direcionados para o
solo. O fruto é uma drupa de forma e tamanho variaveis, de coloragdo vermelha. No
Brasil, as espécies mais plantadas sédo a '‘Bengal' e 'Brewster'. A cultura, atualmente,
esta concentrada no Estado de S&o Paulo, sul de Minas Gerais e norte do Parana,
onde a colheita se da, comumente em fins de outubro a inicio de fevereiro (MARTINS,
2005).

Os frutos apresentam-se em cachos, a casca € rugosa, de cor vermelha e facil
de ser destacada. A polpa € gelatinosa, translicida sucosa e de excelente sabor,
lembrando ao de uva italia e ndo é aderente ao caroco. Além de seu uso principal como

fruta fresca, a Lichia pode ser utilizada em temperos, molhos, conservas, vinhos,



geléias, sucos, musses e sorvetes. Ja a lichia seca, tipo passa, pode ser utilizada em
chas, como adoc¢antes (CARVALHO; CUNHA; RODRIGUES, 2005).

Sabe-se que o suco da fruta é indicado para combater febres passageiras, alivia
a tosse, problemas no figado e estbmago. E um bom antiinflamatério e é indicada em
casos de polidipsia, solucos, dores de dente, hemorragias externas, hérnias, e tratar
certos problemas com as glandulas. Enquanto a semente e a casca da raiz sao
utilizados no tratamento de hérnias e inchaco. As sementes também tém um efeito

analgésico como as flores, acalmando dores de garganta (MARTINS 2005).

Figura 8. Frutos de Litchi chinenses soon. Figura 9. Partes aéreas de Litchi chinenses

Disponivel http: <www. commons.wikimedia.org> soon.Disponivel
Acessado em 01.12.2009 http:<www.vivairosariotramontana.it/en/fruttiferi>

Acessado em 01.12.2009

3.5.2 Constituintes quimicos e atividade farmacolog ica

Sdo poucos os dados na literatura encontrados referente aos constituintes
guimicos da planta em estudo. Chyaua e cols., (2003), avaliaram os compostos volateis
do suco fresco da planta em estudo e identificaram no total 25 compostos em ambas as
fracOes (glicosideos livres e compostos volateis vinculados), incluindo um éster, 14
alcodis, dois aldeidos, quatro acidos, duas cetonas e dois terpenos. Na fracdo livre os
principais compostos volateis encontrados foram a acetoina (30,1%), geraniol (15,6%),
3-metil-2-buten-1-ol (15,3%), acido octandico,28%), 2-feniletanol (4,91%), cis-ocimene
(4,32%) e &cido butirico (3,40%).



Mais recente fora a identificacdo de diferentes tipos de polissacarideos no
pericarpo desta planta (YANG e cols., 2006), identificacdo de alguns flavonodides e
antocianinas também no pericarpo (LI, J; JIANG, Y, 2007) e a identificacdo de
compostos fendlicos (LIU e cols., 2007).

Com relacdo as propriedades farmacoldgicas ja comprovadas cientificamente
pouca coisa se encontra na literatura. Com relacédo as propriedades antiinflamatéria e
analgésica, Besra; Sharma e Gomes (1996), demonstraram que o extrato hexano das
folhas da planta Litchi chinenses soon, foi eficaz em reduzir os processos inflamatorio e
antinociceptivo em camundongos através do modelo de edema de pata induzido pela
injecdo intraplantar de carragenina e acido araquidénico, edema de orelha induzido por
Oleo de croton e teste das contor¢cdes abdominais induzidas pela injecao intraperitoneal
de acido aceético. Porém os resultados mostraram-se bastante preliminares. Também
neste mesmo artigo foi descrito o efeito antipirético do extrato hexano das folhas desta
planta.

Yang e cols., (2006), verificaram que diferentes fracbes de polissacarideos
obtidos do pericarpo da Litchi, exibiram forte atividade antioxidante. Uma fragéo
polissacaridica foi purificada em coluna de filtragdo em gel e exibiu a maior atividade,
guando comparada com a fracdo bruta . Em trabalho de Duan e col., (2007) também
avaliaram a propriedade antioxidante da planta atribuindo aos produtos fendlicos
encontrados no pericarpo dos frutos tal propriedade.

Zhao e cols., (2006) demonstraram que flavondides obtidos dos frutos da planta
exibem efeito imunomodulatério e antitumoral, confirmando os trabalhos de Wang e
cols., (2006) os quais testaram o extrato LFP (pericarpo do fruto da Litchi) contra
cancer de mama tanto em modelos “in vivo” quanto “in vitro”.

Feng e cols., (2007) verificaram que alcaloides obtidos da planta exibiram a
propriedade antifungica contra cepas de streptovercilliuml morrokanse.

Diante do exposto, o presente trabalho se propb6s a aprofundar os estudos

anteriores referentes as propriedades farmacologicas desta planta.



4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Andlise fitoquimica

Os experimentos fitoquimicos, incluindo a preparacdo do extrato metandlico
bruto (EMB), fracdes, isolamento e caracterizagcdo da substancia pura procianidina B2
(PB2) obtidos das folhas da planta Litchi chinenses soon, foram realizados no
laboratorio de fitoquimica, do curso de Farmacia, pertencente ao Centro de Educacéo
em Ciéncias da Saude (UNIVALI). Os experimentos foram orientados pela Prof2. Dr2.

Cristiane S. Meyre Bitencourt e pelo académico Rafael Vanolli.

4.1.1 Obtencéo do EMB, fracbes e substancia pura PB 2

As folhas de Litchi chinensis Sonn., foram identificadas pelo Prof. Rene Arthur
Ferreira, e coletadas no municipio de Itajai-SC, sendo submetidos & secagem em
estufa de circulagdo de ar na temperatura maxima de 350C durante 3 dias. Apos este
periodo foram submetidas a trituragéo utilizando-se moinho de faca.

As folhas secas e trituradas de L. chinensis foram submetidas a procedimento
extrativo utilizando metanol durante de 5 dias, apds, o liquido extrator foi removido e
submetido a evaporacdo do solvente utilizando evaporador rotativo sob presséo
reduzida a temperatura maxima de 45C até obtencdo de residuo seco. O extrato
metandlico concentrado foi ressuspendido em mistura de etanol: 4gua na proporc¢édo 7:3
e submetido ao fracionamento com particdo liquido-liquido utilizando solventes de
polaridade crescente como hexano (HEX), diclorometano (DCM) e acetato de etila
(AcOEt). As fracOes obtidas foram submetidas ao evaporador rotatorio sob pressao
reduzida para a obtencéo do residuo seco.

As diferentes fracbes foram avaliadas quanto ao perfil cromatografico
desenvolvido na Cromatografia em Camada Delgada (CCD), utilizando-se diferentes
sistemas de eluentes e reveladores de classe quimica para a escolha e direcionamento
do procedimento de purificacdo. Considerando que a fragdo AcOEt exibiu um bom perfil
cromatografico esta foi submetida ao procedimento de purificacdo utilizando

cromatografia em coluna ate a obtencdo de substancias puras identificadas pelo



aparecimento de uma uUnica mancha na CCD. Este procedimento possibilitou o
isolamento de duas procianidinas identificadas como procianidina B2 e procianidina A2
através da comparacdo dos dados espectrais com os relatados na literatura (LIU e
cols., 2007).

Flavan-3-ol (b) Procianidina (c)

Figura 10 . Estrutura da procianidina. Férmulas estruturais. a) flavonoide genérico; b) flavan-3-
ol; ¢) procianidina.

4.1.2 Drogas e solugoes

As seguintes drogas e reagentes foram utilizados: bradicinina (BK),
prostaglandina E, (PGEZ2), captopril, carragenina (Cg), substancia P (SP), histamina
(His), CFA (completo adjuvante de Freund), dexametasona (DEX), capsaicina,
glutamato, gabapentina, indometacina, (solucgéao fisiolégica estéril - NaCl 0,9%), solucéo
tampdo de fostato (PBS-pH 7,6, composicdo em mM: NaCl 137,0, KCI 2,0, sal
fosfatado tamponado 10,0), solucdo de Turk e May-Grunwald Giemsa todos obtidos da
Sigma Chemical Co., St Louis, MO, EUA e heparina "™ (Roche, Brasil).
As solucdes estoque de todas as drogas utilizadas foram preparadas em PBS (1-10
mM) em tubos plasticos siliconados, mantidos a -20°C, diluidos na concentracao
adequada no momento de uso. As drogas foram preparadas diariamente em 0,9% p/v

de solucédo de NacCl.



4.2 Animais

Foram utilizados camundongos “Swis” machos, pesando entre (18+25g), criados
e mantidos no biotério da Universidade do Vale do Itajai. Os animais foram mantidos a
temperatura de 22 + 3°C, em ciclo claro/escuro de 12 horas, com acesso a agua e
racdo ad libitum e, mantidos no laboratério 24 horas antes da realizacdo dos
experimentos para aclimatagédo. Os experimentos foram conduzidos de acordo com as
normas internacionais para o estudo com os animais de laboratorio (ZIMERMANN,
1983), onde a intensidade dos estimulos nocivos e o nimero por experimentos foram
minimos e necessarios para se obter resultado estatistico. O projeto foi submetido ao

comité de ética, onde adquiriu aprovac¢ao sob o numero 291/08.

4.3 Testes Farmacologicos

4.3.1 Teste de contor¢des abdominais induzidas por acido acético

O teste de contor¢gBes abdominais em camundongos foi realizado de acordo com
Koster; Andersons; Debber (1959). O EMB e a fracdo AcOEt obtidos das folhas de
Litchi chinenses soon, nas doses de (12,5,25,50,100 e 250 mg/Kg v.0), assim como a
substancia pura PB2 nas doses de (3,6,10,30 e 60 mg/kg v.0), solucéo fisiolégica
estéril 0,9% (controle negativo v.0) foram administrados em grupos de oito animais,
uma hora antes da aplicacdo do acido acético intraperitoneal (i.p) (0,6%; 0,1 mL de
solucdo/ 10g de animal). O numero de contorcbes abdominais foi contado
cumulativamente durante 20 minutos ap0s este procedimento. A indometacina (10
mg/kg v.o) foi o farmaco de referéncia administrado uma hora antes da inje¢éo de acido

aceético.

4.3.2 Teste da formalina

O teste da formalina foi realizado de acordo com Dubuisson; Dennis, (1977). O
EMB e a fracdo AcOEt obtidos das folhas de Litchi chinenses soon, nas doses de (6;
12,5; 25; 50 e 100 mg/Kg v.0), assim como a substancia pura PB2 nas doses de (3; 6 e

10 mg/kg v.0), solucéo fisiologica estéril 0,9% (controle negativo v.0) e grupo controle



positivo indometacina (10 mg/Kg v.0) foram administrados em grupos de oito animais,
uma hora antes da injecdo intraplantar (i.pl) de formalina 2,5% (25 pL/pata).
Imediatamente apdés a administracdo da formalina, o tempo em que o animal passou
lambendo a pata injetada foi cronometrado em duas fases (0-5°; 12 fase; dor
neurogénica); (15-30"; 22 fase; dor inflamatoria), sendo considerado tempo zero o

momento imediatamente apds a administragdo da formalina.

4.3.3 Teste da placa quente

O teste da placa quente foi realizado de acordo com Ankier, (1974). Os
camundongos foram colocados sobre uma placa de aluminio aquecida a temperatura
fixa (55+0,5 °C) e o tempo de laténcia a reacao do calor foi avaliado utilizando como
parametro o tempo(s) que cada animal gastou para retirar uma pata traseira da placa
de aluminio, lamber ou morder (tempo de laténcia) sendo este cronometrado.

Os animais foram selecionados 24hs antes do experimento e 0s que possuiam
resposta curta e rapida ao estimulo doloroso foram selecionados para o teste. O EMB e
a fracdo AcOEt, obtidos das folhas de Litchi chinenses soon, nas doses de (25; 50 e
100 mg/Kg v.0), assim como a substancia pura PB2, na dose de (6 mg/kg v.0), solucéo
fisiologica estéril 0,9% (controle negativo v.0) foram administrados em grupos de oito
animais, uma hora antes da avaliacdo. O controle positivo morfina (5 mg/kg, s.c) foi
administrada 30 minutos antes da medida do tempo de laténcia. Um subgrupo foi
tratado com Naloxona (1 mg/Kg i.p, 30 minutos antes do experimento) + EMB (100
mg/Kg v.o, 1 hora antes do experimento) e outro sub grupo foi tratado com Naloxona (1
mg/Kg i.p) + Morfina (5 mg/Kg s.c), meia hora antes do experimento para ambos. Esse
procedimento também foi realizado com a fracdo AcOEt (100 mg/Kg, v.0) e substancia
pura PB2 (6 mg/Kg, v.0). Com o objetivo de se evitar danos as patas dos animais foi

estabelecido um tempo de corte de 30 segundos.

4.3.4 Nocicepcao induzida pela injecao intraplantar de glutamato
Este teste foi realizado de acordo com Beirith e cols., (2002), com algumas
modificagbes. O EMB e a fracdo AcOEt, obtidos das folhas de Litchi chinenses soon,

nas doses de (25; 50 e 100 mg/Kg v.0), assim como a substancia pura PB2, na dose de



(6 mg/kg v.0), solucdo fisioloégica estérii 0,9% (controle negativo v.0) foram
administrados em grupos de oito animais, uma hora antes da injecao de 20 pl de
glutamato (20umol/pata) dissolvido em salina, por via i.pl na pata traseira direita. Apds
a injecdo do agente o tempo que cada animal permaneceu lambendo ou mordendo a
pata injetada foi cronometrado durante 15 minutos e considerado como indice de

nocicepcao.

4.3.5 Nocicepc¢dao induzida pela injecéo intraplantar de capsaicina

Este teste foi realizado de acordo com Sakurada e cols., (1996), com algumas
modificagbes. O EMB e a fragdo AcOEt, obtidos das folhas de Litchi chinenses soon,
nas doses de (25; 50 e 100 mg/Kg v.0), assim como a substancia pura PB2, na dose de
(6 mgl/kg v.0), solucdo fisiolégica estérii 0,9% (controle negativo v.0) foram
administrados em grupos de oito animais, uma hora antes da injecdo de 20 ul de
solucdo de capsaicina (1,6 pg/pata) por via i.pl na pata posterior direita, sendo que o
tempo que o animal permaneceu lambendo ou mordendo a pata injetada com o agente

irritante foi cronometrado por 5 minutos e considerado como indice de nocicepcao.

4.3.6 Nocicepcao induzida pela injecao intraplantar de CFA

Este teste foi realizado de acordo com Cao e cols., (1998) e Quintdo e cols.,
(2005). Para induzir a resposta inflamatoria, os animais receberam injecéo i.pl de 20
mL de adjuvante completo de Freund (CFA; 1 mg/mL de bacilo de Mycobacterium
tuberculosis inativado por calor; cada mililitro (mL) de veiculo contém 0,85 mL de dOleo
de parafina + 0,15 mL monooleato de manida) na superficie plantar da pata direita
traseira. A hipernocicep¢cdo mecanica foi avaliada através da técnica de filamento de
Von Frey.

Para avaliar a hipernocicep¢cdo mecéanica, os animais foram colocados
individualmente em compartimentos de acrilico transparentes (9 X 7 X 11 cm),
localizados em uma plataforma de arame elevada para permitir o acesso a superficie
ventral das patas traseiras. Os animais foram aclimatizados por pelo menos 30 min.
antes dos testes comportamentais. A freqiéncia de resposta de retirada foi obtida
através de 10 aplicagbes (duracdo de 1 s cada) do filamento de Von Frey 0,6 g. Os

estimulos foram realizados na superficie plantar da pata traseira direita (QUINTAO e



cols., 2005, 2006) objetivando determinar o limiar mecanico. Todos os grupos de
animais foram submetidos a avaliagdo prévia e novamente re-avaliados em diferentes
tempos apos as injecdes de CFA.

Para avaliar o efeito preventivo sobre a hipernocicep¢do mecanica, 0os animais
foram previamente tratados com EMB nas doses de (25; 50 e 100 mg/kg, v.0.), fracédo
AcOEt (25; 50 e 100 mg/Kg, v.0) e substancia pura PB2 (6 mg/Kg, v.0), ou veiculo (10
mL/kg,v.0.). Apds 1 h de tratamento, 0os animais receberam uma inje¢éo i.pl. de CFA, e
a hipernocicepcao mecanica foi avaliada em diferentes intervalos de tempos (1, 2, 3, 4,
e 24 h). Foi utilizado como droga controle-positivo o anticonvulsivante gabapentina
(70mg/kg, v.0.).

4.3.7 Modelo de pleurisia induzido por diferentes a  gentes flogisticos

Para inducdo experimental da pleurisia, 0 modelo foi realizado de acordo com
Saleh; Calixto; Medeiros, (1997). Primeiramente, foi administrada por via endovenosa a
solucéo de Azul de Evans (25 mg/kg, 0,2ml i.v) para posterior determinagéo indireta da
exsudacao na cavidade pleural. O EMB e a fracdo AcOEt, obtidos das folhas de Litchi
chinenses soon, nas doses de (25, 50 e 100 mg/Kg v.0), assim como a substancia pura
PB2, na dose de (6 mg/kg, v.0) e controles (salina/salina, agente flogistico/salina e
agente flogistico/indometacina (10 mg/Kg, v.0) foram administrados em grupos de dez
animais, uma hora antes da administracdo na cavidade pleural direita (i.ple), através do
espaco intercostal, 0,1 ml de salina (0,9%) Cg (1%).

Os demais agentes flogisticos foram utilizados apenas no experimento com o
EMB nas doses de 25; 50 e 100 mg/Kg v.o, foram eles SP (20 nmol/cav), BK (10
nmol/cav) e His (100 pg/cav). Para administracdo do agente i.ple os animais foram
levemente sedados com éter. Os parametros estudados foram a migracao celular para
a cavidade pleural e extravasamento de fluidos. Nos experimentos com BK, os animais
foram pré-tratados 30 minutos antes com captopril (5 mg/Kg) para prevenir a
degradacéo da BK pelas cininases (CAMPOS; CALIXTO, 1995).

Apés 4 horas da injecdo do agente flogistico na pleura, os animais foram
sacrificados e a cavidade toracica foi aberta e lavada com 1 ml de PBS contendo

heparina (20 Ul/mL) (Os animais controle receberam o mesmo volume de PBS).



Aliquotas do lavado pleural foram coletadas para contagem total e diferencial da
migracdo de células e determinacdo do vazamento de fluidos. A contagem de
leucécitos totais foi realizada em camara de Neubauer em microscopio Optico, apos a
diluicdo de 10 pl da amostra em 200 ul da solucdo de Turk. O esfregaco celular foi
preparado com outra aliquota do lavado pleural.

As amostras foram coradas com May-Grunwald-Giemsa e a contagem
diferencial de leucdcitos foi determinada em microscépio com objetiva de imersédo. O
extravasamento de fluidos (exudato) foi medido através da fixacdo de azul de Evans
(25 mg/kg, i.v.) a proteinas plasmaticas. A coloracdo do exudato foi estimada em
colorimetro (Aparelho Elisa - espectrofotdmetro Hitachi U2001, modelo 121-0031, USA)
a 600 nm por interpolacdo com a curva padrédo de Evans na faixa de 0,01-50 pg/mL
(HENRIQUES, 1990).

4.3.8 Modelo de edema de pata induzida por diferent es agentes flogisticos

Para inducdo experimental do edema o modelo foi realizado de acordo com
Winter; Risley; Nuss, (1962). O EMB e a fracdo AcOEt, obtidos das folhas de Litchi
chinenses soon, nas doses de (25; 50 e 100 mg/Kg v.0), assim como a substancia pura
PB2, na dose de (6 mg/kg v.0) e controles (agente flogistico/salina e agente
flogistico/indometacina (10 mg/Kg, v.0) foram administrados em grupos de oito animais,
uma hora antes do edema ser induzido pela injecao de 50ul de Cg (300 pg/pata), em
salina estéril e administrada na regido i.pl da pata direita dos camundongos. Na pata
esquerda foi administrado 50ul de salina para controle.

O demais agentes flogisticos BK (3 nmol/pata), His (300 ug/pata) e SP (20
nmol/pata), foram utilizados somente para o EMB nas doses de (25, 50 e 100 mg/KQg).
Indometacina foi utilizada como farmaco de referéncia em praticamente todos os
agentes flogisticos, com excec¢do da Cg onde foi utilizado o farmaco dexametasona 0,5
mg/Kg 4 hs (s.c). Em intervalos de tempo especificos, conforme o agente flogistico
utilizado (Cg — 307, 1,2,4,6 e 24 hs),(SP — 307, 607,907,120°,150" e 180 minutos),(His —
157, 307, 45°,60°e 120 minutos), (BK — 10", 207, 30", 60", e 120 minutos), foram feitas as
leituras.

A medida do edema foi feita pela diferenca entre os volumes deslocados da pata



direita e os da pata esquerda em pl/pata, utilizando-se um pletismémetro (modelo
7150, Ugo Basile). Os resultados foram apresentados em forma de tabelas,
demonstrando a média e erros da diferenca entre as patas quando comparados com o

grupo controle que recebeu apenas o agente flogistico.

4.3.9 Verificacdo do desempenho motor dos animais: Modelo do Rota-Rod

Para verificacdo dos efeitos com o EMB, fracdo AcOEt e substancia pura Pb2
obtidos das folhas de Litchi chinenses soon, sobre a fungdo motora dos animais, foi
utilizado o Modelo de Rota-Rod (Rota Rod/RS, LE-8500, série 1218/06, Letica Scientific
Instruments), de acordo com De Souza e cols., (2003). Este aparelho € constituido de
uma barra de 2,5cm de diametro subdividida em seis compartimentos, colocada a 25
cm de altura e girando a 22rpm.

Os animais foram colocados na barra por 1 minuto, sendo registrado o tempo de
permanéncia (em segundos), no maximo com trés reconducdes a barra. Este modelo
foi feito com a dose de (100 mg/Kg v.0) para o EMB, fracdo AcOEt e a dose de (6
mg/Kg v.0) para a substancia pura PB2, com a finalidade de verificar se alguns destes
influenciavam no desempenho motor dos animais, salina foi utilizado como controle

negativo e gabapentina (70 mg/Kg, v.0) como controle positivo.

4.4 Andalise Estatistica

As andlises estatisticas dos resultados foram realizadas por meio de analise de
variancia pelo teste de mudltipla comparacdo (ANOVA), utilizando-se o método de
Dunnett, e método 2 vias Bonferroni, quando apropriado. Valores de p< 0,05 foram
considerados como indicativo de significancia.

Os resultados foram apresentados como média * erro padrdo da média, exceto
as Dlsp (em alguns casos) (corresponde a doses das drogas que reduziram a resposta
para 50% em relacdo ao grupo controle), que foram apresentados com as médias
geométricas acompanhadas de seus respectivos limites de confianga em nivel de
95%.”



4.5 Célculos utilizados para obtencéo das IMs (inib  icdo maxima)

A média e a inibicdo maxima foram calculadas através do software (produzido no
excel) conforme abaixo.

Os valores obtidos de cada animal (controle positivo/controle negativo/pré-
tratados) foram colocados na tabela 10 e automaticamente foi originado a média,
desvio e erro. ApOs esse procedimento a média obtida do grupo controle positivo foi
repassada para a tabela da IM, e o valor obtido de cada animal (grupo pré-
tratado/controle negativo) foram colocados no item (val.dose) onde automaticamente
foi originado a IM obtida e a v A média e a inibicdo méxima foram calculadas atraves do
software (produzido no excel) na Universiade do Vale do Itajai (UNIVALI).

Os valores obtidos de cada animal (controle positivo/controle negativo/pré-
tratados) foram colocados em tabelas pertencentes ao software e automaticamente foi
originado a média, desvio e erro. ApOs esse procedimento as medias obtidas dos
grupos, foram repassadas para outra tabela e comparadas (grupo controle
positivo/grupo pré-tratado) originando automaticamente a IM (Inibicio maxima) e a

variacgao.



5. RESULTADOS

5.1 Avaliacdo da atividade antinociceptiva

5.1.1 Teste de contor¢Bes abdominais induzidas por acido acético

Neste modelo o EMB reduziu significativamente nas doses de 25, 50 e 100
mg/Kg, (**p<0,01) as contor¢Bes abdominais induzidas por &cido acético quando
comparados com o grupo controle (Figura 11). As inibicbes maximas (IMs) calculadas
foram de 44+6%; 57+6% e 65+10% para as doses de 25, 50 e 100 mg/kg,
respectivamente. O controle positivo indometacina (10 mg/kg) também reduziu de
forma significativa (**p<0,01), com IM de 96+1% as contor¢cdes abdominais, como ja
esperado. A Dlsg (dose que inibe 50% da resposta) calculada foi de 43,41 (29,94 -
62,95) mg/Kg.
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Figura 11. Efeito do EMB, obtido das folhas de Litchi chinenses soon (12,5, 25, 50 e 100
mg/Kg, v.0) e indometacina (10 mg/Kg, v.0) sobre o nimero de contor¢bes abdominais
induzidos por acido acético (0,6%) em camundongos. Cada barra representa a média dos
experimentos seguida dos E.P.M.s. Asteriscos denotam significancia estatisticas (*p<0,05); (**p
< 0,01) e (***p<0,001) quando comparados com controle. ANOVA, Dunnet.

Com a fracdo AcOEt observou-se também reducdo significativa no nimero de
contor¢gbes abdominais dos animais. Entretanto, a dose de 100 mg/Kg foi a mais efetiva
(Figura 12). As IMs calculadas foram de 37+9%; 5315%; 64+4% e 83t5% para as



doses 12,5; 25; 50 e 100 mg/kg, respectivamente. O controle positivo indometacina (10
mg/kg) obteve IM calculada de 96+1%. A Dls, calculada para o experimento foi de 25
(20,13 — 31,84) mg/Kg.
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Figura 12. Efeito da fracdo AcOEt, obtido das folhas de Litchi chinenses soon (12,5, 25, 50 e
100 mg/Kg, v.0) e indometacina (10 mg/Kg, v.0), sobre o nimero de contorcfes abdominais
induzidos por acido acético (0,6%) em camundongos. Cada barra representa a média dos
experimentos seguida dos E.P.M.s. Asteriscos denotam significancia estatisticas (***p < 0,001)
guando comparados com controle. ANOVA, Dunnet.

O tratamento dos animais com a substancia pura PB2 ndo produziu resultados
estatisticos significativos (Figura 13). No modelo do &cido acético somente se observou
efeito antinociceptivo com o controle positivo, a indometacina com IM calculada de
96+1%.
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Figura 13. Efeito do PB2, obtido das folhas de Litchi chinenses soon (3, 6, 10, 30, 60 e 100
mg/Kg, v.0) e indometacina (10 mg/Kg, v.0), sobre o nimero de contor¢cBes abdominais
induzidos por acido acético (0,6%) em camundongos. Cada barra representa a média dos
experimentos seguida dos E.P.M.s. Asteriscos denotam significancia estatisticas; (***p < 0,001)
guando comparados com controle. ANOVA, Dunnet.

5.1.2 Teste da Formalina

Nas duas fases do teste da formalina (2,5%), o EMB nas doses de (12,5;25;50 e
100 mg/Kg) reduziram de maneira significativa o tempo de resposta dos animais a
formalina. O EMB produziu de forma dose-dependente a inibicdo do processo doloroso
induzido pelo agente irritante nas duas fases neurogénica e inflamatéria com IMs
calculadas de 57+8% e 63+6% respectivamente, na dose de 100 mg/Kg (Figura 14 A e
B).

Na segunda fase do processo doloroso induzido pela formalina como esperado,
a indometacina (10 mg/kg) inibiu de forma significativa com IM de 79+3%. As Dls
calculadas para o experimento foram de 48,06 (37,19 — 61,62) mg/Kg, para a 12 fase e
57,94 (41,99 — 79,93) mg/Kg, para a 22 fase.
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Figura 14. Efeito do EMB, obtido das folhas de Litchi chinenses soon (6, 12,5, 25, 50 e 100
mg/Kg, v.0) e indometacina (10 mg/Kg, v.0), (A) na primeira fase neurogénica (0-5") e (B) na
segunda fase crénica (15-307), da algesia induzida por formalina. Cada barra representa a
média dos experimentos seguida dos E.P.M.s. Asteriscos denotam significAncia estatisticas
(**p < 0,01) quando comparados com controle. ANOVA, Dunnet.

Também nas duas fases do processo doloroso induzido por formalina o
tratamento com a fracdo AcOEt, nas doses de (25; 50 e 100 mg/Kg, v.0), reduziram de
maneira significativa o tempo de resposta dos animais ao agente irritante (Figura 15 A
e B). A IM calculada na primeira fase (Figura 15A) foi de 68+2% para a dose de 100
mg/Kg ficando a Dlsp em 57,64 (49,76 — 66,77) mg/Kg. Na segunda fase (Figura 15B)
obteve-se com a dose de 100 mg/Kg uma IM de 71+1% e a Dls, calculada foi de 42,03
(35,40 — 49,91) mg/Kg. A IM calculada para a indometacina (10 mg/kg) foi de 83+2%.
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Figura 15. Efeito da fracdo AcOEt, obtido das folhas de Litchi chinenses soon (12,5, 25, 50 e
100 mg/Kg, v.0) e indometacina (10 mg/Kg, v.0), (A) na primeira fase neurogénica (0-57) e (B)
na segunda fase crdnica (15-30"), da algesia induzida por formalina. Cada barra representa a
média dos experimentos seguida dos E.P.M.s. Asteriscos denotam significAncia estatisticas
(**p < 0,01) quando comparados com controle. ANOVA, Dunnet.

Tanto na primeira, como na segunda fase do teste da formalina, houve reducao
da resposta algica com o tratamento da substancia pura PB2. A dose de 6 mg/Kg na 12
fase foi a que apresentou a maior IM calculada em 41+5% (Figura 16A), e na segunda
fase de 35+9% (Figura 16B).

O tratamento com indometacina também produziu inibicdo da dor inflamatéria
induzida por formalina com IM calculada de 75+2%.
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Figura 16 . Efeito do PB2 (3, 6 e 10 mg/Kg, v.0) obtido das folhas de Litchi chinenses soon e
indometacina (10 mg/Kg, v.0), sobre a primeira (A) e segunda (B) fases do processo doloroso
indzido por fomalina. Cada barra representa a média dos experimentos seguida dos E.P.M.s.
Asteriscos denotam significancia estatisticas (**p < 0,01) e (*p<0,05) quando comparados com
controle. ANOVA, Dunnet.

Foram realizados os mesmos testes acima (modelo acido acético e formalina)
com mais duas fragbes da planta, sendo a fracdo Diclorometano (DCM) e fragéo
Hexano (HEX), porém ndo houve resposta farmacologica estatisticamente significante

com as mesmas como demonstrado na Tabela 1.

Tabela 1. Efeito das fracdes Diclorometano (DCM) e Hexano (HEX), obtidos de

Litchi chinenses soon no modelo de acido acético e formalina.

Tratamento Acido Formalina Formalina
acético 12 fase 22 fase
IM IM IM
Veiculo 0% 0% 0%
DCM 8+1% 5+%1 6+2%
HEX 11+3% 7+2% 9+2%
Indometacina -- Ne 79+3%

IM- inibicAo maxima
Ne- néo efetivo



5.1.3 Teste da placa quente

No modelo da placa quente (Figura 17), o tratamento dos animais com o EMB
obtido das folhas de Litchi chinenses soon, produziu aumento do limiar nociceptivo de
camundongos expostos a placa quente, quando comparados ao controle, com IMs
calculadas de 47+8% e 49+8% respectivamente para as doses de 50 e 100 mg/Kg. A
morfina mostrou-se um analgésico mais eficaz e potente, aumentando também o limiar
nociceptivo dos animais com IM de 73+4%. No mesmo experimento a naloxona, um
antagonista opioide ndo seletivo, ndo alterou o efeito antinociceptivo do EMB (100

mg/Kg), porém alterou o efeito antinociceptivo da morfina.
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Figura 17 . Efeito do EMB, obtido das folhas de Litchi chinenses soon (25, 50 e 100 mg/Kg,
v.0), morfina (5 mg/Kg, s.c), Naloxona (1 mg/Kg, i.p) + EMB (100 mg/Kg, v.0) e Naloxona (1
mg/Kg, i.p) + morfina (5 mg/Kg, s.c), sobre a resposta nociceptiva de camundongos no teste de
placa quente. Cada barra representa a média dos experimentos seguida dos E.P.M.s.
Asteriscos denotam significancia estatisticas (**p < 0,01) e (*p<0,05) quando comparados com
controle, ## denota significancia estatistica (**p<0,01) quando comparado com morfina.
ANOVA, Dunnet.

A fracdo AcOEt (Figura 18), somente foi eficaz em aumentar o limiar nociceptivo
dos animais, quando utilizou-se a dose de 100 mg/Kg, com IM calculada de 50+2%. Da
mesma forma o tratamento com morfina produziu efeito antinociceptivo no modelo

inibindo o processo doloroso em 75+1%. O pré-tratamento com naloxona neste teste



também ndo alterou o efeito antinociceptivo da fracdo AcOEt (100 mg/Kg), como

ocorreu com a morfina.
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Figura 18 . Efeito da fracdo AcOEt, obtido das folhas de Litchi chinenses soon (25, 50 e 100
mg/Kg, v.0), morfina (5 mg/Kg, s.c), Naloxona (1 mg/Kg, i.p) + AcOEt (100 mg/Kg, v.0) e
Naloxona (1 mg/Kg, i.p) + morfina (5 mg/Kg, s.c) sobre a resposta nociceptiva de camundongos
no teste de placa quente. Cada barra representa a média dos experimentos seguida dos
E.P.M.s. Asteriscos denotam significAncia estatisticas (**p<0,01) e (*p<0,05) quando
comparados com controle, ## denota significancia estatistica (**p<0,001) quando comparado
com morfina. ANOVA, Dunnet.

Na figura 19 observa-se que o tratamento dos animais com a substancia pura
PB2 (6 mg/Kg) e morfina, produziu aumento do limiar nociceptivo com IMs calculadas
de 43+9% e 74+4% respectivamente. Porém essa resposta nao foi revertida pelo

tratamento com a naloxona, como foi observado no grupo que recebeu morfina.
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Figura 19 . Efeito do PB2, obtido das folhas de Litchi chinenses soon (6 mg/Kg, v.0), morfina (5
mg/Kg, s.c), Naloxona (1 mg/Kg, i.p) + PB2 (6 mg/Kg, v.0) e Naloxona (1 mg/Kg i.p) + Morfina
(5 mg/Kg, s.c), sobre a resposta nociceptiva de camundongos no teste de placa quente. Cada
barra representa a média dos experimentos seguida dos E.P.M.s. Asteriscos denotam
significancia estatisticas (**p<0,01) e (*p<0,05) quando comparados com controle, ## denota
significancia estatistica (**p<0,01) quando comparado com morfina. ANOVA, Dunnet.

5.1.4 Nocicepgéo induzida pela injec&o intraplantar de glutamato

No modelo de dor induzida por glutamato (Figura 20), todas as doses do EMB
(25; 50 e 100 mg/kg) produziram efeito antinociceptivo nos animais com perfil
farmacologico de dose-dependéncia. As IMs calculadas foram de 32+4%; 63+4% e
67+3% respectivamente e a Dlsp calculada para esse experimento foi de 48,85 (31,89 —
74,83) mg/Kg.
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Figura 20 . Efeito do EMB, obtido das folhas de Litchi chinenses soon (25, 50 e 100 mg/Kg,
v.0), sobre a resposta nociceptiva de camundongos no teste do glutamato. Cada barra
representa a média dos experimentos seguida dos E.P.M.s. Asteriscos denotam significAncia
estatisticas (**p < 0,01) quando comparados com controle. ANOVA, Dunnet.

O pré-tratamento dos animais com a fragdo AcOEt, produziu reducéo de algesia
induzida pelo glutamato, apenas nas doses de 50 e 100 mg/Kg, quando comparadas
ao grupo controle (Figura 21). As IMs calculadas foram de 29+6% e 54+9%, para as
doses de (50 e 100 mg/Kg) respectivamente. A Dlsy neste experimento foi de 85,11
(80,67 — 89,79) mg/Kg.
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Figura 21 . Efeito da fracdo AcOEt, obtido das folhas de Litchi chinenses soon (25, 50 e 100
mg/Kg, v.0), sobre a resposta nociceptiva de camundongos no teste do glutamato. Cada barra
representa a média dos experimentos seguida dos E.P.M.s. Asteriscos denotam significancia
estatisticas (**p<0,01) quando comparados com controle. ANOVA, Dunnet.

Ainda no modelo de glutamato o tratamento com a substancia pura PB2 né&o foi

efetivo em reduzir a algesia por esse agente (Figura 22).
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Figura 22 . Efeito do PB2, obtido das folhas de Litchi chinenses soon (6 mg/Kg, v.0), sobre a
resposta nociceptiva de camundongos no teste do glutamato. Cada barra representa a média
dos experimentos seguida dos E.P.M.s. Asteriscos denotam significancia estatisticas (**p<0,01)
guando comparados com controle. ANOVA, Dunnet.



5.1.5 Nocicepc¢éo induzida pela inje¢c&o intraplantar de capsaicina
No modelo de dor induzida por capsaicina, em nenhuma dose utilizada no

experimento, o EMB produziu agao antinociceptiva (Figura 23).
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Figura 23 . Efeito do EMB, obtido das folhas de Litchi chinenses soon (25, 50 e 100 mg/Kg,
v.0), sobre a resposta nociceptiva de camundongos no teste da capsaicina. Cada barra
representa a média dos experimentos seguida dos E.P.M.s. Asteriscos denotam significancia
estatisticas, quando comparados com controle. ANOVA, Dunnet.

Ja a fracdo AcOEt, no mesmo modelo testado, apresentou efeito antinociceptivo (Figura
24), porém, somente na dose de 100 mg/Kg, com IM calculada de 21+2%.
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Figura 24 . Efeito da fracdo AcOEt, obtido das folhas de Litchi chinenses soon (25, 50 e 100
mg/Kg, v.0), sobre a resposta nociceptiva de camundongos no teste da capsaicina. Cada barra
representa a média dos experimentos seguida dos E.P.M.s. Asteriscos denotam significancia
estatisticas (*p<0,05) quando comparados com controle. ANOVA, Dunnet.



A Figura 25 mostra que com 0s animais pré-tratados com a substancia pura
PB2, foi observado uma reduc¢éo da resposta algica induzida pela capsaicina na dose
de 6 mg/Kg, sendo a IM calculada de 31+1%.
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Figura 26 . Efeito do PB2, obtido das folhas de Litchi chinenses soon (6 mg/Kg, v.0), sobre a
resposta nociceptiva de camundongos no teste da capsaicina. Cada barra representa a média
dos experimentos seguida dos E.P.M.s. Asteriscos denotam significancia estatisticas (**p<0,01)
guando comparados com controle. ANOVA, Dunnet.

5.1.6 Nocicepcao induzida pela injecéo intraplantar de Completo adjuvante de
Freund (CFA)

As Figuras (26, 27) nos permitem visualizar que o pré-tratamento dos animais
em todas as doses, tanto para BEM e fracdo AcOEt, respectivamente, ndo foram
capazes de inibir a hipernocicepcdo mecanica induzida pelo CFA. Somente a
gabapentina, controle positivo usado neste modelo foi capaz de prevenir o surgimento

da resposta hipernociceptiva por até 24 hs com IM calculada de 73£7% (***p<0,001).



o]
o
]

~
o
I

D
o
I

a
o
I

—#= Controle
EMB 25 mg/Kg
EMB 50 mg/Kg
—— EMB100 mg/Kg
O Gabapentina

Frequencia de Resposta (%)
(]
L

Tempo (h)

Figura 26 . Efeito do EMB, obtido das folhas de Litchi chinenses soon (25, 50 e 100 mg/Kg, v.0)
e gabapentina (70mg/kg, v.0) sobre a freqiiéncia de resposta de animais avaliados em
diferentes intervalos de tempo com filamentos de Von Frey, apés a injecao i.pl. de CFA (20
ml/pata). Os dados sdo expressos como a média + E.P.M.. Asteriscos denotam significancia
estatisticas (***p<0,001) quando comparados com controle. ANOVA, 2 vias Bonferroni.
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Figura 27 . Efeito da fracdo AcOEt, obtido das folhas de Litchi chinenses soon (25, 50 e 100
mg/Kg, v.0) e gabapentina (70mg/kg, v.0) sobre a freqiiéncia de resposta dos animais
avaliados com filamentos de Von Frey em diferentes intervalos de tempo em animais apoés a
injecdo i.pl. de CFA (20 ml/pata). Os dados séo expressos como a média + E.P.M.. Asteriscos

denotam significancia (***p<0,001) quando comparados com controle. ANOVA, 2 vias
Bonferroni.



Ainda no modelo da nocicepc¢ao induzida por CFA (Figura 28), o pré-tratamento
dos animais com a substancia pura PB2 (6 mg/Kg, v.0), também nédo reduziu a
nocicepcéao. A IM calculada para a gabapentina foi de 79+4%.
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Figura 28 . Efeito do PB2, obtido das folhas de Litchi chinenses soon (25, 50 e 100 mg/Kg, v.0)
e gabapentina (70mg/kg, v.0) sobre a frequéncia de resposta dos animais avaliados com
filamentos de Von Frey em diferentes intervalos de tempo em animais apés a inje¢éo i.pl. de
CFA (20 ml/pata). Os dados sdo expressos como a média + E.P.M.. Asteriscos denotam
significancia (***p<0,001) quando comparados com controle. ANOVA, 2 vias Bonferroni.

5.1.7 Comparacdo da atividade antinociceptiva do EM B, fracdo AcOEt e
substancia pura PB2 com farmacos de referéncia

Na tabela 2 comparou-se o efeito antinociceptivo do EMB, fracdo AcOEt e
substancia pura PB2 obtidos das folhas da planta em estudo, com varios analgésicos
de referéncia utilizados na terapéutica do processo doloroso, em diferentes modelos de
nocicepcdo. Como se pode observar o EMB e a fragcdo AcOEt exibiram perfil
farmacologico semelhante a farmacos como indometacina, diclofenaco de potassio,

paracetamol, acido acetil salicilico, dentre outros.



Tabela 2. Comparacdo da atividade antinociceptiva do EMB, fracdo AcOEt e
substancia pura PB2 obtidos das folhas da Litchi chinenses soon, com analgésicos de

referencia em diferentes modelos de nocicepcéo e hipernocicepcao.

Tratamento IM %  |Modelo testado
EMB (100 mg/Kg, Vv.0) 65+10% | Acido Acético
6316% | Formalina 22 fase
AcOEt (100 mg/Kg, v.0) 83+5% | Acido Acético
71+1% | Formalina 22 fase
PB2 (6 mg/Kg, v.0) 22+2% | Acido acético
35+9% | Formalina (fase Il)
DCM (100 mg/Kg, v.0) 8+1% | Acido Acético
6+2% | Formalina 22 fase
HEX (100 mg/Kg, v.0) 11+3% | Acido Acético
9+2% | Formalina 22 fase
Indometacina (10 mg/Kg, v.0) 96+1% | Acido Acético
79+3% | Formalina 22 fase
Gabapentina (70 mg/Kg, v.0) 73+7% | CFA
a Acido acetil salicilico (300 mg/Kg, v.0) 83,5% | Acido acético
85+4% | Formalina 22 fase
a Diclofenaco potéassio (75 mg/Kg, i.p) 100% | Acido acético
73+8% | Formalina 22 fase
a Meloxicam (75 mg/Kg, i.p) 100% | Acido acético
82+4% | Formalina 22 fase
b Paracetamol (75 mg/Kg, i.p) 68+6% | Acido acético

a) Hess, 2006
b) Willain-filho 2005



5.2 Avaliacdo da propriedade antiinflamatoria

5.2.1 Modelo de pleurisia induzido por diferentes a  gentes flogisticos

a) Pleurisia induzida por carragenina

No modelo de pleurisia induzida por carragenina (Cg) o pré-tratamento dos
animais com o EMB, inibiu significativamente o extravasamento vascular (Figura 29A)
de forma dose-dependente (**p<0,01) quando comparado com 0 grupo que recebeu o
controle negativo (carragenina). As IMs calculadas foram de 29+4%; 42+3% e 48+3%
para as doses (25; 50 e 100 mg/Kg). Na figura também observa-se o efeito
antiextravasamento da indometacina (10 mg/Kg) com IM calculada para 81+2%.

Quanto a migracdo leucocitaria, pode-se observar (Figura 29B) que o pré-
tratamento com o EMB da planta reduziu a migracdo de leucdcitos em todas as doses
empregadas, tendo o efeito mais pronunciado na dose de 100 mg/Kg. As IMs
calculadas foram de 391+5%; 52+4 e 62+3% para as doses de 25; 50 e 100 mg/Kg,
respectivamente, enquanto que com o pré tratamento com indometacina obteve-se IM
de 89+1%. No experimento a Dls calculada foi de 66,72 (59,23 — 75,15) mg/Kg.

Avaliando o efeito do tratamento sobre as células mononucleares (Figura 29C)
observou-se que o extrato promoveu diminuicdo do numero deste tipo celular, na
cavidade pleural dos animais, em relacéo ao controle, de forma dose-dependente, com
efeito maior para a dose de 100 mg/Kg. As IMs calculadas foram de 23£7%; 42+8% e
52+7% para as doses de 25, 50 e 100 mg/Kg respectivamente. A Dlsg calculada foi de
84,17 (72,43 — 97,81) mg/Kg.

Ainda avaliando os tipos de células leucocitarias envolvidas no processo
inflamatorio, pode-se perceber que o EMB produziu de forma significativa e dose
dependente (**p<0,01), reducdo do numero de neutrofilos (Figura 29D) com IMs
calculadas de 25%6%; 376 % e 64+3% respectivamente para as doses de 25, 50 e
100 mg/Kg. A Dlsq calculada foi de 75,53 (63,62 — 89,67) mg/Kg.
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Figura 29. Efeito da administracdo oral do EMB, obtido das folhas de Litchi chinenses soon
(25, 50 e 100 mg/Kg, v.0) e indometacina (10 mg/Kg, v.0) sobre os eventos da pleurisia
induzida por Cg. A- extravazamento vascular, B- leucécitos totais, C- mononucleares e D -
neutréfilos. Os dados sdo expressos como a média £ E.P.M.. Asteriscos denotam significancia
estatisticas (**p < 0,01) quando comparados com controle. ANOVA, Dunnet

Neste mesmo modelo o pré-tratamento dos animais com a fracdo AcOEt,
também observou-se reducdo significativa no extravasamento vascular (Figura 30A) de
forma dose-dependente (**p<0.01) quando comparado com O grupo que recebeu o
controle negativo. As IMs calculadas foram de 30+4%, 40+3% e 60+3% para as doses
de 25, 50 e 100 mg/Kg, respectivamente. A Dlso calculada para o experimento foi de
86,03 (59,13 — 125,18) mg/Kg. Nesta mesma figura também observa-se o efeito
antiextravasamento da indometacina (10 mg/Kg) com IM calculada para 80+4%.

Quanto a migracdo leucocitaria, pode-se observar (Figura 30B) que o pré-
tratamento com o AcOEt da planta reduziu a migracdo de leucocitos com todas as

doses empregadas, sobretudo na dose de 100 mg/Kg. As IMs calculadas foram de



30+4%, 40+4% e 63+8%, enquanto que com o pré tratamento com indometacina
obteve-se IM de 89%1%. Neste experimento a Dlsy calculada foi de 73,29 (58,45 —
91,91) mg/Kg.

Avaliando o efeito do tratamento sobre as células mononucleares (Figura 30C) e
neutrofilos (Figura 30D), observou-se diminuicdo nos numeros destes tipos celulares,
na cavidade pleural durante o experimento, em relagcdo ao controle negativo, de forma
dose-dependente. As IMs calculadas foram de 59+7%; 70+8% e 80+5%
respectivamente para as doses de 25, 50 e 100 mg/Kg para os mononucleares. Com
relacdo a inibicdo da migracdo de neutréfilos as IMs calculadas foram de 60+7%;
73t4% e 80+5% respectivamente para as doses de 25; 50 e 100 mg/Kg. Neste
experimento a Dlsg ndo foi calculada uma vez que a dose inicial utilizada em ambos os

casos reduziram a migracao celular (leucocitos e mononucleares) em mais de 50 %.
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Figura 301. Efeito da administragdo oral da fragdo AcOEt (25, 50 e 100 mg/Kg, v.0) obtido das
folhas de Litchi chinenses soon e indometacina (10 mg/Kg, v.0) sobre os eventos da pleurisia
induzida por Cg. A- extravazamento vascular, B- leucdcitos totais, C- mononucleares e D -
neutréfilos. Os dados sdo expressos como a média + E.P.M.. Asteriscos denotam significAncia
estatisticas (**p < 0,01), (***p<0,001) quando comparados com controle. ANOVA, Dunnet

Com o pré-tratamento com a substancia pura PB2, observa-se também uma
reducdo no extravazamento vascular (Figura 31A), nas doses de (3 e 6 mg/Kg, v.0)
com IMs calculadas de 18+4% e 28t5 % respectivamente quando comparado com 0
grupo que recebeu o controle negativo. Na figura também observa-se o efeito
antiextravasamento da indometacina (10 mg/Kg) com IM calculada para 80+£1%.

Quanto a migracao leucocitaria, pode-se observar (Figura 31B) a reducdo da
migracdo de leucocitos nas doses de 3 e 6 mg/Kg, sendo as IMs calculadas
respectivamente de 30+4% e 40+5%.

Avaliando o efeito do tratamento sobre a migracdo celular sobre as células

mononucleares e neutréfilos (Figura 31 C e D) a substancia pura PB2 promoveu



diminui¢cdo do nimero destes tipos celulares, quando comparados ao controle negativo,
com IMs calculadas para neutrofilos de 34+7% e 77+5% nas doses de 3 e 6 mg/Kg,
respectivamente e IMs calculadas para mononucleares de 42+11% e 70+5% nas doses
de 3 e 6 mg/Kg, respectivamente. A dose de 10 mg/Kg ndo demonstrou significancia,
para nenhum dos parametros avaliados.
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Figura 31. Efeito da administracdo oral da substancia pura PB2 (3, 6 e 10 mg/Kg, v.0) obtido
das folhas de Litchi chinenses soon e indometacina (10 mg/Kg, v.0) sobre os eventos da
pleurisia induzida por Cg (300ug/cav.). A- extravazamento vascular, B- leucdécitos totais, C-
mononucleares e D - neutréfilos. Os dados sdo expressos como a média + E.P.M.. Asteriscos

denotam significancia estatisticas (**p < 0,01), (***p<0,001) quando comparados com controle.
ANOVA, Dunnet



b) Pleurisia induzida por SP

Na pleurisia induzida por Substancia P (SP) o pré-tratamento com o EMB,
provocou reducdo do extravasamento vascular de forma dose dependente (Figura
32A). As IMs calculadas foram de 39+7%; 45+4% e 47+8% respectivamente.

Com relacdo a migracéo leucocitaria observou-se (Figura 32B) o EMB promoveu
a reducdo do numero de leucdcitos totais de forma significante e dose dependente
(**p<0,01), com IMs calculadas de 41+7%; 50+2% e 60+6% para as doses de 25, 50 e
100 mg/Kg, respectivamente. A indometacina inibiu 84+5% dos eventos.

Quanto as células mononucleares (Figura 32C), o EMB foi capaz de reduzir a
migracdo desse tipo celular, somente com a dose de 100 mg/Kg, com IM calculada de
48+6%. A IM calculada para indometacina foi de 78+7%.

Observando a acao do extrato sobre os neutrofilos, percebe-se que o mesmo foi
capaz de inibir a migracdo dessas células para a cavidade pleural de forma significativa
e dose-dependente (Figura 32D), com IM de 50+7% e 66+3% para as doses de 50 e
100 mg/Kg, respectivamente.

Neste experimento a Dlsp ndo foi calculada uma vez que a dose de 50 mg/Kg

utilizada, reduziu a migracao celular (leucdcitos e neutréfilos) ja em 50 %.
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Figura 32. Efeito da administracdo oral do EMB, obtido das folhas de Litchi chinenses soon
(25, 50 e 100 mg/Kg, v.0) e indometacina (10 mg/Kg, v.0) sobre os eventos da pleurisia
induzida por SP (20 nmol/cav). A- extravazamento vascular, B- leucdcitos totais, C-
mononucleares e D - neutréfilos. Os dados sdo expressos como a média + E.P.M.. Asteriscos

denotam significancias estatisticas (*p<0,05); (**p < 0,01),quando comparados com controle.
ANOVA, Dunnet.

c) Pleurisia induzida por Histamina

Na pleurisia induzida por histamina (His) (Figura 33A) observou-se que o EMB
apenas reduziu o extravasamento vascular na cavidade pleural dos animais, na dose
de 100 mg/Kg com IM calculada de 40+6% ficando a indometacina com IM de 90+1%.
No mesmo experimento, observou-se também que o tratamento dos animais com o
extrato promoveu redugdo da migracdo leucocitaria (Figura 33B), de forma dose
dependente, porém com significancia para as doses de 50 e 100 mg/Kg, sendo as IMs
calculadas de 25+3% e 54+3% respectivamente. A Dlsy calculada para esse
experimento foi de 85, 31 (79,65 — 71,38) mg/Kg.



Com relacdo a migracado das ceélulas mononucleares (Figura 33C), observou-se
reducdo dessas células apenas na dose de 100 mg/Kg, sendo a IM calculada de
60+6%. Para os neutréfilos (Figura 33D), as doses de 50 e 100 mg/Kg reduziram a

quantidade dessas células com IMs calculadas de 50+8% e 70+6% respectivamente.
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Figura 33. Efeito da administracdo oral do EMB, obtido das folhas de Litchi chinenses soon
(25, 50 e 100 mg/Kg, v.0) e indometacina(10 mg/Kg, v.0) sobre os eventos da pleurisia induzida
por His (100 ug/cav.). A- leucécitos totais, B- extravasamento vascular, C- neutréfilos e D-
mononucleares. Os dados séo expressos como a média = E.P.M.. Asteriscos denotam
significancia estatisticas (**p < 0,01),quando comparados com controle. ANOVA, Dunnet

d) Pleurisia induzida por Bradicinina

Na (Figura 34), estdo representados os resultados obtidos com o EMB no
modelo de pleurisia induzida por Bradicinina (BK). O extrato produziu efeito
antiinflamatoério baixo, em todos os parametros observados, apenas na dose de 100

mg/Kg. Para o extravazamento vascular (Figura 34A) observa-se uma tendéncia a



reducdo do edema induzida por BK, porém sem significAncia estatistica, apenas a
indometacina teve acao sendo a IM calculada de 87+3%. A dose de 100 mg/Kg do
EMB produziu reducdo da migracao leucocitaria com IM de 29+4% (Figura 34B). Em se
tratando de células mononucleares e neutrdfilos, observa-se um maior acdo na reducao
desses elementos celulares, com IMs calculadas de 58+4% para neutréfilos (Figura
34D) e de 71+8% para mononucleares (Figura 34C). As Dlso calculadas para esse
experimento foram de 80,65 (71,73 — 90,69) para mononucleares e 67,93 (51,71 —
89,25) para neutrofilos.
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Figura 34. Efeito da administracdo oral do EMB, obtido das folhas de Litchi chinenses soon
(25, 50 e 100 mg/Kg, v.0) e indometacina (10 mg/Kg, v.0) sobre os eventos da pleurisia
induzida por BK (10 nmol/cav.). A- extravasamento vascular, B- leucécitos totais, C-
mononucleares e D- neutréfilos. Os dados sao expressos como a média + E.P.M.. Asteriscos
denotam significancia estatisticas (**p < 0,01) e (***p<0,001), quando comparados com
controle. ANOVA, Dunnet



5.2.2 Modelo de edema de pata induzida por diferent  es agentes flogisticos

a) Edema de pata induzido por Carragenina

Conforme se observa na tabela 3, o efeito antiedematogénico do EMB, e da
fracdo AcOEt, j4 é observado 1 h ap6s a injecdo intraplantar de Cg, com as doses de
50 e 100 mg/Kg. As IMs calculadas foram de 48+2% e 46,9+3% para a dose de 50
mg/Kg e de 50+3% e 50+2% para a dose de 100 mg/Kg, para a 42 hora apés a
inducdo. Também foi observado que tanto para o EMB quanto a fracdo AcOEt, a dose
de 25 mg/Kg so reduziu o edema ap6s a 42 hora da indu¢do com Cg. Ja a substancia
pura PB2 apresentou acentuado efeito antiedematogénico desde os primeiros 30
minutos de inducdo com IM calculada de 61,6+6% para a 42 hora e continuou agindo
ao longo do experimento. O perfil farmacoldgico da PB2, mostrou-se muito similar ao

da dexametasona onde se obteve IM de 65+1% também para a 42 hora.

Tabela 3. Efeito do EMB, fracdo AcOEt e substancia pura PB2, obtidos das folhas de

Litchi chinenses soon, no modelo de edema de pata induzido por Cg (300 pg/pata).

Grupos Dose Periodo de laténcia (hs)
(Mg/Kg) 0,5 1 2 4 6 24
Controle 0 53,334+2,1 56,66+2,1 76,66+2,1 90+2,6 45422 28,3343
EMB 25 46,66+4,9 55+4,3 56,66+4,2 47,6615,4** 25+3,4** 21,66+4
12,5% 13,5% 26% 47% 44% 23%
EMB 50 41,66+3 45+4,3 504,3,6 46,6614,2%* 28,33+1,6** 18,33+3**
21,8% 20,5% 34,7% 48% 37% 35,3%
EMB 100 33,33+2,1 36,66+3,3** 41,66+4** 44,66+3,3** 26,66+2,1** 16,66+3,3**
37,5% 35,3% 45,6% 50% 40,7% 41%
AcOEt 25 45,54+3,7 43+3,4 54,35+3,9 47,78+2,3** 26,32+4,4** 23,7+4,5
14,6% 24% 29% 46,9% 41,5% 16%
AcOEt 50 40,9845,2 46,23+3,6 51+2,8 47,1241 2% 28,50+2,3** 22,2445
23,1% 18,4% 33,5% 47,6% 36,6% 21,4%
AcOEt 100 34,12+19 37,2315,2** 43+2,1** 44,7612, 7** 27,35+3,4** 17,22+4,1**
36% 34,3% 43,9% 50% 39% 39%
PB2 6 25+2,3%* 37,242,5%* 40,443** 34,56+2,3** 25,1542, 7** 19,2442 5%
53% 43,5% 47,3% 61,6% 44% 32%
Dexametasona 0,5 26,66+3,3** 30+2,6** 45+4,3** 31,33+2,1** 23,33+2,1** 15+3,4**
50% 47% 41,3% 65% 48% 47%

Valores expressos em média + SEM (uL/pata). (**p<0,01). Significativos ap6s andlise de variancia
(ANOVA) seguido do teste Dunnet quando comparados ao grupo controle (salina).



b) Edema de pata induzido por SP

Conforme demonstra a tabela 4, o efeito antiedematogénico do EMB, ja é
observado 60 minutos apds a injecao intraplantar de SP em todas as doses e perpetua
ao longo do tempo, com IMs calculadas de 32,6+3%; 44,65% e 48,616% para as
doses de 25; 50 e 100 mg/Kg respectivamente. A indometacina atuou na reducao do
edema até os 180 minutos.

N&o foram observados efeitos do extrato aos 180 minutos com nenhuma das

doses utilizadas, somente o efeito da indometacina.

Tabela 4. Efeito do EMB, obtido das folhas de Litchi chinenses soon, no modelo de

edema de pata induzido por SP (20 nmol/pata).

Grupos Dose Periodo de laténcia  (min)
(Mg/Kg) 30 60 90 120 150 180
Controle 0 80+7,7 56,6+6,1 35+4,2 25+2 58 15+2,2 12,6+1,6
EMB 25 61,6+8,7 38,3+3,1** 23,61,6** 16,9+4,94**  10,10+4,77** 10+3,3
23% 32,3% 32,5% 32,4% 32,6% 20,6%
EMB 50 60,0+4,5 33,3+3,3* 20,3+4,01**  14,2+4,94** 8,3+2,1* 9,6+2,1
25% 41,1% 42% 43,2% 44,6% 23,8%
EMB 100 56,6+4,9 30,0+3,6** 18,2+3,3** 13,044,47** 7,7%2,1% 9,8+1,6
29,2% 47% 48% 48% 48,6% 22,2%
Indometacina 10 51,6+7,03**  33,3%5,57**  20,0+3,6** 11,643,07**  6,9+3,3** 7,2+1,6**
355 5 41,10 42,8% 53,6% 54% 42,8%

Valores expressos em média + SEM (uL/pata). (**p<0,01). Significativos apds andlise de variancia
(ANOVA) seguido do teste Dunnet quando comparados ao grupo controle (salina).

c) Edema de pata induzido por Histamina

Ja na tabela 5, observa-se o efeito antiedematogénico do EMB. O extrato foi
capaz de reduzir o edema de pata induzido por histamina, nos primeiros 15 minutos
nas doses de 50mg/Kg e 100 mg/Kg com IMs calculadas de 47+6% e 50+2%
respectivamente para os 60 minutos. A acdo antiedematogénica continuou ao longo do

tempo. A indometacina teve a IM de 68+7% também para o tempo de 60 minutos.



Tabela 5. Efeito do EMB, obtido das folhas de Litchi chinenses soon, no modelo de

edema de pata induzido por His (300 pg/pata).

Grupos Dose Periodo de laténcia (min)
(Mg/Kg) 15 30 45 60 120
Controle 0 80,0+6,83 71,66%8,7 47,66+3,07 28,33+3,07 20,0+2,58
EMB 25 66,6+2,1 51,6+3,07 31,644,77* 18,3+£3,07** 18,6+2,58
16,75% 28% 33,7% 35% 7%
EMB 50 50,06+4,47**  41,6+4,77** 30,0+5,62** 15,0+2,58** 15,0+4,47
37,4% 42% 37% 47% 25%
EMB 100 41,644,01* 40,045,16** 25,0+4,28** 14,144 21** 15,0+2,23
48% 44% 47,5% 50,2 25%
Indometacina 10 35,0+4,28* 25+4,28** 20,0+4,47** 9,1,0+2,23** 11,0+2,23**
56% 65% 58% 68 45%

Valores expressos em média + SEM (ulL/pata). (**p<0,01). Significativos ap6s andlise de variancia
(ANOVA) seguido do teste Dunnet quando comparados ao grupo controle (salina).

d) Edema de pata induzido por Bradicinina

Conforme demonstra a tabela 6, somente foi observado efeito
antiedematogénico do EMB, na dose de 100 mg/Kg apd6s 60 minutos da inducdo do
edema pela BK com IM calculada de 35,3+3%. N&o foi encontrada significancia
estatistica para as demais concentracdes nem tao pouco significancia para outros
tempos de leitura, nesta dose de (100 mg/Kg). A indometacina promoveu efeito
antiedematogénico durante todo o experimento com IM calculada de 68+2% no tempo

de 60 minutos.



Tabela 6. Efeito do EMB, obtido das folhas de Litchi chinenses soon, no modelo de

edema de pata induzido BK (3nmol/pata).

Grupos Dose Periodo de laténcia (min)
(Mg/Kg) 15 30 45 60 120
Controle 0 71,68,72 51,6+3,07 41,6477 28,3+3,07 20,0+2,58
EMB 25 80,0+6,83 66,6+2,1 50,0+4,47 31,6+4,01 35,0+4,28
11,7% 29% 20% 11% 5%
EMB 50 81,616,54 61,6+4,77 45,045,62 23,0+2,58 25,0+4,47
13,9% 19,4% 8% 18,7% 12%
EMB 100 80,015,3 55,045,16 30,0+4,28 18,344,21** 17,0+2,23
11,7% 6,6% 27,9% 35,3% 15%
Indometacina 10 46,6+9,88** 30,3+5,57** 26,6+4,94** 9,0+3,65** 11,0+2,23**
34,9% 41,3% 36% 68% 45%

Valores expressos em média + SEM (ulL/pata). (**p<0,01). Significativos ap6s andlise de variancia
(ANOVA) seguido do teste Dunnet quando comparados ao grupo controle (salina).

5.3 Verificagédo da funcdo motora dos animais (Rota  Rod)

O tratamento oral com o EMB e fracdo AcOEt (100 mg/Kg, v.0) e a substancia
pura PB2 (6 mg/Kg, v.0), veiculo (10 mg/kg, v.0) ou gabapentina (70 mg/kg, v.0), ndo
foi capaz de afetar de modo significativo o desempenho motor (tempo de permanéncia
sobre o cilindro em movimento) dos animais quando avaliados 1h apds o tratamento

(Figura 35) no teste de rota-rod.
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Figura 35 Efeito do tratamento do EMB (100 mg/Kg, v.0); fracdo AcOEt (100 mg/kg, v.0), e
substancia pura PB2 (6 mg/Kg, v.0) obtidos das folhas de Litchi chinenses soon e gabapentina
(GABA-70 mg/kg, v.0) sobre a performance motora dos animais avaliados no teste do Rota rod.
Os dados sdo expressos como a média £ E.P.M.. Os dados foram expressos como a média +
E.P.M. de 6 animais em cada grupo. ANOVA seguido do teste t Student's comparando os
grupos tratados com o controle.



6 DISCUSSAO

O Brasil é o pais com uma das maiores diversidades genética vegetal do mundo,
com cerca de 55.000 espécies catalogadas de um total estimado entre 350.000 e
550.000 espécies. Mesmo assim 0 mercado brasileiro apresenta-se com poucas
espécies vegetais nativas, estudadas com potencial medicamentoso, sendo
predominante a utilizagdo de plantas européias e asiaticas. Isso se deve a poucas
pesquisas clinicas e os reduzidos investimentos na area farmacéutica para comprovar
a acdo farmacolégica das plantas medicinais brasileiras (SIMOES e cols., 2004). A
Litchi chinenses soon, é um exemplo dessa realidade, planta que € originaria da china
e tem seu uso popular, para tratamentos de dores e inflamacgodes.

Sdo poucos os estudos na literatura sobre as suas acdes farmacoldgicas,
principalmente com suas folhas. O que pode ser encontrado em artigos mais recentes,
€ a avaliacdo farmacoldgica de extratos obtidos do pericarpo das frutas de Litchi
chinenses, onde foram confirmadas sua atividade antioxidante, imunomodulatoria,
antitumoral e propriedade antifingica contra cepas de streptovercilliuml morrokanse.
(BESRA; SHARMA;GOMES, 1996; YANG e cols., 2006; DUAN e cols., 2007; ZHAO e
cols., 2006; WANG e cols., 2006; FENG e cols., 2007)

N&o foram encontrado estudos na literatura avaliando o extrato bruto metandlico
(EMB), nem téo pouco a fracdo acetato de etila (AcOEt) de suas folhas. Apenas a
fracdo hexano é referenciada em termos de dor e inflamacéo, no trabalho de Besra;
Sharma e Gomes (1996). Tais autores avaliando as propriedades antiinflamatorias,
antinociceptiva e antipirética da planta, demonstraram que o extrato hexano das folhas
de Litchi chinenses, foi eficaz em reduzir o edema e algesia em camundongos atraves
do modelo de edema de pata induzido pela injecdo intraplantar de carragenina e acido
araquidonico, edema de orelha induzido por 6leo de créton e teste das contor¢des
abdominais induzidas pela injecdo intraperitoneal de &cido acético. Entretanto os
resultados mostraram-se bastante preliminares. Também neste mesmo artigo foi
descrito o efeito antipirético do extrato hexano das folhas desta planta avaliada no

modelo injec&o de levedura de cerveja na nuca via sub-cutanea.



Sendo assim este trabalho buscou avaliar através do EMB, fracdo AcOEt e uma
substancia pura procianidina B2 (PB2), obtidos das folhas de Litchi chinenses soon, de
uma maneira mais profunda, essas possiveis acdes (antinociceptiva e antiinflamatdria),
utilizando modelos de nocicepcao e inflamacéo especificos.

O teste de contor¢des abdominais induzidas por acido acético, foi desenvolvido
por Koster; Andersons; Debber, (1959) e adaptado ao longo dos tempos, € um tipico
modelo para avaliar a dor de origem inflamatdria. Tem boa sensibilidade, porém é
pouco especifico e é considerado como uma ferramenta de triagem para avaliagdo de
atividade analgésica e antiinflatéria por sua simplicidade de execucdo (WHITTLE, 1994;
RIBEIRO e cols., 2000).

Esse modelo é considerado por alguns autores como muito simples, mas se
mostra sensivel aos antiinflamatdrios néo esteroidais, do qual agem inibindo a COX-1 e
COX-2, antiinflamatorios esteroidais além de opiodides (BLANE e cols., 1967; RIBEIRO,
2000; IKEDA e cols., 2001) A administracdo de um agente irritante na membrana
serosa, origina um comportamento estereotipado em camundongos e ratos,
caracterizado por contor¢cdes abdominais e falta de coordenac&o da atividade motora,
evidenciando dor visceral (LE BARS e cols.,, 2001). O &cido acético promove
indiretamente liberacdo de varios mediadores, 0os quais sao liberados por macréfagos e
basofilos existentes na cavidade abdominal. E descrito na literatura que 0s
smediadores liberados durante o experimento destacam-se a BK, SP, PGEs, IL-1B,
TNF, os quais ativam nociceptores quimiosensiveis contribuindo o desencadeamento
da dor de origem inflamatdria.

Neste modelo se observa que tanto o EMB, quanto a fragdo AcOEt, reverteu de
maneira dose dependente o nimero de contorcdes abdominais produzidas pela injecédo
i.p de &cido acético em camundongos. Resultado semelhante também obtido por Besra
e cols., (1996), quando utilizaram as doses de 50, 100 e 200 mg/Kg (i.p), sugerindo
uma acao antinociceptiva do extrato, porém hexano, obtido das folhas da Litchi
chinenses. Pode-se aferir que o efeito de antinociceptivo do EMB e fracdo AcOEt, pode
estar relacionado com a inibicédo da liberacdo de mediadores pré-inflamatorios, induzida
por acido acético. Por outro lado a substancia pura PB2 ndo produziu efeito

antinociceptivo, neste modelo em nenhuma das doses utilizadas. Tal feito nos leva a



crer que os mediadores da resposta dolorosa induzida pelo &cido acético ndo séo
inibidos pela substancia uma vez que a substéncia se mostrou efetiva em outros
modelos de dor.

A antinocicepcdo induzida por EMB, fracdo AcOEt e substancia pura PB2 é
confirmada pelo modelo de formalina o qual foi desenvolvido por Dubuisson e Dennis
(1977), sendo adaptado também ao longo dos tempos. O modelo consiste na injecédo
intraplantar da formalina, que causa a estimulacao de nociceptores, induzindo o animal
a comportamentos tipicos como lamber, e/ou morder a pata injetada (DUBUISSON;
DENNIS, 1977; HUNSKAAR; FASMER; HOLE, 1985).

Este modelo é composto em duas fases de nocicepcdo, sendo a primeira de
origem neurogéncia e visualizada imediatamente ap0s a injecao de formalina, durando
cerca de 5 minutos. Hunskaar; Fasmer; Hole, (1985) descrevem que nesta fase ocorre
estimulacdo quimica direta dos nociceptores das fibras sensoriais aferentes
principalmente fibras do tipo C, devido a mediadores como SP, glutamato e BK
(HUNSKAR; FASMER; HOLE, 1985 HEAPY; JAMIESON; RUSSEL, 1987). A segunda
fase é de origem inflamatoria, tem inicio 15 minutos apos a injecdo da formalina e
termina em 30 minutos. Nesta fase ocorre uma unido de estimulos que incluem,
inflamacé&o nos tecidos periféricos e mecanismos de sensibilizacdo espinhal e central.
Ambas as fases também envolvem mediadores quimicos diferentes (VANEGAS;
SCHAIBLE, 2004).

Os resultados obtidos nesse modelo sdo condizentes com resultados
encontrados no modelo do &cido acético, sendo que o EMB e a fracdo AcOEt,
reduziram também de forma dose dependente a nocicepcao induzida por formalina em
camundongos tanto na fase neurogénica quanto na fase inflamatoria. A inibicdo nas
duas fases mostraram-se similares. Isto nos leva a supor que o EMB e a fracdo AcOEt,
possuem efeito antinociceptivo e antiinflamatério, atuando na dor tanto de origem
neurogéncia como inflamatoria.

Com a substancia pura PB2, quando avaliada no modelo de formalina,
observou-se que tanto na primeira fase, como na segunda, do teste, houve reducdo da

resposta algica. Os experimentos demonstraram que esse composto pode ter uma



possivel acdo mais pronuniada na dor de origem neurogénica, onde a inibicdo da
resposta algica se mostrou mais efetiva.

Cabe salientar que a indometacina que foi utilizada como controle positivo, teve
sua acao efetiva apenas na segunda fase da formalina, devido ao fato deste farmaco
ser um AINEs ndo especifico para COX, atuando na dor de origem inflamatoria
(crénica), e ndo na dor de origem neurogénica (aguda).

Outro modelo utilizado para estudar a atividade antinociceptiva da planta foi o
modelo da placa quente (Hot-plate). Esse modelo foi adaptado por Ankier, (1974) com
outras adaptacdes ao longo do tempo. O teste € usado com o0 objetivo de avaliar o
limiar antinociceptivo de substancias e/ou compostos que possuem efeito supra
medular, uma vez é efetivo para opdides.

Neste modelo o EMB nas doses de (50 e 100 m/Kg), produziu aumento do
tempo de laténcia de camundongos expostos a placa quente, quando comparados ao
controle. Por outro lado a fracdo AcOEt, somente produziu aumento do limiar
nociceptivo com a dose de 100 mg/Kg e o tratamento dos animais com a substancia
pura PB2 (6 mg/Kg), também produziu aumento do limiar nociceptivo. A resposta
antinociceptiva do EMB, fracdo AcOEt e substancia pura PB2, ndo foi revertida pelo
pré-tratamento com a naloxona, um antagonista opidide nao seletivo, como foi
observado no grupo que recebeu morfina. Nesse modelo a atividade antinociceptiva foi
confirmada, e, sugere-se que a agao antinociceptiva encontrada, ndo é exclusivamente
dependente do sistema opidide.

A capsaicina € um componente ativo encontrado na pimenta vermelha, e é
utilizada como uma potente ferramenta farmacolégica para estudo de drogas que
provavelmente atuam na modulacdo da transmissao nociceptiva através dos neurénios
sensoriais do tipo C e Ad (HOLZER, 1991).

Alguns autores (SZALLASI; BLUMBERG, 1999; MALBERG; YAKSH, 1994)
propde que a capsaicina induz resposta nociceptiva por ligacdo direta com receptores
para capsaicina, chamados de receptores vanildides (VTRP), sendo que os receptor
sub-tipo 1 estd presente em neurdnios sensitivos primarios, e a ativagdo direta de
aferentes primarios pela capsaicina, leva a produgcdo de PGE, na medula espinhal

podendo ainda liberar glutamato.



Vérios autores (Holzer, 1991; Szallasi;Blumberg, 1999; Santos; Calixto, 1997),
sugerem que sdo diversos os mediadores envolvidos nesta acdo. Também é referido
gue a dor induzida por capsaicina se assemelha muito com a primeira fase do modelo
de formalina caracterizando ambas as dores como uma dor do tipo neurogénica. Os
resultados obtidos nesse experimento principalmente com a substancia pura PB2
confirmam os demais, onde observa uma acao mais pronunciada na dor de origem
neurogénica, como na primeira fase da formalina.

Para testar a hipotese do envolvimento de aminoacidos excitatorios no efeito do
EMB, fracdo AcOEt e a substancia pura PB2, foi realizado o modelo de nocicepgcao
induzida por glutamato, o qual foi desenvolvido por Beirith; Santos; Calixto, (2000).

Segundo Zhou (1996), o glutamato, é o neurotransmissor encontrado na maioria
das sinapses excitatorias rapidas no sistema nervoso de mamiferos e esta envolvido
em processos fisiologicos como memoria e aprendizado e em varias patologias como
neurodegeneracgdo cronica e aguda. Também exerce papel de extrema importancia na
transmissdo da dor, sendo liberado na medula espinhal, apos leséo tecidual ou em
processos inflamatorios (ZHOU e cols., 1996; BEIRITH e cols., 2003).

O glutamato exerce seus efeitos pds-sinapticos via diversos receptores de
membrana pertencentes tanto a classe de metabotropicos quanto ionotropicos. Entre
0s receptores ionotropicos o receptor NMDA tem se sobressaido devido papéis que
desempenha na transmissdo sinaptica excitatéria e na neurodegeneracdo no SNC
(PETRENKO e cols., 2003).

Sao muitas as evidéncias que a dor associada com injuria tecidual ou nervosa
periférica, envolve ativacdo desses receptores, e que além dos receptores NMDA
envolvidos também podemos encontrar receptores do tipo espinhais e supraespinhais
0s quais sao largamente influenciados pela liberagdo de NO. Podemos sugerir que o
EMB e a fracdo AcOEt, podem estar atuando na inibicdo da sintese do NO, ou de certa
forma antagonizando os receptores NMDA, podendo futuramente, com estudos mais
aprofundados, tornarem-se ferramenta terapéuticas para o tratamento de dores
inflamatdrias e neuropéticas.

Os resultados obtidos nesse presente estudo, mostraram que tanto o EMB como

a fracdo AcOEt, reduziram de forma significativa a nocicepcdo causada pela injecédo



intraplantar de glutamato, principalmente a dose de 100 mg/Kg, sugerindo assim e
confirmando novamente uma possivel acdo na dor de origem inflamatéria desses
compostos testados. Porém essa acgéo nao foi confirmada com o grupo pré-tratado com
a substancia pura PB2, demonstrando novamente a sua pouca acao em nivel de dor de
origem inflamatoria.

Um dos objetivos do presente estudo foi verificar se a planta em estudo poderia
exibir efeito antinociceptivo em dores consideradas do tipo crbnica. Para tanto foi
utilizado o modelo do CFA, desenvolvido por Cao e cols., (1998) e adaptado por
Quintdo e cols., (2005). A administracdo de CFA na pata de camundongos produz um
processo inflamatorio que se desenvolve rapidamente e pode persistir por varias
semanas (BILLIAU; MATTHYS, 2001)

Essa reacédo inflamatoria local € caracterizada por varios fatores como, eritema,
aumento da temperatura local, extravasamento plasmatico, infiltracdo de células
inflamatodrias, associadas com a producdo de véarios mediadores inflamatérios e
nociceptivos tais como, citocinas, neurotrofinas e eicosandides e a resposta
hipernociceptiva € mediada pela sensibilizacdo local do nociceptor e por mecanismos
sistémicos neurais e imune (WOOLF; TRIVEDI, 2004).

Atualmente o modelo do CFA é caracterizado como modelo de hipernocicepc¢ao.
Animais que recebem CFA exibem hipersensibilizacdo a estimulos mecéanicos e
térmicos.

Nesse tipo de hipernocicep¢cdo mecéanica e térmica induzida pelo CFA ocorre
liberacdo de TNF-a , IL-1p e NGF (GARABEDIAN e cols., 1995; WOOLF; TRIVEDI,
2004). De acordo com Burstein e cols., (2004) um efeito antinociceptivo no modelo do
CFA, ocorre pela inibicdo da sintese de mediadores pré-inflamatérios, como a
ciclooxigenase 2, IL-1B e a oOxido nitrico sintase, via inibicdo do fator nuclear-kB. O
modelo de CFA é caracterizado pela presenca de um processo inflamatorio (resposta
de um tecido vivo e vascularizado a um agente infeccioso, a um antigeno ou mesmo a
um estimulo irritante de natureza fisica, quimica ou traumética). Esta resposta se
manifesta pela presenca de vérios fatores como rubor, calor, tumor (edema), dor e

perda de funcéo do tecido ou 6rgéo afetado.



Neste modelo, tanto o EMB, fracdo AcOEt e substancia pura PB2, nédo
conseguiram reverter de maneira significativa o quadro de hipernocicepgéo de origem
inflamatoria persistente induzida pela injecdo i.pl de CFA. Talvez as substancias
testadas ndo estejam atuando na inibicho de uma ou mais vias envolvidas nesse
processo, mas sim por outras.

Para aprofundar a avaliagédo antiinflamatoria, da planta, no trabalho em questao
foram utilizadas duas metodologias distintas o edema de pata e a pleurisia induzidos
por diferentes agentes flogisticos.

A pleurisia, € uma metodologia que lesiona a cavidade pleural, quando injetado
agentes flogisticos como Cg, BK, His e SP, PGs, dentre outros. Trata-se de uma
reacdo muito similar ao que ocorre em consequéncia a infecgcdes, inflamacbes ou
doencas neoplasicas neste local (KROEGEL; ANTONY, 1997).

A pleurisia por Cg é modelo mais completo para investigar mecanismos
envolvidos na inflamacdo aguda, seja substédncias em eventos celulares quanto
vasculares do processo inflamatorio, bem como no desenvolvimento de drogas
antiinflamatorias (DI ROSA e cols., 1985; PASSOS e cols., 2006). Apos a injecao i.ple
de Cg, esta é absorvida pela pleura causando danos no tecido das células, liberando
enzimas vasoativas, gerando um aumento da permeabilidade vascular e no
desenvolvimento de edema no tecido subpleural. A subsequente fagocitose da Cg
pelos neutréfilos resulta em degranulacdo e liberacdo de enzimas lisossomais
decorrentes do aumento da permeabilidade dos vasos. A sintese e a liberacdo de
prostaglandinas vasoativas completa o desenvolvimento da primeira fase da exudacéo
pleural. A segunda fase exudativa se desenvolve gracas a acdo de mondcitos
(VINEGAR e cols., 1985; DE SOUZA, 2003).

Os agentes flogisticos usados no presente estudo: Cg, BK, His e SP, estédo
envolvidos na resposta inflamatéria promovendo o recrutamento de leucocitos e/ou
exsudacdo por diferentes mecanismos. Sendo assim, sdo varios os mediadores
qguimicos envolvidos e liberados do qual sdo difundidos para o tecido pleural e
subpleural, resultando em ativacdo de varias células constitutivas, conseqientemente

aumentando o numero de células inflamatérias (leucdcitos) na cavidade pleural.



No modelo da pleurisia induzida pela Cg observa-se um aumento significativo da
migracdo de leucécitos, referente aos neutréfilos apds a administracdo do agente
dentro da cavidade pleural de camundongos (SALEH; CALIXTO; MEDEIRQOS, 1997). A
migracdo de leucécitos em resposta a um estimulo inflamatério envolve a interacéo
dessas células com as moléculas de adesdo (SCHMID-SCHONBEIN, 2006). Estudo
realizado por Menegazzi e cols., (2005) demonstraram que a Cg induziu o aumento da
expressao de moléculas de adesao do tipo ICAM- 1 no modelo da pleurisia induzida
pela carragenina, em camundongos. A presenca de neutroéfilos é limitada. Um namero
significativo deles indica fase aguda de processo inflamatoério. Ainda, o aparecimento
de linfécitos e mondocitos esta ligado a doenga inflamatoria crénica, muitas vezes de
carater maligno. (KROGEL; ANTONY, 1997).

No presente estudo podemos observar que tanto o EMB como a fracdo AcOEt,
agiram com efetividade sobre o processo inflamatério agudo induzido pela Cg no
modelo de pleurisia. Todas as doses apresentaram inibicdo significativa da resposta,
principalmente a dose de 100 mg/Kg, tanto para o extravasamento de fluidos, quanto
para a migracdo de leucécitos, especialmente neutréfilos, para o sitio inflamatorio.
Sendo assim, podemos sugerir que ambas as substancias estdo atuando em uma ou
varias das manifestacdes celulares e vasculares induzidas pela Cg na pleurisia,
pontuando tanto o EMB, quanto a fragdo AcOEt, como possiveis substancias com acao
antiinflamatoria.

A substancia pura PB2 também foi efetiva em todos os eventos, porém a dose
de 10 mg/Kg néo surtiu efeito algum. Como ja observado nos modelos de dor, também
se pode observar que sua acao € fraca quando comparadas com a inibicdo obtida com
0 EMB e a fragdo AcOEt.

Na pleurisia induzida por Bradicinina, observou-se que o EMB produziu reducéo
no numero de leucécitos, em mononucleares e neutrofilos. A BK € um importante
vasodilatador e modulador da reacgao inflamatoria, sendo mediada por ativagdo de dois
receptores chamados de B1 e B2, onde o receptor B2 € expresso constitutivamente na
superficie celular e o receptor B1 s0 é expresso apdés danos tecidulares ou apos
producéo da IL-1 atuando na dor cronica. Alguns estudos afirmam ainda que a BK em

se tratando de reacdo inflamatoria duradoura € dependente da quantidade deste



agente na cavidade pleural de camundongos, e este efeito € mediado por ativagdo de
receptores B2 da BK (SALEH; CALIXTO; MEDEIROS, 1997). Nos resultados obtidos
desse estudo, observou-se somente reducdo dos eventos na dose de 100mg/Kg,
mesmo ndo havendo efeito dose dependente, ha possibilidade de que o EMB possa
estar antagonizando receptores B2 e consequentemente inibindo a agédo da BK e os
eventos da inflamacéo relacionados a ela. Entretanto, experimentos com antagonista
especificos desses receptores sao necessarios para confirmacao da hipétese.

No modelo de pleurisia induzida por histamina, observou-se que o EMB apenas
reduziu o extravasamento vascular na cavidade pleural dos animais, na dose de 100
mg/Kg, porém reduziu a migracdo leucocitaria de forma dose dependente. A histamina
€ um mediador envolvido na quimiotaxia celular e na exsudacédo, além da ativacédo de
citocinas pro-inflamatérias como a interleucinas (JUTEL; BLASER; AKDIS, 2005;
AKDIS; SIMONS, 2006; HASHIMOTO; OHATA;HONDA, 2006).

Estudos recentes de (MENEZES-DE-LIMA JR e cols., 2006), demonstraram que
a histamina € um mediador direto do aumento da permeabilidade vascular e edema,
provocando pequenos influxos de leucocitos. Neste estudo observou-se um pequeno
extravazamento de fluidos na dose de 100 mg/Kg e uma reducédo de forma dose
dependente das células migratorias, podendo sugerir que a acao do EBM pode estar
atuando sobre receptores da histamina (H1) e/ou eventos inflamatérios induzidos por
ela.

Esse modelo de inflamacdo também foi testado induzindo inflamagé&o na pleura
pela substancia P. A SP & um potente mediador envolvido em diversas reacgdes
Inflamatorias, promovendo o aumento da permeabilidade vascular, a formacdo de
edema, o aumento da expressdo de moléculas de adesdo em células endoteliais, a
ativacdo de neutrofilos, além da contracdo da musculatura lisa (CHEN e cols., 2006).

Na pleurisia induzida por SP, o pré-tratamento com o EMB, provocou acentuada
reducdo do extravasamento vascular, do numero de leucdcitos totais e neutrofilos de
forma dose dependente. Quanto as células mononucleares o extrato da Sabe-se
também que a substancia P esta envolvida na ativagcdo do fator nuclear kappa B (NF-
_B), expressdo de quimiocinas e quimiotaxia de neutrofilos na inflamacédo (OKAYA e

cols., 2004). Levando-se em consideracdo que a SP tem seu efeito mediado por



receptores NK1 e NK3, promovendo influxo de leucdcitos induzidos por TNF-_ no
modelo de inflamacdo cutdnea em camundongos (FRODE-SALEH; CALIXTO;
MEDEIROS, 1999), sugere-se que o EMB possa estar atuando no bloqueio destes
receptores.

Podemos concluir para esse modelo que os resultados obtidos neste trabalho
sugerem que o EMB apresentou importante efeito antiinflamatério, pois inibiu de forma
significativa os parametros inflamatérios como migracdo de leucdcitos e exsudacéo,
bem como a migracéo leucocitaria induzida por Cg, BK, His e SP. Assim como também
podemos concluir que a fracdo AcOEt e a substancia pura PB2, apresentam efeito
antiinflamatoério quando analisados com o agente flogistico Cg, inibindo de forma
significativa os parametros inflamatorios.

No modelo de pleurisia independente do agente flogistico utilizado, os resultados
demonstraram que tanto o EMB, a fracdo AcOEt e a substancia puraPB2 exibiram a
propriedade de inibir varias fases do processo inflamatério como o edema,
extravazamento de fluidos para a cavidade pleural, bem como a migracdo de eventos
celulares, demonstrando assim evidéncias de acdo antiinflamatdria em processos
agudos.

O presente estudo ainda aprofundou os estudos de Sharma e Gomes (1996)
sobre a atividade antiedematogénica através do edema de pata induzido por varios
agentes flogisticos. Além da avaliacdo do efeito antiedematogénico com Cg, como
fizeram os autores utilizando a fragdo hexanica, no presente estudo utilizou-se também
no modelo outros mediadores diferentes da carragenina.

O edema de pata induzido por Cg foi desenvolvido por Winter; Risley; Nuss,
(1962). Trata-se de um modelo trifasico e muito utilizado nos estudos de inflamacéo.
Entretanto, esse modelo ndo caracteriza o efeito antiinflamatério como um todo mas
sim fornece resposta sobre o efeito em um dos sintomas do processo inflamatério, que
€ 0 extravasamento vascular (edema) (WINTER; RISLEY; NUSS, 1962). Sao varios
mediadores que produzem essa resposta inflamatoria, e séo liberados de acordo com
as fases do processo. Na primeira fase que acontece até uma hora ocorre a liberacédo

de Histamina e Serotonina, na segunda fase ocorre liberacdo de BK e na ultima fase



gue esté entre 4 e 6 horas, ha liberagdo de PGEs, pela ativacdo da COXs (LIMA, 1999;
CALIXTO; CAMPQOS, 2000; DE SOUZA e cols., 2004).

No presente estudo podemos observar que a dose de 100 mg/Kg tanto para o
EMB quanto para a fragdo AcOEt, reduziu o tamanho do edema de pata induzido por
Cg, desde a primeira hora, ficando essas duas substancias com acao
antiedematogénica muito similar. Sendo assim sugere-se que estes compostos podem
estar inibindo a liberacdo de mediadores como a BK e de PGs, as quais sao liberadas
entre a 1 hora e 6 horas. Resultados estes que reforcam a fraca acdo do EMB na
inibicdo da His, quando comparados com os resultados da pleurisia induzida por His,
onde sO a dose de 100 mg/Kg reduziu, porém moderadamente o extravazamento
vascular.

J& a substancia pura PB2 apresentou inibicdo desde os primeiros 30 minutos,
ficando muito similar a indometacina, sugerindo que além de inibirem a liberacédo de BK
e PGs, também estéo relacionados com a inibicdo de Histamina e serotonina.

Também foi observado que o EMB foi capaz de reduzir o edema induzido pela
SP. O EMB, ja produziu efeito a partir dos primeiros 60 minutos, em todas as doses e
esta acao foi mantida ao longo do tempo.

A SP é um peptideo que faz parte da familia das taquicininas, juntamente com a
Neurocinina A, Neurocinina B, Neuropetideo K (O'CONNOR e cols., 2004). Essa
substancia € secretada por nervos e células como macréfagos, eosindfilos, linfocitos,
atuando em véarios receptores farmacologicos, especialmente o receptor NK1 (HILL;
OLIVER, 2007). Estudos demonstraram que a SP juntamente com a neurocinina A,
estdo envolvidos em processos inflamatérios, como a formagdo do edema e
extravazamento de proteina (SATAKE; KAWADA, 2006).

Desta forma, a inibicdo do edema induzido pela SP pelo EMB pode sugerir que
nesse extrato, principios ativos especificos possam estar atuando como agentes
antagonistas dos receptores de SP. Entretanto, estudos mais apurados e especificos
sd0 necessarios para determinar o mecanismo de acao especifico do EMB da planta
em estudo.

Outro agente flogistico utilizado no presente estudo foi a BK. BK e cininas

correlacionadas formam um grupo de potentes peptideos os quais sdo caracterizados



como mediadores dos processos doloroso e inflamatério (CABRINI e cols., 2001),
atuando através de receptores metabotrépicos do tipo B1 e B2. O receptor B2 pode
promover além de vasodilatagdo, dor e aumento da permeabilidade vascular o aumento
de PGE2 e NO'. (FERREIRA; CAMPOS; CALIXTO, 2000). Ja os receptores B1 quando
ativados por metabdlitos das cininas, promovem a sustentacdo do estimulo doloroso e
inflamatorio, via ativacdo do NF_B e glicocorticoides enddgenos (CABRINI e cols.,
2001).

Os resultados obtidos nesse trabalho, demonstraram que houve redugdo do
edema induzido por BK, apenas na dose de 100 mg/Kg, apés 60 minutos da inducao.
Os resultados sugerem que o0 extrato em questdo pode estar interferindo nos
receptores de BK, inibindo sua liberacdo, uma vez que o extrato reduziu o edema de
pata induzido pela Cg no periodo de tempo em que ocorre a liberacdo da BK.

No mesmo modelo, porém com a indugcdo do edema pela Histamina, pode-se
observar que houve reducdo do edema, com o EMB, ja nos primeiros 15 minutos com
as doses de 50mg/Kg e 100 mg/Kg e essa acao antiedematogénica continuou ao longo
do tempo. Resultados esses que sugerem uma acentuada acdo antiedematogénica do
EMB sobre esse agente flogistico, podendo esta estar atuando sobre os receptores H1,
similar a possivel agdo antiinflamatéria encontrada na pleurisia induzida também por
histamina. A histamina € um mediador envolvido na quimiotaxia e na exudac&o,
provocando pequeno influxo de leucdcitos, além da ativacédo de citocinas inflamatdrias
como as interleucinas e na contragdo da musculatura lisa (AKDIS; SIMONS, 2006;
HASHIMOTO; OHATA; HONDA, 2006)

Os resultados observados no modelo de edema induzido por diferentes agentes
flogisticos extendem aqueles obtidos por Besra; Sharma; Gomes, (1996), onde a dose
de 100 mg/Kg do extrato hexano das folhas de Litchi chinenses obteve uma reducéo de
59% no edema de pata induzido por carragenina.

Ainda neste trabalho observou-se que nao houve interferéncia na performance
motora dos animais avaliados através do modelo de hota rod. Esse modelo € utilizado
para que seja descartada possibilidades das substancias testadas estarem
ocasionando alteragcbes motoras ndo desejaveis, representando resultados falso-

positivo.



Os resultados apresentados nesse trabalho demonstram pronunciada acéo
antinociceptiva e antiinflamatoria do EMB, fracdo AcOEt e substancia pura PB2,
sugerindo assim a necessidade de estudos adicionais com a finalidade de avaliar os
mecanismos envolvidos nestes efeitos.

Sao poucos os dados encontrados na literatura referente as folhas da planta em
estudo. O que podemos encontrar de mais recente sobre as possiveis substancias
responsaveis pelas acdes farmacologicas da Litchi chinenses soon, se encontram em
Duan e cols., (2007), Liu e cols., (2007), onde demonstraram que os frutos desta planta
apresentam elevado teor de flavondides. Deste grupo destacam-se as antocianidinas
como a procianidina B2. Em nossos estudos, PB2 também foi encontrada nas folhas da
Litchi chinenses (Vanolli e cols., 2008), sendo esta isolada da fracdo acetato de etila.

Os flavondides tém suas propriedades farmacolégicas ja bem definidas
participando em atividades antivirais, antioxidante, antiinflamatoria, atividade
antitumoral, hormonal e sobre a permeabilidade capilar (SIMOES e cols., 2004). A
substancia isolada PB2 também ja possui algumas atividades comprovadas, como
acdo vasoprotetora, antiagregante plaquetaria, antioxidante, anti-hepatotdxico, anti-
tumoral, anti-viral e protetora em relacdo a aterosclerose (BISSET; HOUGHTON,;
HYLANDS, 1991; CHENG e cols.; RIEDL e cols., 1998; MIYAMOTO e cols., 1998;
DUARTE, 1999

A atividade antioxidante apresentada por flavondides e, particularmente pela
substancia pura PB2 podem estar contribuindo para as acdes farmacoldgicas
(antinociceptiva e antiinflamatéria) encontradas no presente trabalho. Em se tratando
do efeito antinociceptivo especificamente, Dalbd e cols., (2006) avaliando uma fracéo
de flavondides rica em procianidinas, denominada de fracdo 63SF verificaram que a
mesma exibiu potente efeito antinociceptivo em modelos de nocicep¢do aguda como o
teste da formalina e capsaicina. Além disso, 0s autores estudaram o possivel
mecanismo de acdo da fracdo, avaliando sistemas neuromoduladores do processo
doloroso como os sistemas, adrenérgico, serotonérgico, dopaminérgico dentre outros.
Os autores verificaram que a fracdo (63SF) exerce efeitos antinociceptivo, reforcando a

atividade das vias neuromodulatérias descendentes do processo doloroso,



possivelmente pela estimulagéo direta dos receptores dopaminérgicos D2 (DALBO e
cols., 2006).

Os resultados deste trabalho confirmam mais uma vez a importancia da
avaliacdo de plantas medicinais, na busca de alternativas farmacologicas para o
tratamento da dor e inflamacgao, as quais sao fontes de uma variedade de compostos
com potencial atividade biolégica. Além disso, os resultados obtidos subsidiam a
continuidade do estudo, visando desvendar além do mecanismo de agdo da substancia
pura PB2, obter outras eventuais substancias com essas e outras acoes
farmacologicas. Tendo em vista que a substancia pura PB2 testada, apresentou menor
atividade que o EMB e a fracdo AcOEt testados.



7 CONCLUSAO

X Os resultados obtidos no presente estudo demonstram que, tanto o EMB, como a
fracdo AcOEt, apresentaram acéo antinociceptiva quando administrados oralmente em
camundongos, principalmente nas doses de 100 mg/Kg, sugerindo assim uma possivel
acao antinociceptiva, mais acentuada na dor de origem inflamatéria, porém a

substancia pura PB2 se mostrou mais efetiva na dor de origem neurogénica.

X Nos modelos utilizados para verificar a propriedade antiinflamatéria, o EMB e a
fracdo AcOEt apresentaram atividade antiinflamatéria no modelo de edema de pata e
pleurisia, sendo a dose de 100 mg/Kg a que produziu melhor efeito. A substancia pura
PB2 também demonstrou atividade antiinflamatoria e antiedematogénica na dose de 6

mg/Kg, porém os mecanismos envolvidos nestes efeitos ndo foram esclarecidos.

X Os resultados apresentados nesse trabalho demonstram pronunciada acgéo
antinociceptiva e antiinflamatéria do EMB, fracdo AcOEt e a substéncia pura PB2,
sugerindo assim a necessidade de estudos adicionais com a finalidade de avaliar os

mecanismos envolvidos nestes efeitos.
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