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I. RESUMO

Acidente ofidico é um sério problema de satde publica no Brasil. Embora a neutralizagdo
do efeito toxico sistémico seja alcancada pela administracdo do soro antiofidico, a injaria
tecidual local ndo é evitada. Em muitos paises, plantas medicinais sdo tradicionalmente
usadas no tratamento de envenenamento por picada de cobra. Nesse trabalho, foi
investigado o potencial efeito anti-inflamatério de algumas espécies vegetais da flora
brasileira que apresentaram capacidade de neutralizacéo total contra a hemorragia causada
por Bothrops jararaca como: Byrsonima crassa Niedenzu, Mouriri pusa Gardn.,
Rhamnidium elaeocarpum Reiss. e Davilla elliptica St. Hill. Os resultados obtidos nesse
trabalho demonstraram uma importante acdo anti-inflamatéria de algumas espécies, com
destaque para o extrato metanolico das cascas de R. elaeocarpum, que inibiu a producéo de
NO e TNF-a in vitro. Essa espécie possui ainda acdo anti-nociceptiva modulada pelos
receptores serotonérgicos e opioides. Ja o extrato metanolico das folhas de B. crassa nédo
apresentou atividade anti-nociceptiva na inducdo da nocicep¢do no modelo da formalina. O
extrato metandlico das folhas de M. pusa possui acdo anti-nociceptiva tanto na dor
neurogénica como na dor inflamatoria na dose de 500 mg/kg (p.o). Extratos metandlicos de
B. crassa (folhas), R. elaeocarpum (cascas) e D. elliptica apresentaram importante acao
anti-edematogénica nas doses de 15.62 mg/kg (i.p) e 31.24 mg/kg (i.p). Adicionalmente, a
fracdo de taninos de D. elliptica (30 mg/kg, i.p) foram capazes de diminuir em 50 % o
rolamento de leucocitos em vasos (“‘rolling”™) durante o processo inflamatorio induzido
pela administracdo tépica de LPS. A fracdo de taninos e o extrato de D. elliptica
diminuiram da atividade de MMP-9 ativa frente a inoculacdo de veneno de B. jararaca e
apresentaram efeito anti-edematogénico no modelo da inducdo de edema pela carragenina

(efeitos ndo observados com a fracdo de flavonoides). Esses resultados sugerem que 0S
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taninos possuem um papel fundamental na atividade anti-inflamatoria e anti-hemorrégica
desses extratos e que essas espécies vegetais poderdo ser Uteis no desenvolvimento de anti-

inflamatorios e no tratamento de individuos que sofreram envenenamento botrépico.

Il. INTRODUCAO

I1.1 Epidemiologia

Envenenamento por picada de cobra é um problema mundial e atinge especialmente
as regides tropicais. A maior parte dos casos no Ocidente esta relacionado com a familia
Viperidae, sub-familia Crotalinae. Na América do Sul, Crotalinae é representada pelo
género Bothrops, Crotalus e Lachesis (Kerrigan, 1991).

No Brasil, aproximadamente 20000 casos de envenenamento ofidico sdo registrados
anualmente (Aradjo e cols., 2003) sendo que a maioria dos registros dos acidentes ofidicos
ocorre em homens jovens, residentes em areas rurais e de ocupacdo agricola (Caiaffa e
cols., 1994).

No territério nacional, até o ano de 1994, foram catalogadas 256 especies de
serpentes, sendo 69 venenosas e 187 ndo-venenosas. Dentre as 69 espécies venenosas, 32
pertencem ao género Bothrops. O género Bothrops é responsavel por 90% dos acidentes,
(Araujo e cols., 2003) e a espécie Bothrops jararaca é responsavel pelo maior nimero de
acidentes ofidicos, por ser mais abundante e viver em lugares comuns ao homem
(Barravieira, 1994).

Il. 2. Biologia da Bothrops jararaca

Esta espécie habita preferencialmente ambientes Umidos como matas, areas

cultivadas e local de proliferacdo de roedores (paiodis, celeiros, deposito de racdo), nas

zonas rurais. Estes animais possuem habitos noturnos e quando se sentem ameacados
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atacam em siléncio. A sua distribuicdo geogréafica é ampla no territério nacional, sendo
encontradas tanto nas ilhas do litoral como em regides altas e frias (Barravieira, 1994).

A Bothrops jararaca é uma serpente classificada em uma série chamada de
solenoglifa, cuja classificacdo baseia-se fundamentalmente na denticdo e na forma de
inoculacdo do veneno. As caracteristicas dessa série sdo: um par de dentes muito
desenvolvidos, cada um deles providos de um canal central que se comunica com o canal
excretor da glandula de veneno. Esses dentes sao mdveis e quando estdo em repouso, ficam
deitados e voltados para parte posterior dentro de larga prega mucosa. Os demais dentes sao
menores e macicos e outra caracteristica importante é a presenca da fosseta loreal (um
orificio) entre o olho e a narina (Barravieira, 1994).

I1. 3. Veneno de Bothrops jararaca e inflamacéao

O veneno das serpentes peconhentas apresenta caracteristicas que variam entre as
diferentes espécies, idade, distribuicdo geografica e carater individual. Os filhotes
apresentam maior atividade pro-coagulante e menor atividade proteolitica (dor e edema
podem ser discretos) (Barravieira, 1994).

Menezes e cols., (2006) constataram diferencas na atividade gelatinolitica e
degradacdo de fibrinogénio entre machos e fémeas de B. jararaca. Fémeas apresentam
maior capacidade de degradacdo de fibrinogénio. Bandas gelatinoliticas de intensidade
varidvel de 100 kDa estdo presentes apenas nas analises de zimografia de veneno de
machos, no entanto os machos nao apresentam bandas entre 50 kDa e 25 kDa cujo padréo
esta presente no veneno da fémeas.

Cerca de 90% a 95% do peso seco de veneno consiste de proteinas e algumas das
fraces protéicas sdo biologicamente mais importantes do que as nao-protéicas.

O veneno de Bothrops induz reacdes locais e sistémicas. Dentre as reacdes locais

(as quais ndo sdo neutralizadas pelo soro anti-ofidico) constam: edema, dor, hemorragia e
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necrose. A reacao sistémica consiste principalmente de distarbios na coagulagdo sanguinea
da vitima (Rosenfeld, 1971).

As proteinases sdo responsaveis pela hemorragia local, entre elas, as
metaloproteinases dependentes de zinco (algumas chamadas de fatores hemorragicos ou
hemorraginas) (Bjarnason e Fox, 1994). Metaloproteinases ofidicas (SVMP) sdo membros
da familia M12 das metaloproteinases e da subfamilia das enzimas chamadas reprolisinas,
as quais estdo inclusas as ““desintegrina e metaloproteinases”” (ADAMS). Elas sdo
secretadas como pré-pro-enzimas, ativadas proteoliticamente pela clivagem da por¢cdo N-
terminal do pro-peptideo e contém um regulador/modulador que é responsavel pela
interacdo da matriz extracelular com a integrina (Black e White, 1998).

A principal atividade das SVMP ¢é a degradacdo da membrana basal dos vasos
através da hidrolise de peptideos e consequentemente, perda da integridade da parede
vascular (Kamiguti e cols., 1996). Estas enzimas degradam fibrinogénio/fibrina e
hidrolisam as proteinas da matriz tais como coldgeno 1V, laminina e fibronectina
(Baramova e cols., 1989; Maruyama e cols., 1992).

A patogénese da hemorragia local tem sido investigada frente a uma variedade de
metaloproteinases hemorragicas. Na maioria dos casos, seus efeitos sdo estudados em
células endoteliais dos capilares sanguineos, que se tornam rapidamente afetadas com o
aparecimento de ““gaps”” (lacunas intercelulares), no qual os eritrocitos e outros
componentes sanguineos escapam para O espaco intersticial apds a injecdo de
metaloproteinase isolada. Observacdes ultra-estruturais mostram o aparecimento de
vesiculas pinociticas, destacamento de algumas células endoteliais da lamina basal e
pequenas projecbes citoplasmaticas no limem dos vasos. Como consequéncias desse

processo de perda citoplasmatica, as células endoteliais se tornam muito finas, ocorre o
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desenvolvimento de ““gaps”’, as mitocdndrias se tornam inchadas e o nicleo se apresenta
picnético (Moreira e cols., 1994).

A estrutura priméria das metaloproteinases se mostra conservada no dominio da
metaloproteinase que é uma seqiiéncia ao redor do sitio que se liga ao zinco. As SVMP séao
divididas em 4 classes (PI, PIl, Pl e PIV) baseadas em seus dominios; Pl = dominio
metaloproteinase, PIl = dominios metaloproteinase + desintegrina-like, PIll = dominios
metaloproteinase + desintegrina-like + cisteina-like, PIV = dominios metaloproteinase +
desintegrina-like + cisteina-like + lectina-like (Bjarson e Fox, 1994). Os venenos
viperideos geralmente apresentam metaloproteinases PI, PIl e PIIl. A auséncia ou a
presenca de certos dominios ndo denota necessariamete a capacidade ou poténcia
hemorréagica do veneno. Porém, as PIIl sdo as metaloproteinases ofidicas mais potente
dessas 3 classes. Existem PIII ndo hemorragicas, mas que atuam como ativadoras de pro-
trombina (Hite e cols., 1994).

Os pesos moleculares das metaloproteinases sdo variaveis. Bothropasina, uma
metaloproteinase hemorragica e mionecrotica isolada de B. jararaca de 48 kDa, da classe
PI11, contém 600 aminoacidos formando uma estrutura de multidominios: peptideo sinal
seguido de pro, metaloproteinase, desintegrina-like, dominio rico em cisteina (Assakura e
cols., 2003).

A jararagina, outra SVMP da classe PIII, consiste de cerca de 5 a 12% do peso seco
de veneno (Kamiguti e cols., 1991), compromete a hemostasia, atuando na interacao
colageno-plaqueta, clivando a subunidade 1 e se ligando a subunidade a2 do receptor de
colageno na plaqueta, a ayf; integrina. Essa integrina participa da integridade das células
endoteliais. Sendo assim, a atividade da jararagina sobre a integrina prejudica a adesdo das
células endoteliais. A SVMP da classe PllI, através do seu dominio ““desintegrina-like™",

provoca a separacao das células endoteliais da membrana basal e, por conseqiiéncia da falta
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de interacdo entre a célula endotelial e a lamina basal, ocorre apoptose (Takeya e cols.,
1993; Escalante e cols., 2003). A jararagina hidrolisa o fibrinogénio, preferencialmente a
cadeia o (por isso chamada de o-fibrinogenase), e o fator de Von Willebrand (VWF)
necessario para a ativacdo plaquetaria (Kamiguti e cols., 1996). Essa SVMP também é
responsavel por uma intensa resposta pré-inflamatéria, caracterizada por um acumulo de
leucécitos no local da injecdo (Costa e cols., 2002).

A acdo proteolitica na matrix extracelular no envenenamento botrépico ndo €
provocada somente pelas metaloproteinases contidas no veneno da cobra (SVMP) mas
também pelas metaloproteinases enddgenas da matriz extracelular (MMPs) ativadas ou
liberadas no tecido como conseqiiéncia da reacdo inflamatéria. O veneno possui acéo direta
nos componentes da matrix extracelular provocando uma inflamacao tecidual que envolve a
expressao/liberacdo de MMPs (Rucavado e cols., 1998).

As MMPs possuem a funcdo primaria de regular a composicdo da matriz
extracelular, regulam a reparacdo tecidual no processo de cicatrizacdo, desenvolvimento
embrionario e facilitam a migracdo celular durante a inflamacao (Milner e Cawston, 2005;
Newby, 2005). As MMPs constituem um grupo de mais de 20 enzimas com a habilidade
comum de degradar componentes da matriz extracelular. Elas séo sintetizadas como pré-
pro-enzimas por uma variedade de células envolvidas no processo inflamatdrio.
Fibroblastos, células endoteliais, macrofagos residentes constituem a principal fonte de
MMPs durante as primeiras horas do envenenamento botropico (Saravia-Otten, 2004;
Shapiro, 1998; Nagase, 1999; Parks, 1999).

As metaloproteinases de matrix (MMPs) sdo controladas pelas TIMPs (inibidores
enddgenos da metaloproteinases de matriz). O equilibrio dindmico entre a atividade das

MMPs e TIMPs é crucial para muitos processos de manutencao e desenvolvimento normal
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dos vertebrados. Entretanto, qualquer alteragdo entre o balango das TIMPs e MMPs pode
resultar em conseqiéncias sistémicas e patologicas (Vu e Werb, 2000).

A super expressiéo das MMPs tem sido implicadas na progressdao tumoral,
metastase, aterosclerose, aneurisma adrtico, sindrome respiratéria aguda, periodontite e
desordens auto-imunes (Murphy e Nagase, 2008).

Estudos com venenos e MMPs sdo ferramentas terapéuticas Uteis para o tratamento
de cancer, artrite, mestastase e angiogénese. Além disso, a inibi¢do in situ de MMPs ou
SVMP, através da injecdo local de inibidores de metaloproteinases, ameniza varias reacdes
locais do veneno botrdpico tais como hemorragia, mionecrose, danos de microvasos, bolhas
e dermonecrose (Teixeira e cols., 2009).

A classificagdo das MMPs varia de acordo com o seu substrato: as colagenases, as
gelatinases, estromelisinas e as matrilisinas. As gelatinases MMP-2 (gelatinases A de 72
kDa) e MMP-9 (gelatinase B, de 92 kDa) estdo associadas com a degradacdo de
fibronectina, laminina, proteinas de ancoragem e os colagenos do tipo 1V, V e XI (Aimes e
Quigley, 2005; Patterson e cols., 2001). Elas possuem 3 dominios de fibronectina tipo 1l
inseridos no dominio catalitico que se liga a gelatina, colageno e laminina. Ambas séo
capazes de degradar colageno IV, o maior componente estrutural da membrana basal
(Sternlicht, 2001), no entanto, MMP-2 degrada colageno tipo 1,11, 11l de maneira similar as
colagenases, 0 que ndo ocorre com MMP-9 (Patterson et al., 2001)

A up-regulation da expressdo de MMPs ocorre através das citocinas pro-
inflamatdrias produzidas em diversos tecidos e células como condrécitos e fibroblastos
(Domeij e cols., 2002; Koshy e cols., 2002).

A regulacdo das MMPs podem ocorrer de 3 maneiras: 1) gene de transcricdo (MT -
MMP) produzindo zimdgenos latentes de pr6-MMP 2) através da ativacdo de pré-MMPs,

3) TIMPs enddgenas (Clutterbuck e cols., 2008).
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A citocina IL-1B estimula a transcricdo de MMPs, ¢ as MMP-2 e MMP-9 sdo

capazes de degradar IL-1B, indicando a retroalimentagdo negativa na regulacdo da
homeostasia (Tsuzaki e cols., 2003 ; Ito e cols., 1996).

Malucelli e Mariano (1980) sugerem que as SVMP induzem inflamacéo local que
libera mediadores inflamatorios, levando a contracdo da célula endotelial e abrindo um
espaco entre as jungdes intercelulares por onde escapa os eritrocitos e o plasma (Collins,
1999).

Moura-da-Silva e cols. (1996), reportaram duas SVMP que liberam fator de necrose
tumoral (TNF-a) pelo seu precursor, 0 pro-TNF-o, e sugeriram que a patogénese da lesdo
tecidual local ndo é somente desencadeada pela acdo direta dessas proteases, mas também
por vias secundarias de ativacdo. A lesdo na parede vascular inicia uma resposta atraves de
componentes e mecanismos que objetivam a reestruturacdo vascular. Esses mecanismos
incluem liberacdo de agentes vasoativos, migracao de plaquetas e formacédo ou ativacdo de
fatores de coagulagcdo. Quando alguns desses componentes hemostaticos séo alterados, o
processo hemorragico se inicia (Kamiguti e cols., 1986). Alem disso, as metaloproteinases
propiciam a rapida disseminacdo do veneno da area picada para a circulacdo sistémica.
Gragas a degradacdo da matriz extracelular e da membrana basal vascular, 0s componentes
do veneno sdo facilmente difundidos pelos tecidos (Anai e cols., 2002; Farsky e cols.,
1999). Essas enzimas estdo envolvidas direta ou indiretamente na formacdo de edema,
atividade miotdxica e coagulopatia (Bjarnason e Fox, 1994; Goncalves e Chudzinski-
Tavassi, 2004).

A SVMP jararagina aumenta a expressdo de RNAm de citocinas como TNF-a , IL-

18 e IL-6 (Zamuner e cols., 2005; Clissa e cols., 2001). Estudos recentes investigam a

contribuicdo da resposta inflamatoria dessa metaloproteinase no desenvolvimento de
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necrose. SVMP jararagina é capaz de converter TNF-a assim como a TACE (enzima
conversora de TNF- a) que converte TNF-a a partir de um precursor de membrana (Moura-
da-Silva e cols., 1996). TNF-a e IL-6 contribuem para a necrose tecidual local e a inducgéo
de necrose pela metaloproteinase jararagina € abolida em ratos sem os receptores TNFR1,
TNFR2 (Laing e cols., 2003).

Petricevich e cols., (2000) encontraram associa¢do entre altos niveis circulantes de
TNF-a, hipotermia, hipotensdo e letalidade apds injecdo intraperitoneal do veneno de B.
jararaca. Elevados niveis de TNF-a podem induzir hipotensdo, acidose metabolica, infarto
hemorragico do trato gastrointestinal (Beutler e Cerami, 1988). Houve um paralelo entre
aumento de TNF-a e IL-1 sugerindo que estas citocinas podem agir sinergicamente para
induzir choque e outras alterac6es sistémicas que conduzem a morte. Elevacdo dos niveis
de IL-6, um dos maiores mediadores da inflamacéo, precedeu o desaparecimento dos niveis
de TNF-a, observado 12 horas depois da inje¢do de veneno (Houssiau e cols., 1988).

A resposta inflamatdria induzida pelo veneno de B. jararaca € caracterizada pela
formacdo de exsudacdo do plasma e infiltrado celular e envolve a participacdo de
mediadores endogenos (Trebien e Calixto, 1989; Dias da Silva e cols., 1995). O processo
edematogénico € desencadeado por fendmenos multifatoriais sendo que fatores
hemorragicos possuem papel importante (Gutierrez e Lomonte, 1989). O edema induzido
por B. jararaca resulta da ativacdo de receptores adrenérgicos ol e a2 (Trebien e Calixto,
1989) e pelos metabolitos do acido araquidénico formados pela COX-2 (ciclooxigenase
induzida) (Moreira e cols., 2007). Injecdo intraperitonial do veneno induz a liberacdo de
PGD2 (em 30 minutos) e PGE2 (de 3h até 12 h). Veneno de B. jararaca promove um up
regulation na expressdo de COX-2 mas ndo alterou a expressdo da COX-1 (ciclooxigenase
constitutiva) sugerindo que a expressdo de COX-2 favorece maior substrato para a sintese

de PGs. Portanto, os resultados sugerem que COX-2 é uma enzima critica para a producdo
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de prostaglandinas nos periodos tardios no envenenamento por B. jararaca (Moreira e
cols., 2007).

PGE2 é conhecida como um mediador que causa hiperalgesia, vasodilatag&o,
extravasamento de fluido para o tecido adjacente (James e cols., 2001). No caso de picada
de cobra, PGE2 é um mediador critico para a formacdo de edema local e dor,
provavelmente por acdo sinérgica com outros mediadores, tais como histamina e
bradicinina. A PGE2 exerce a supressdo da producdo das citocinas inflamatérias como
TNF-a e IL1-B, impede a fagocitose pelos macréfagos e a proliferacdo das células T. A
PGD2 esta envolvida no processo inflamatério ao promover vasodilatacdo e aumento da
permeabilidade vascular. De acordo com Moreira e cols. (2007) a rapida liberacdo de
PGD2 no processo inflamatorio sugere que ela seja um mediador da formacdo do edema
inicial induzido pelo veneno de B. jararaca e que a auséncia da expressao de COX-1 nao
exclui a possibilidade do veneno estimular direta ou indiretamente a atividade enzimatica
de COX-1.

Além de leucotrienos, prostaglandinas e fatores ativadores de plaqueta, outros
mediadores sdo responsaveis pela hiperalgesia de B. jararaca (Teixeira e cols., 1994).

Bonavita e cols. (2006) investigaram o papel dos mastocitos, histamina e serotonina
na resposta nociceptiva causada pelo veneno e constataram que o veneno possui habilidade
de estimular os mastdcitos por mecanismos dependentes das metaloproteinases.
Bradicinina, histamina e serotonina sdo mediadores na hiperalgesia e a resposta nociceptiva
ao veneno foi alterada e bloqueada por um antagonista de receptor B2, pelos antagonistas
de receptores 5HT1, 5HT2 e 5HT7 (metisergida) e também pelo antagonista H1
(meclizina). Por outro lado, o antagonista de receptor B1 ndo modificou a resposta

hiperalgésica ao veneno de B. jararaca (Chacur e cols., 2002).
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O corno dorsal espinhal é a localizagdo da primeira sinapse na via da dor, sendo
assim, a chave da regulacdo da transmiss@o da nocicepc¢éo (Heinricher e cols. 2009). A via
supraespinal (ou via descendente) do controle da nocicepcdo se origina em muitas regioes
cerebrais, tais como substancia periarquedutal cinzenta (PAG), nlcleos medianos da rafe e
medula ventromedial rostral (RVM) e possuem papel critico na determinacdo da dor
cronica e aguda (Heinricher e cols.,, 2009). O sistema PAG-RVM, importante no
comportamento e nos aspectos teraupéuticos da dor, é alvo de alguns agentes analgésicos
como agentes opioides, inibidores de ciclooxigenase e canabindides (Hohmann e cols.,
2005; Leith e cols., 2007).

Embora exista tratamento contra casos graves de acidentes ofidicos, a soroterapia
ndo é eficaz na reversdo de sintomas locais tais como, desenvolvimento de lesGes
hemorrégicas, aumento da permeabilidade vascular (edema), dor e mionecrose (Battelino e
cols., 2003).

Produtos naturais obtidos de plantas e animais sdo fontes importantes na
neutralizacdo das substancias do veneno de Bothrops (Martz, 1992). A validacéo
experimental desse uso pode facilitar e contribuir para a eficdcia e seguranca no
desenvolvimento de agentes fitoterapicos (Elisabetsky, 1991).

Apesar da atividade anti-ofidica ndo ter sido objetivo inicial do projeto tematico
Biota/Fapesp, 0 banco de informacdes farmacologicos e fitoquimicos disponiveis a partir
deste projeto, instigou-nos a desafiar alguns desses extratos e fracdes frente a agdo
hemorragica do veneno de B. jararaca.

Dados obtidos no subprojeto Biota/Fapesp n° 0604944-0 demonstratam que o0s
extratos metandlicos de Mouriri pusa, Byrsonima crassa, Davilla elliptica e Rhamnidium
elaeocarpum apresentaram capacidade de neutralizacédo total da hemorragia induzida pelo

veneno de Bothrops jararaca. Estudos fitoquimicos prévios desses extratos demonstram
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que essas espécies vegetais sdao predominantemente ricas em flavonoides e taninos, duas
classes de compostos fendlicos muito freqiientes em plantas medicinais (Sannomiya e cols.,
2004; Calvo e cols., 2002; Andreo e cols., 2006; Sommerfeld e cols., 2006).

J& existem relatos para o taninos de suas propriedades anti-tumoral, anti-viral e
inibidora da enzimas que degradam o tecido conjuntivo (Hatano e cols., 1999; Yang e cols.,
2000; Isenburg e cols., 2004) e existem relatos do efeito neutralizador de hemorragia no
envenenamento ofidico (Borges e cols.,, 2005). Os flavondides possuem Vvarias
caracteristicas importantes mas duas delas se destacaram: a possibilidade de quelar metais
de transicdo (diminuindo assim a atividade enzimatica das metaloproteinases hemorréagicas
dependentes de Zn) e a capacidade de inibir uma série de enzimas que participam do
processo inflamatdrio (Kwon e cols., 2005).

O flavonoide antocianina tem sido associado com a estabilidade do colageno,
protegendo a matriz extracelular durante o processo inflamatério contra a degradacéo
(Teixeira, 2002). O flavondide quercetina ¢é efetivo inibidor da liberacdo de histamina
induzida por varios agentes, também inibe a producdo de Oxido nitrico e expressao de
INOS, aléem de promover down-regulation de COX-2 em macréfagos (Middleton e
Drzewiecki 1984).

Em vista das propriedades farmacoldgicas de compostos fenolicos, como
flavondides e taninos, no processo inflamatorio e nociceptivo e a sua interacdo com
substancias envolvidas na hemorragia e degradacao de tecido conjuntivo no envenenamento
de B. jararaca, este trabalho propds a estudar os possiveis efeitos anti-inflamatérios dos
extratos e fracOes enriquecidas de flavondides e taninos do subprojeto Biota/Fapesp n°
0604944-0 e avaliar o mecanismo de acdo envolvidos no efeito anti-hemorragico contra o

veneno de B. jararaca.
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I11. OBJETIVO
Avaliar o potencial efeito anti-inflamatério dos extratos e fracbes das especies
vegetais que possuem capacidade de neutralizacdo total contra a hemorragia causada pelo
veneno de B. jararaca e investigar o possivel efeito dessas espécies vegetais e suas
respectivas fragcbes na atividade das metaloproteinases da matriz extracelular (MMPSs)

ativadas no tecido em consequéncia do envenenamento de B. jararaca.

IV. MATERIAL E METODOS

IV.1. Plantas utilizadas

As plantas alvo desse estudo foram aquelas pré-selecionadas a partir de uma triagem
realizada no subprojeto Biota/Fapesp n® 0604944-0. Nesta triagem, foram selecionadas os
seguintes extratos capazes de neutralizar totalmente a hemorragia induzida por B. jararaca:
extratos metandlicos de Mouriri pusa (folhas), Byrsonima crassa (folhas), Rhamnidium
elaeocarpum (cascas) e Davilla elliptica (folhas). Esses extratos foram fracionados (fracdo
enriquecida de taninos e/ou flavondides) para o estudo da atividade especifica de cada
classe de substancias quimicas. Esta etapa de fracionamento foi realizada no laboratorio de
Fitoquimica do Instituto de Quimica Unesp-Araraquara sob orientacdo do Prof. Dr. Wagner
Vilegas.
IV.2. Animais

Foram utilizados camundongos Swiss machos e ratos Wistar machos provenientes
do Biotério Central, UNESP-Botucatu. Durante o estudo, os animais foram mantidos no
Biotério setorial do departamento de Fisiologia até a experimentacdo e durante sua
permanéncia 0os animais receberam racdo e agua ad libidum, em ciclo claro e escuro e

circulacdo de ar na temperatura de 20 a 23 °C. Os protocolos experimentais foram
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previamente submetidos e aprovados pelo Comité de Etica e Experimentacio Animal do
Instituto de Biociéncias, Unesp Botucatu.
IV. 3. Veneno

O veneno liofilizado de B. jararaca fornecido pelo Instituto Butantan, Sdo Paulo,
Brasil foi mantido em freezer a temperatura de -80°C até a sua utilizacéo.
IV. 4. Dosagem de proteinas presentes no veneno e na derme

A concentracdo de proteinas no veneno de Bothrops jararaca foi determinada pelo
método colorimétrico de Bradford (1976), usando como soro a albumina bovina. A
quantidade de veneno foi expressa pelo seu contetdo protéico (mg). Para a realizacdo da
técnica de zimografia, a quantidade de proteinas presentes na derme dos camundongos foi
quantificada pela mesma metodologia.
IV.5. Edema

Inducéo de edema de pata pela carragenina

Com a finalidade de avaliar possivel atividade anti-edematogénica desses extratos e
fracbes foi utilizado o meétodo de inducdo de edema de pata em ratos Wistar pela
carragenina (Levy, 1969; Henrigues e cols., 1987). Os animais (n=8) foram divididos em
grupos: salina, Piroxicam 30 mg/Kg (p.o) e a substancia teste (extratos ou fragdes). Os
tratamentos (substancia teste ou veiculo) foram administrados pela via oral (1:30h) ou pela
via intraperitoneal (1 h) antes da indu¢@o do edema pela injecdo subcutinea de 100 pl/pata
de carragenina (1%) na regido subplantar da pata posterior direita e 100 pl/ pata de salina
estéril na pata esquerda. Nos tempos determinados (1, 2, 3 e 4 hora apds o tratamento com
0 agente flogistico) fez- se a medicdo de ambas as patas em pletismdmetro (Ugo Basile) e o
resultado foi expresso pela diferenca de volume deslocado (ml) entre as patas submetidas a

administracdo de carragenina e salina.
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IV.6. Nocicepcao

Teste da formalina (Hunskaar e Hole, 1987 com modificages).

O modelo mais especifico de caracterizacdo da dor aguda é o teste de formalina.
Este modelo possibilita a distingdo de duas respostas a dor: 1) Fase inicial: inicia-se logo
ap6s a administracdo da formalina e desaparece aps aproximadamente 5 minutos. E uma
fase indicativa de dor neurogénica (mecanismo central), que sofre acdo principalmente de
drogas narcéticas (opidides). 2) Fase tardia: inicia-se entre 15-30min apés administracéo de
formalina e permanece até cerca de 60min depois da administracdo do agente flogistico.
Esta fase é indicativa de dor inflamatoria, e sofre acdo de drogas perifericas como as AINEs
e narcoticas. Neste modelo foi utilizada uma camara de observacgdo, que consiste em um
cilindro de vidro com 20cm de didmetro. Cada animal foi previamente colocado na camara
por 30 minutos antes do tratamento para permitir aclimatagdo com o novo ambiente. Os
camundongos foram pré-tratados com salina (NaCl a 0,9%) p.o., piroxicam (30 mg/kg,
p.0.) e 0s extratos na dose intermerdiaria de 250 mg/kg (p.0). Ap6s uma hora dos
tratamentos, foi entdo administrada 20 pl de solucdo de formalina 2,5% em tampao fosfato
(PBS), administrada via intraplantar na pata traseira direita. Logo ap6s a injecdo de
formalina, os animais foram observados individualmente na cAmara durante 30 minutos. A
quantidade de tempo que o animal lambeu sua pata foi registrado e considerado como
indicativo de dor.

Participacdo do oOxido nitrico na anti-nocicep¢ao (Santos e cols., 1999 e Santos e

cols., 2005 com modificacdes):

Em funcdo do importante papel do 6xido nitrico na dor e inflamacédo, avaliou-se a
possivel participacdo do O6xido nitrico na anti-nocicepcdo dos extratos e fracdes.

Camundongos foram pré-tratados com Il-arginina (substrato da sintese de NO) na dose de
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500 mg/kg (i.p) 30 minutos antes dos tratamentos orais descrito anteriormente. Como um
parametro do controle da reverséo da anti-nocicepc¢do da substéncia isolada, utilizou-se L-
NAME (inibidor da sintese de NO) 65 mg/kg, administrados via intraperitoneal 30 minutos

apos a injecdo de l-arginina.

Participacdo do sistema serotonérgico na anti-nocicepg¢do (Santos e cols.,

1999 e Santos e cols., 2005 com modificagdes):

Para avaliar a participagdo do sistema serotonérgico na atividade anti-nociceptiva
dos extratos, camundongos foram pré-tratados com PCPA (inibidor da sintese de
serotonina) na dose de 100 mg/kg, administrados via intraperitoneal, durante 4 dias
consecutivos antes da realizagdo do teste da formalina descrito anteriormente. Para
investigar a participacdo dos receptores serotonérgicos mais especificos, os animais foram
pré-tratados pela via intraperitoneal com WAY 100635 — 0,1 mg/kg (antagonista 5-HT1,) -
0,1 mg/kg, cetanserina - 1 mg/kg (antagonista 5-HT.a) , ondansetron - 0,5 mg/kg
(antagonista 5-HT3a) 30 minutos antes do tratamento oral do experimento da formalina

como descrito anteriormente.

Participacdo do sistema opidide na anti-nocicepc¢ado (Santos e cols., 1999 e

Santos e cols., 2005 com modificagdes):

Para avaliar a possibilidade da participacdo do sistema opidide no efeito anti-
nociceptivo dos extratos, camundongos foram pré-tratados pela via intraperitoneal com
veiculo (salina) ou naloxona (um antagonista ndo-seletivo de receptor opidide) na dose de 1
mg/kg e 30 minutos depois 0s animais receberam o extrato (p.o), morfina (5 mg/kg, s.c) ou

salina (10 ml/kg, p.o).
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IVV.7. Hemorragia, Necrose e Metaloproteinases de Matriz
Os ensaios de inducdo de dermonecrose pelo veneno de Bothrops jararaca e a
quantificacdo das MMPs extraidas das dermes foram baseados no método descrito por
Saravia-Otten e cols. (2004), com modificagdes.

Para a avaliacdo do efeito dos extratos e fragdes das espécies vegetais na atividade
das metaloproteinases enddgenas da derme, os camundongos foram divididos em 9 grupos
que receberam injecdo intradérmica de:

- PBS (0,1 ml por animal)

- veneno (35 pg/animal em 0,1 ml de PBS)

- veneno + extrato (35 pg de veneno incubados com 700 pg de extrato em 0,1 ml de
PBS/animal)

- veneno + fracdo enriquecida de taninos (35 pg de veneno incubados com 700 pg
de fracdo enriquecida de taninos em 0,1 ml de PBS/animal)

- veneno + fracdo enriquecida de flavonoides (35 pg de veneno incubados com 700
Mg de fracdo enriquecida de flavonoides em 0,1 ml de PBS/animal)

- 700 pg de fracao enriquecida de taninos em 0,1 ml de PBS/animal

- 700 pg de fracao enriquecida de flavonoides em 0,1 ml de PBS/animal

- 700 pg de extrato em 0,1 ml de PBS/animal

- 700 pg de extrato em 0,5 ml de PBS/animal, 1 hora apds a injecdo de 35 g de
veneno em 0,5 ml/animal

Apos 3 dias, os animais foram sacrificados e suas dermes coletadas. Foi feito um
““pool” dos respectivos animais de cada grupo retirando-se uma aliquota de 25 pg de
proteina de derme de cada animal e desse pool foram retirados 25 pg de proteina de derme

para a aplicacdo no gel.
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Proteinas extraidas da derme (25 ug por linha) foram submetidas a eletroforese sob
condicdes ndo redutoras (100V a 4°C) em gel de poliacrilamida a 8% contendo 0,1% de
gelatina (colageno desnaturado). Apds a eletroforese, os geis foram lavados em Triton X-
100 a 2,5% por duas vezes durante 15 minutos e, em seguida, em tampao Tris-HCI 50Mm
pH 8,4 por duas vezes durante 5 minutos. Posteriormente, os géis foram incubados por 16
horas, ““over night”", a 37°C no mesmo tamp&o contendo 5 Mm de CaCl,e 1 uM de ZnCl,.
Apos a incubacdo, os géis foram corados com Coomassie Brilliant Blue & 0,25%. Areas de
protedlise foram evidenciadas como bandas claras contra um fundo azul escuro.

As bandas obtidas na zimografia foram digitalizadas, convertidas em bandas escuras
sobre um fundo claro e analisadas por densitometria. A atividade gelatinolitica das bandas
das MMPs das dermes dos animais submetidos aos tratamentos com veneno, extrato,
fraces e veneno + extrato/ou fragdes foi analisada obtendo-se a densidade Optica integrada
(10D) das bandas utilizando-se Image Master VDS versdo 3.0 acoplado ao aparelho Image
Master VDS (Pharmacia Biotech). Os valores foram expressos em unidade de aumento do
IOD dos grupos tratados com veneno e/ou extratos e fracdes em relacdo ao 10D do grupo

tratado apenas com PBS.
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V.8 Quantificacdo de Citocinas in vitro
O ensaio imunoldgico in vitro para a determinacdo de NO e TNF-o seguiu a
metodologia de Carli e cols., (2009).
Macréfagos peritoneais
Camundongos foram previamente estimulados através da inoculagdo intraperitoneal de
3 ml de solucdo de tioglicolato de sodio a 3 % (Difco, Brasil), trés dias antes da coleta de
células. Apds esse periodo, os animais foram mortos em camara de CO, . A coleta do
exsudato peritoneal foi realizada em fluxo laminar classe 100 (Veco, Brasil). O liquido
peritoneal foi coletado com tampdo fosfato PBS pH 7,2, transferido para tubo estéril
(Corning Inc.) para lavagem das celulas, centrifugando-se 3 vezes a 200xg durante 5
minutos em centrifuga (Fanem, Brasil), a temperatura ambiente. Foi descartado o
sobrenadante e as células sedimentadas foram ressuspendidas em meio de cultura RPMI-
1640-C (Sigma, U.S.A) suplementado com 5 % de soro fetal bovino, 100 pl de
estreptomicina, 100 pl de penicilina e 2 mM de I-glutamina e assim designado como meio
completo de RPMI-1640-C. O numero de células viaeis foi determinado pela contagem em
camara hemocitométrica de Neubauer (Boeco, Alemanha), sendo ajustado a concentragdo
desejada para cada ensaio em meio RPMI-1640-C.
Avaliacdo da viabilidade celular
Para o teste de viabilidade celular foi utilizado o método baseado na capacidade das
células viaveis em clivar o anel tetrazélico presente no MTT 3-(4,5-dimetiltiazol-2il-2,5-
difenil-tetrazolium bromide), pela acdo de enzimas desidrogenases presentes na
mitocéndria ativa formando os cristais de formazana (Mosmann e cols., 1983).
As células foram ressuspendidas em RPMI-1640 contendo 5% de soro bovino fetal,

100 Ul/ml de penicilina, 100 Ul/ml de estreptomicina e 50 Mm de 1-mercaptoetanol
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ajustando para a concentracdo de 5x106 células/ml. Foi adicionada 100 ul de suspensdo e
100 ul de extrato em cada poco da placa onde os macréfagos peritoneais foram pré-
incubados por 24 horas. Além dos testes da viabilidade celular com o extrato, foram
realizadas a avaliacdo da viabilidade das células somente no meio de cultura RPMI-1640-C,
no meio de cutura juntamente com 100 ul LPS (10 pg/ml) e o extrato juntamente com
100 pl de LPS (10 pg/ml) . Apobs a incubacdo das células nos meios de cultura com 0s
respectivos tratamentos, o sobrenadante foi descartado e as células aderentes lavadas com
PBS e depois foi adicionado 100 ul de MTT (0,5 mg/ml) e entdo incubada com 5 % de
CO; por 3 horas a 37°C, Apo0s essa incubacdo, os sobrenadantes foram descartados e as
células aderentes tratadas com 100 pl de isopropanol (Mallinckkrodt) para solubilizar os
cristais de formazana formados. A leitura da densidade Optica foi determinada em
espectrofotometro UV/visivel no comprimento de onda de 540 nm, com filtro de referéncia
de 620 nm. A partir dos resultados obtidos com viabilidade celular acima de 50% foram
escolhidas as concentracdes do extrato a serem utilizadas nos ensaios imunologicos,
assegurando desta forma a eficacia dos testes.

Inibicédo da producéo de NO:

O 6xido nitrico, quantificado pelo acimulo de nitrito em meio de cultura, foi medido
pelo espectrofotometro utilizando o reagente de Griess (1% sulfanilamida, 0.1%
nafitiletilenediamina e 3% H,PO,). As células da cavidade peritoneal dos camundongos
foram ressuspendidas em RPMI-1640 e ajustadas para 5x10° celulas/ml. Um volume de
100 ul de suspensdo foram colocadas nos pocinhos de uma microplaca de 96 pocos e
misturadas com 100 pl de extrato juntamente com LPS (10 pg/ml). Em outras cavidades
foram colocadas 200 pul de meio RPMI-1640-C juntamente com a suspensdo celular

(controle negativo). A placa foi entdo incubada por 24 horas a 37°C, a 5% CO;, O LPS foi
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usado como controle positivo. Apos a incubagéo, foram retiradas aliquotas de 50 ul de cada
amostra que foram transferidos para outra placa, onde foi adicionado 50 uL do reagente de

Griess (1% sulfanilamida, 0.1% nafitiletilenediamina e 3% H,PO,). Essa placa foi

novamente incubada a temperatura ambiente por 10 minutos, e absorvancia foi medida a
540 nm no leitor de microplaca Elisa Multiskan Ascent Labsystems. Amostras em triplicata
foram avaliadas em 4 experimentos e registradas como pmols NO / 5x10° células + S.D.,
medidas através da curva padrdo obtida previamente com concentracbes molares

conhecidas de nitrito de sédio em meio RPMI-1640 (Green e cols., 1982).

Obtencdo dos sobrenadantes de macrofagos intraperitoneais utilizados para
determinacéo da inibicdo da producéo de TNF-a :

Os sobrenadantes das culturas de macrofagos foram utilizados na determinacao da
inibicdo da producdo de TNF-a. As células peritoneais foram ajustadas a concentracao de
5.10° células/ml em meio RPMI-1640-C e distribuidas em placas de cultura de tecidos de
24 cavidades (Corning, Inc.). A cada cavidade foi adicionado 1 ml da suspenséo celular e as
placas foram incubadas por 60 minutos, a 37°C, a 7,5 % CO, Apoés esta incubagdo, as

células ndo aderentes foram retiradas por lavagem com o meio de cultura RPMI-1640.

Para a avaliacdo da inibicdo da producdo de TNF- a foi adicionado as células
aderentes 1 ml de extrato e 1 ml de LPS 10 pg/ml. Da mesma forma, 1 ml de LPS a 10
pg/ml + 2 ml de RPMI-1640-C foi utilizado como controle positivo e 3 ml de RPMI-1640-
C foi utilizado como controle negativo. A placa foi incubada a 37 °C, a 7,5 % CO, por 24
horas e ap0s a incubacédo, o conteldo das placas foi transferido para tubos eppendorfs que
foram, em seguida, centrifugados a 7800xg durante 10 minutos em centrifuga refrigerada

(Hettich, Alemanha) a 4 °C. Apos a centrifugacdo, os sobrenadantes das culturas foram
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coletados, aliquotados em tubos eppendorfs e armazenados em freezer a — 80°C até o

momento da determinacgdo das citocinas através do teste imunoenzimatico, ELISA.
Determinacéo da citocina TNF- o :

A citocina TNF- a foi quantificada no sobrenadante obtido das culturas de macréfagos
através do teste imunoenzimatico ELISA de captura para citocina (Pharmigen), de acordo
com as instrucOes do fabricante. As microplacas de poliestireno de 96 cavidades (Corning
Inc., NY) foram incubadas com um anticorpo de captura anti-TNF- o de camundongo, na
concentracdo de 4 ug/ml (100 ul por cavidade) diluido em tampdo PBS e incubado
““overnight” a temperatura ambiente. As placas foram lavadas 3 vezes com solucdo salina
tamponada com fosfato, pH 7,2 (PBS) contendo 0,05% de tween-20 (PBS-T). Apos a
lavagem, foram bloqueadas com 300 ul de BSA a 1% em PBS (PBS/BSA, com 5% de
sacarose e 0,5% de azida sodica) a temperatura ambiente por 60 minutos e lavadas trés
vezes com PBS-T. Foram adicionados a placa 100 pl da citocina padrdo ou sobrenadante
das culturas de células peritoneais de camundongos. As placas foram incubadas a
temperatura ambiente por 120 minutos e lavadas quatro vezes com PBS/T. Em seguida,
foram adicionados 100 pl/cavidade de anticorpo monoclonal anti-TNF- o de camundongo
marcado com biotina na concentracdo de 400 ng/ml em diluente de reagente (1% BSA,
0,05% de tween 20 em tampdo Tris-NaCl). As placas foram incubadas a temperatura
ambiente por 120 minutos e lavadas 3 vezes com PBS-T, sendo entdo adicionados 100 pl
do conjugado peroxidase-streptavidina diluido em PBS/BSA e incubadas novamente a
temperatura ambiente por 20 minutos. Apos esse processo, as placas foram lavadas trés
vezes com PBS-T e 100 pl do substrato (10 mM de tampéo citrato-fosfato, contendo 0,4
Mm de tetrametilbenzidina (SIGMA) e 1,2 Mm de peréxido de hidrogénio) foram

adicionados a cada cavidade. A reacgéo foi interrompida adicionando-se 50 pl de H,SO4 2N.
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A absorvancia foi lida a 450 nm em espectofotdmetro UV/visivel de microplacas e as
concentragdes das citocinas foram quantificadas utilizando uma curva padréo previamente
estabelecida com quantidades conhecidas de TNF-a. Os teste foram realizados em triplicata

e os resultados expressos em pg/ml.

IVV.9 Microscopia Intravital

Camundongos machos (18-22g) provenientes do biotério do Instituto Butantan foram
divididos em 2 grupos de 5 animais cada. Um grupo recebeu o veiculo (5 ml/kg de salina,
i.p) e o outro grupo foi tratado com o extrato/e ou fragcdo (30 mg/kg, i.p, dose baseada no
experimento de edema de pata). Transcorridos os 60 minutos do tratamento os animais
foram antestesiados com pentobarbital (Hypnol Cristalia; 50 mg/kg, i.p) e submetidos a
cirurgia para a exposi¢do do musculo cremaster. Durante o procedimento, 0s animais foram
mantidos em uma plataforma térmica de temperatura controlada (37°C). O nimero de
leucocitos rolantes (rolling) foram contados no tempo 0 (inicio) e entdo o LPS (1ug/20ul)
foram aplicados topicamente no musculo cremaster. O nimero de leucécitos na vénula foi
registrado a cada 5 minutos em um periodo de 30 minutos por meio da utilizacdo de um
microscopio intravital (Imager Al, Carl-Zeiss, Oberkochen, Alemanha) acoplado a uma

camera (AxionCam).

IV.10. Analise Estatistica

Os resultados foram expressos na forma de média + erro padrdo da meédia (e.p.m)
dos parametros obtidos. Os valores médios obtidos foram submetidos a analise de variancia
de uma via (ANOVA), seguida pelo teste a posterior de Dunnett ou de Tukey, com nivel de

significancia minimo de P < 0,05. Para comparacao entre dois grupos foi realizado o teste t.
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V. RESULTADOS
Na tabela 1 foram expressos os resultados da acdo anti-edematogénica dos extratos
metanolicos de Byrsonima crassa, Rhamnidium elaeocarpum, Davilla elliptica, Mouriri
pusa e as fracdes de taninos e flavondides de D. elliptica e fragdo de quercetinas o-O-D-
arabinapirosideo isoladas de B. crassa. Os valores indicam a diferenca entre a média do

controle negativo (salina) e a média do grupo tratado com extrato/ou fracdo em ml.
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Tabela 1: Efeito anti-edematogénico * dos EMeOH de R. elaeocarpum, B. crassa D.

elliptica e Mouriri pusa no modelo de indugéo de edema induzido pela carragenina.

diferenca entre as médias do grupo salina e o

Tratamento via de Dose N
grupo tratado com extrato/fracdo (ml)
EMeOH administragao ma/k
( ) (mg/ka) 1° hora 2° hora 3% hora 4° hora
7.81 -0.30 -0.40 -0.05 -0.48
B. crassa i.p 15.62 0.56** 1.18** 1.97** 1.30**
31.24 0.23 0.65 1.27* 1.30*
125 0.05 -0.22 0.62 0.57
p.o 250 0.45 0.10 0.69 0.73
500 -0.10 -0.40 -0.05 0.09
R.elaeocarpum
7.81 0.37 0.38 0.38 0.50
i.p 15.62 0.68* 1.23** 1.95** 0.93
31.24 0.80** 0.99** 1.16** 1.41**
125 0.08 0.50 0.21 0.18
p.o 250 0.16 0.14 0.54 0.43
500 0.05 -0.29 -0.12 0.02
D.elliptica
7.81 0.30 0.37 0.64* 0.01
i.p 15.62 0.63** 1.25** 1.73** 1.07*
31.24 0.63** 0.69** 1.12** 0.92*
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Diferenga entre as médias do grupo salinae o

Tratamento via de dose .
grupo tratado com extrato/fragéo (ml)
administracéo ma/k
(mg/ka) 1° hora 2° hora 3% hora 4° hora
EMeOH
i.p 15.62 0.38 0.47 0.37 0.16
M. pusa
Flavonoide
quercetina a-O-
D-
o . 15.62 0.18 0.61** 0.32 0.26
arabinapirosideo i.p
isolados de
MeOH de B.
crassa
x 7.81 0.17 -0.03 0.28 -0.04
Fracdo de
taninos de i.p
D.elliptica 15.62 0.24* | 084* | 090% | 0.04
Fracdo de
flavondides de i.p 15.62 0.06 0.45 0.39 0.23
D.elliptica
. . 1%
Carragenina i.p -0.06 -0.16 0.04 0.23
(Aml/kg)

# Acdo anti-edematogénica do grupo em relacéo ao seu respectivo grupo controle negativo.
Os valores expressam a diferenca do volume da pata entre a média do grupo controle
positivo (salina) e a média do grupo tratado (em ml). Teste Dunnett * p < 0,05, ** p < 0,01.
Os graficos com seus dados brutos, estatistica e evolucdo temporal foram anexados no final
deste relatdrio (anexo 1).
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As doses dos extratos e fragdes utilizadas foram baseadas na dose maxima de 500
mg/kg, e doses sucessivamente menores foram utilizadas até a auséncia do efeito ou seja:
500, 250, 125, 62,5 ; 31,25; 15,62 e 7,81 mg/kg. Optou-se também por utilizar doses
menores para a via intraperitoneal e doses maiores para a via oral em decorréncia das
barreiras a serem transportadas pelo extrato/fracdo até o alvo. No entanto, ndo se realizou
nenhum teste com a dose de 62,5 mg/kg pois ja foram observadas atividades a partir da

dose de 15,62 mg/kg, i.p.

V. 1 Byrsonima crassa

O potencial anti-nociceptivo do extrato metanolico das folhas de Byrsonima crassa
foi avaliado na dose de 250 mg/kg 1 hora antes da injegdo de formalina. N&o foi observado
efeito anti-nociceptivo para ambas as fases (neurogénica e inflamatoria), como mostra na

tabela 2.

Tabela 2: Avaliacdo da acdo anti-nociceptiva do extrato metandlico das folhas de

Byrsonima crassa no modelo de formalina.

Tratamentos (p.o) Fase Neurogénica (s) Fase inflamatdria (s)
Salina 103 £11.05 262.67 + 50.04
Piroxicam 30 mg/ kg 93 +11.99 105.88 + 19.48* (60%)"
B. crassa 250 mg/kg 96.60 + 8.47 295 +53.28

ANOVA F.18) = 0,23 para fase neurogénica e Fp.1g) = 7,26 para a fase inflamatoria. Teste
de Dunnett *p<0,05. Os resultados foram expressos por média * erro padrdo (n=5-8). #
porcentagem de inibi¢do da nocicep¢do com relacdo ao grupo salina.

Em contrapartida, foi observada uma diferenca significativa do edema de pata
através da injecdo intraperitoneal do extrato metandlico das folhas de Byrsonima crassa em

todas as horas na dose de 15,62 mg/kg e apenas na terceira e quarta hora na dose de 31,24
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mg/kg do extrato apds a administracdo de carragenina. No entanto, 0 processo
edematogénico ndo foi revertido em nenhuma das horas na menor dose utilizada (tabela 1 e
graficos de 1 e 2 do anexo 1). O edema também foi avaliado 20 horas ap6s a inducéo, onde

foi observado a perda de efeito do extrato (dados ndo apresentados).

J& a fracdo de quercetina 3-O-a-D arabinopiranosideo isolada de B. crassa exibiu
atividade anti-edematogéncia apenas na segunda hora do teste da carragenina (tabela 1 e

grafico 12 do anexo 1).

V.2 Mouriri pusa

O extrato metandlico de Mouriri pusa (15,62 mg/kg, i.p) ndo apresentou atividade
anti-edematogénica em nenhum dos tempos de observacdo apds o edema de pata pela
carragenina (tabela 1 e grafico 13 do anexo 1). Porém, apresentou atividade anti-
nociceptiva significativa na dose de 500 mg/kg, tanto na dor neurogénica (25%) como na

fase inflamatoria (46%) (tabela 3).

Tabela 3: Avaliacdo da acdo anti-nociceptiva do extrato metanodlico das folhas de

Mouriri pusa no modelo da formalina.

Tratamentos (p.o) Fase Neurogénica (s) Fase inflamatdria (S)
Salina 119.00 + 4,53 291.60 + 40.71
Piroxicam 30 mg/ kg - 183.31 + 30.33* (37%)"
*Morfina 10 mg/kg 1.30 + 0.61** (98%)# 0
Mouriri pusa 500 mg/kg 89.15 + 7.72** (25%)# 157.46 + 22.64*(46%)#

ANOVA F26 = 62,284 para a fase neurogénica F(36 = 4,466 para a fase inflamatoria
(n=6-13). Teste de Dunnett *p<0,05 e **p<0,01. Os valores representam média =+ erro
padrdo. # porcentagem de inibicdo da nocicepcdo em relacdo ao grupo salina. #
porcentagem de inibicdo da nocicepcdo com relagdo ao grupo salina. * A morfina foi
administrada pela via subcutéanea.
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V.3 Rhamnidium elaeocarpum

O extrato metandlico das cascas de Rhamnidium elaeocarpum apresentou atividade
anti-nociceptiva na fase inflamatdria no teste da formalina através da administrac&o via oral
do extrato na dose intermediaria de 250 mg/kg, 1 hora antes da inje¢do de formalina na pata

direita. N&o foi observada a mesma atividade na fase neurogénica (tabela 4):

Tabela 4: Avaliacdo da acdo anti-nociceptiva do extrato metandlico das cascas de

Rhamnidium elaeocarpum no modelo da formalina.

Tratamentos (p.0) Fase Neurogénica (s) Fase inflamatéria (s)
Salina 98.15 £ 7.06 275.31 £ 27.24
Piroxicam 30 mg/kg 93+11.21 103.25 + 14.50* (62.28)"
Rhamnidium elaeocarpum 141.83 + 34.87 197.33 + 36.60
125 mg/kg
ggg'“r”n%i/ﬁf;m elaecarpum 85 + 11.48 120.83 + 27.87* (53.99%)"

ANOVA F19) = 0.57 para a fase neurogénica F 19y = 6.80 para a fase inflamatdria. Teste
Dunnett. *p<0,05. ** p <0,01. Os valores representam média + erro padréo. # porcentagem
de inibicdo da nocicepcéo em relagdo ao grupo salina (n=6-13).

Adicionalmente foi avaliado se existe uma relagdo dose — resposta para 0 EMeOH
de R. elaeocarpum (125; 150; 250; 500 mg/kg, p.o) para a acdo atividade anti-nociceptiva

observado na tabela 4. No entanto, observou-se que apenas a dose de 250 mg/kg apresenta

atividade anti-nociceptiva (grafico 1 ae 1 b).
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Grafico 1: Avaliacdo da acdo anti-nociceptiva do extrato metandlico das cascas de

Rhamnidium elaeocarpum (Re) no teste da formalina.
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ANOVA F,34 = 1,80 seguido de Teste Dunnett. ns: ndo significativo (p > 0.05). Os valores
representam meédia + erro padrdo. (n=6-12).

Fase inflamatoria (b)
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ANOVA F34 = 5,73 seguido de Teste Dunnett. ** p <0,01, ns: ndo significativo (p >
0.05). Os valores representam média + erro padrédo (n=6-12).

Para investigar o possivel papel do 6xido nitrico (NO) no mecanismo de agdo anti-
nociceptiva desse extrato, foi utilizado a I-arginina (um substrato para sintese de NO) a fim
de verificar possivel de reversdo da acdo anti-nociceptiva do extrato através dessa droga.

Para isso, foi realizado um pré-tratamento dos animais com I-arginina 30 minutos antes da
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administracdo oral do extrato de Rhamnidium elaeocarpum. L-NAME (inibidor da NO

sintase) foi utilizado como controle.

Como de mostra o gréfico 2, ndo houve significativa reversdo do efeito anti-
nociceptivo do extrato de R.elaeocarpum através do pré-tratamento com l-arginina. Mas foi
possivel observar uma reducdo da acdo anti-nociceptiva do extrato de 71,81 % para 43,72%
através do pré-tratamento com l-arginina. Os dados obtidos in vitro com os macréfagos
corroboram com esse resultado quando mostra que o extrato metandélico de R. elaeocarpum
inibiu a producéo de 6xido nitrico em 59,66 % e 91,24% nas concentragdes do extrato de 1

mg/ml e 2 mg/ml, respectivamente (tabela 5).
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Grafico 2: Avaliacao da participacdo do 6xido nitrico na atividade anti-nociceptiva do
extrato metandlico das cascas de Rhamnidium elaeocarpum (Re 250 mg/kg) no modelo

da formalina.
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Tratamentos: salina, I-name 65 mg/kg i.p, R. elaeocarpum 250 mg/kg p.o. F14) = 8,48
Pré-tratamento: l-arginina 500 mg/kg i.p. F 213y = 7,15. Teste Dunnett *p<0,05. ** p
<0,01, ns: ndo significativo. As barras representam os valores de média + erro padréo da
média. As porcentagens indicam a acdo anti-nociceptiva em relagdo aos seus respectivos
grupos controles. (n=5-6).
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Tabela 5: Efeito do extrato metanolico das cascas de Rhamnidium elaeocarpum na

inibicdo de NO e TNF-a produzidos pelos macrofagos peritoneais.

Tratamento Inibicao Inibicao Viabilidade
(mg/mL) NO TNF-a (%0)
(%) (%)
LPS 81.11+241
Controle negativo 100
1 59,66 + 4,68* 0 71,70 £5,75
2 91,24 £ 6,16* 48,86 + 8,98* 57,41 £ 3,78

Macréfagos (5 x 10°celulas/mL) foram incubados por 24 h com extrato de Rhamnidium
elaeocarpum + LPS (10 pg/mL). Os valores representaram a porcentagem de inibicdo de
NO e TNF-a quando comparada com o controle positivo (células + LPS). * p<0.001 quando
comparada com o controle positivo (LPS). Controle negativo corresponde a 100% da
viabilidade do seu contetido somente em RPMI-1640. Cada valor representa media + desvio
padrédo para pelo menos 4 experimentos independentes feitos em triplicata.

O extrato metandlico de R. elaeocarpum na concentragdo de 2 mg/ml foi capaz de
inibir em 48,86 % a producdo de TNF-a em macrdfagos (tabela 5). Outros mecanismos de
acdo estdo envolvidos na atividade anti-nociceptiva e anti-inflamatéria dessa espécie. Foi
verificada a reversao completa do efeito anti-nociceptivo de R. elaeocarpum através de uma

série de antagonistas serotonérgicos e opidides (graficos 3,4, 5,6 e 7).

O grafico 3 mostra a reversdo completa do efeito anti-nociceptivo do extrato frente
ao pré-tratamento durante 4 dias com o PCPA, um inibidor da triptofano hidroxilase,
interferindo assim, na sintese e quantidade de serotonina liberada pelo neurdnio pre-

sinaptico.
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Grafico 3: Avaliagdo da participacdo do sistema serotonérgico na atividade anti-
nociceptiva do extrato metandlico das cascas de Rhamnidium elaeocarpum (Re 250

mg/kg) no modelo de formalina.
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Pre-tratamento salina: Salina em relacdo ao extrato p** = 0,04 considerado significante
(teste t) t= 2,47. Pré-tratamento PCPA: Salina em relacdo ao extrato ndo significante (ns).
p = 0,53 considerado ndo significante (ns) (testet) t= 0,65 (n=5-7)

O receptor 5-HT14 também estd envolvido com o mecanismo anti-nociceptivo do
extrato metandlico de R. elaeocarpum (grafico 4). O pré-tratamento com o antagonista

especifico de 5-HT;o  WAY 100635 foi capaz de reverter o efeito anti-nociceptivo do

extrato.
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Grafico 4: Avaliacdo da participacdo do receptor serotonérgico 5-HT;a na atividade

anti-nociceptiva do extrato metanolico das cascas de Rhamnidium elaeocarpum (Re

250 mg/kg) no modelo de formalina.
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Pre-tratamento salina: Salina em relagdo ao extrato ** p = 0,03 considerado significante
(teste t) t= 2,99. Pré-tratamento WAY 100635 (0,1 mg/kg, i.p): Salina em relacdo ao extrato
ndo significante. ns p = 0,5937 considerado ndo significante (teste t) t= 0,55 (n=7-10)

O pré-tratamento com antagonista serotonérgico especifico 5HT,a, cetanserina (1

mg/kg, i.p) também reverteu completamente o efeito anti-nociceptivo do extrato (grafico

).
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Grafico 5: Avaliacdo da participacdo do receptor serotonérgico 5-HT,a na atividade

anti-nociceptiva do extrato metandlico das cascas de Rhamnidium elaeocarpum (Re

250 mg/kg) no modelo de formalina.
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Pre-tratamento salina: Salina em relacdo ao extrato ** p = 0,0004 considerado
extremamente significante (teste t) t= 4,770 . Pré-tratamento cetanserina (1 mg/kg, i.p) :
Salina em relacdo ao extrato: ns p = 0,600 considerado ndo significante (teste t) t= 0,554

(n=5-9)

Houve completa reversdo do efeito anti-nociceptivo do extrato frente ao pré-

tratamento de ondansetron, um antagonista serotonérgico especifico do receptor 5-HT3a

(grafico 6).
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Grafico 6: Avaliacdo da participacdo do receptor serotonérgico 5-HT3a na atividade
anti-nociceptiva do extrato metandlico das cascas de Rhamnidium elaeocarpum (Re

250 mg/kg) no modelo de formalina em camundongos.

Fase inflamatoria

W salina
B Re 250 mg/kg

segundos

salina ondansetron

Pré-tratamento salina : Salina em relacédo ao extrato p = 0,0001 considerado extremamente
significante (teste t) t= 9,130. Pré-tratamento ondansetron (0,5 mg/kg, i.p): Salina em
relacdo ao extrato ndo significante. ns p = 0,563 considerado ndo significante (teste t) t=
0,6 (n=5-8)

O grafico 7 mostra que o sistema opidide também esta envolvido no mecanismos de

acdo de R. elaeocarpum. O efeito anti-nociceptivo do extrato foi revertido pelo pré-

tratamento com naloxona (um antagonista ndo-seletivo de receptor opidide).
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Grafico 7: Participacdo do sistema opidide na atividade anti-nociceptiva do extrato
metanolico das cascas de Rhamnidium elaeocarpum (Re 250 mg/kg) no modelo de

formalina.
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M salina
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B Re 250 mg/kg
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Tratamentos: salina, morfina mg/kg i.p, R .elaeocarpum 250 mg/kg p.o. F(2,14) = 34,90
Pre-tratamentos com naloxona 1 mg/kg i.p. F (2,12) = 2,33. Teste Dunnett ** p <0,01. As
barras representam os valores de média em segundos + erro padrdo da média. (n=5-6).

Né&o foi observado efeito anti-edematogénico no modelo da carragenina, através da
administracao oral do extrato de Rhamnidium elaeocarpum nas doses de 125, 250 ou 500
mg/ kg (tabela 1; grafico 3 do anexo 1). Ja a administracdo intraperitoneal do mesmo
extrato promoveu efeito anti-edematogénico na dose de 15,62 mg/kg durante as 3 primeiras
horas de observacéo (tabela 1; grafico 4 do anexo 1). Enquanto que a dose de 31,24 mg/kg
de Rhamnidium elaeocarpum pela mesma via, exibiu efeito anti-edematogénico durante
todas as horas de observacdo (tabela 1; grafico 5 do anexo 1). Entretanto a menor dose do
extrato (7,91 mg/kg) ndo apresentou efeito anti-edematogénico em nenhuma das horas

observadas (tabela 1; grafico 5 do anexo 1).
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V.3 Davilla elliptica

Né&o foi observado efeito anti-edematogénico pelo tratamento oral dos animais com
o0 extrato metandlico das folhas de Davilla elliptica nas doses de 125, 250 ou 500 mg/kg no
modelo da carragenina (tabela 1; grafico 6 do anexo 1). Porém, a administracdo
intraperitoneal do mesmo extrato nas doses de 15,62 ou 31,24 mg/kg exibiu atividade anti-
edematogénica durante as 4 primeiras horas de observa¢do. J& a menor dose de 7,81 mg/kg
foi efetiva somente na 3° hora apds a injecdo do agente flogistico (tabela 1; graficos 7 e 8

do anexo 1).

A fragdo de flavonoides isoladas de D. elliptica na dose intermediaria de 15,62
mg/kg (i.p), ndo apresentou atividade anti-edematogénica. Em contrapartida, a fracdo de
taninos dessa mesma espécie apresentou atividade na mesma dose e via, durante as 3
primeiras horas apos a inducdo da inflamacdo pela carragenina (tabela 1; graficos 10 e 11

do anexo 1).

Extrato metandlico das folhas de Davilla elliptica e suas fracdes foram selecionados
dentre os 4 extratos desse projeto para a realizacdo da quantificacdo de MMP-2 e MMP-9
das dermes frente a inoculacdo de veneno pois além desse extrato ter apresentado potencial
de neutralizacdo total contra a hemorragia, ele possui perfil fitoquimico completamente
caracterizado e quantificado (predominantemente composto de taninos condensados e

flavondides glicosilados).

As figuras 1 e 2 mostram o efeito do extrato das folhas de Davilla elliptica, das
fracBes de taninos e dos flavondides sobre as MMP-2 e MMP-9, bem como a conseqiiéncia
de suas interacGes com o veneno de Bothrops jararaca. O efeito da administracdo do

extrato metanolico de D. elliptica 1 hora apds a inoculacdo do veneno também foi avaliado.
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Figura 1: Efeito do extrato metandlico das folhas de Davilla elliptica (EMeOH De)

sobre a atividade gelatinolitica da MMP-2 e da MMP-9 na derme de camundongo.

A)

— 92 kDa (Pr6-MMP-9)
— 81 kDa (MMP-9 Ativa)

— 72 kDa (Pro-MMP-2)
— 64 kDa (MMP-2 Intermediaria)
— 59 kDa (MMP-2 Ativa)

Gel de Zimografia ilustrando a atividade gelatinolitica das MMPs -2 e -9: PBS (linha 1); EMeOH

De (E) (linha 2); veneno (V) (linha 3); veneno + EMeOH De (V+E) (linha 4).
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Figura 2: Efeito das fracGes de taninos e flavonoides de Davilla elliptica sobre a
atividade gelatinolitica da MMP-2 e da MMP-9 na derme de camundongo.

A)

—92kDa (Pr6-MMP-9)
—81kDa (MMP-9 Ativa)

—72kDa (Pro-MMP-2)
— 64 kDa (MMP-2 Intermediaria)
— 59 kDa (MMP-2 Ativa)

Gel de Zimografia ilustrandoa atividade gelatinolitica das MMPs -2 e -9: Veneno 3 dias (linha 1); PBS 3 dias
(linha 2); Fracédo de flavonoides (F) 3 dias (linha 3); Fracdo de taninos (T) 3 dias (linha 4); Veneno + fracdo
de flavonoides (V+F) (linha 5); Veneno+ fracdo de taninos (V+T) (linha 6); Veneno e extrato apés 1 hora
(V+E 1h) (linha 7).
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O gréfico 8 mostra uma inibicdo de 50 % no rolamento de leucdcitos nos animais
tratados com a fracdo de taninos de D.elliptica 1 hora antes da aplicagdo tépica de LPS em
relagcdo ao controle LPS. Os animais foram observados durante 30 minutos em microscopio
intravital. A dose de 30 mg/kg da fracéo de taninos de D. elliptica foi selecionada baseada
no experimento de edema de pata induzido pela carragenina, onde essa dose foi efetiva em

reduzir o edema de pata pela carragenina.

Grafico 8: Efeito da fracdo de taninos de D. elliptica no rolamento de leucécitos em

LPS aplicado no musculo cremaster em camundongos (microscopia intravital).
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Grupo controle LPS em relagdo ao grupo tratado com fracdo de taninos durante 30 minutos
apos a aplicacdo de LPS. * p<0,05.
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V1. DISCUSSAO

O mecanismo do dano tecidual local relacionado ao envenenamento ofidico envolve
ativacdo da resposta imune celular, na qual a cascata de eventos € iniciada por macr6fagos
teciduais e mondcitos sanguineos (Voronov e cols., 1999). Envenenamento de Bothrops
jararaca € caracterizado principalmente por faléncia renal, choque, hemorragia
generalizada, edema e necrose. Os efeitos locais resultam rapidamente em severa lesdo
tecidual (Rosenfeld, 1971) devido a reacdo inflamatéria aguda com grande influxo de
leucécitos, liberacdo de citocinas, de metabdlitos nitrogenados e também de espécies
reativas de oxigénio (Petrecevich e cols., 2000; Zamuner e cols., 2001). O tratamento com
soro antiofidico é utilizado para combater os efeitos sistémicos do envenenamento, porém,
é pouco eficaz na neutralizacdo da lesdo local induzida pelo veneno (Batellino e cols.,
2003).

A inflamacdo é um processo que envolve mdultiplos fatores que agem em uma
complexa rede enzimatica sendo que o ingresso de leucdcitos no local da inflamacéo € o
evento crucial na patogénese da inflamacéo (Kasama e cols., 1995). No local inflamado, o
recrutamento celular é ativado pela liberacdo de muitos mediadores que iniciam e mantém a
resposta inflamatoria, causada pela mudanca da fase aguda para o estabelecimento da
inflamacdo crénica. Nas ultimas décadas, sintese de novas moléculas e modificacbes
estruturais de farmacos levaram ao desenvolvimento de novas drogas, principalmente as
drogas anti-inflamatorias ndo-esteroidais (AINEs) (Osadebe e Okoye, 2003). Essas drogas
foram amplamente comercializadas mas seu uso clinico tornou-se altamente controverso
devido seus multiplos efeitos adversos como lesdes gastricas, danos renais,

cardiovasculares e broncoespasmos (Tapiero e cols., 2002). Por esse motivo, a busca de
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novos agentes anti-inflamatorios de fontes naturais com ampla atividade e poucos efeitos
adversos tem sido alvo de muitos estudos (Van den Worm e cols., 2001).

Para a busca de novas drogas anti-inflamatorias, os modelos experimentais pré-
clinicos sdo instrumentos importantes para esse estudo. O modelo experimental do edema
de pata induzido pela carragenina é altamente sensivel aos AINEs e tem sido uma
importante ferramenta para avaliagio de novas drogas. Esse modelo bifasico é
caracterizado pela fase inicial (1-2 horas apds o agente flogistico) e é mediada por
histamina, serotonina e aumento da sintese de prostaglandina, enquanto que na fase tardia
(3-4 horas) é sustentada pela liberacdo de prostaglandina no tecido, sendo que essa fase é
inibida pelas DAINESs tais como piroxicam (Just e cols., 2008). A carragenina € um agente
flogistico que induz inflamacédo pela degradacéo de colageno e gelatina (Nakagawa e cols.,
1996), liberacdo de mediadores locais tais como prostaglandinas (principalmente da série
E), histamina, bradicinina, leucotrienos e serotonina que causam aumento dor e da
temperatura (Silbernagl e Lang, 2000).

Ja foi bem estabelecido que as cininas, como a bradicinina, sdo peptideos proé-
inflamatdrios que regulam uma variedade de respostas fisiologicas atraveés da estimulacédo
de 2 subtipos de receptores B1 e B2 (Calixto e cols., 2004). Histamina é responsavel pela
dor local bem como o recrutamento de leucocitos (Paula e cols., 2006). Estudos recentes
indicam que a serotonina modula a resposta inflamatdria através de sua acdo nas células do
sistema imune (Maleki e cols., 2005). Prostaglandinas (PGs) sdo metabdlitos do &cido
aracdbnico, sintetizados e liberados pela maioria das células através da atividade de
ciclooxigenase (COX), que catalisa 0 primeiro passo para a biossintese de PGs (Teather e
cols., 2002). Os niveis de COX-2 aumentam em resposta a varias formas de estimulo,

incluindo processos inflamatdrios nos diferentes tipos de tecidos (Teather e cols., 2002).
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De um modo geral os extratos avaliados apresentaram ac¢do anti-edematogénica pela
administracdo via intraperitoneal e ndo pela via oral. Porém, para assegurar que a
administracdo intraperitoneal de uma substancia estranha (no caso, 0s extratos) nao altera o
recrutamento celular para a pata, resultando em um falso-positivo, grupos de ratos foram
submetidos a inducdo de edema de pata pela administragdo subplantar de carragenina e
tratados com salina (i.p), piroxicam (30 mg/Kg, p.0) ou carragenina 1% (1ml/kg,i.p). O
grupo que recebeu carragenina na cavidade peritoneal ndo apresentou diferenca
significativa na reducdo do volume da pata, assegurando assim que uma substancia estranha
administrada na cavidade peritoneal, que poderia causar uma possivel inflamagdo, nédo
diminui o edema de pata causado pela carragenina (tabela 9 do anexo 1). Através destes
resultados, pode-se garantir que o efeito anti-edematogénico obtido através da
administracdo dos extratos pela via intraperitoneal é consequéncia de sua atividade
biologica e ndo de um possivel “desvio” de influxo de leucocitos para a cavidade
peritoneal decorrente da via de administracao do extrato.

Laupattarakasem e cols. (2006) avaliaram a atividade anti-edematogénica de
Cryptolepis buchanani, tanto pela administracdo oral do extrato, como pela administracéo
intraperitoneal, sendo que a atividade anti-inflamatoria foi somente alcangada somente pela
administracao via intraperitoneal. Neste caso, certamente a via de administracdo do extrato
interferiu na acdo anti-inflamatdria. Estudos em animais mostraram que flavondides
presentes em alimentos sdo considerados ndo absorviveis pelo trato gastrointestinal devido
a ligacdo desses compostos a agticares como [-glicosideos (com excecdo as catequinas).
Flavondides livres, sem acucares (chamados de agliconas), sdo capazes de atravessar a
barreira intestinal e exercer acdo sistémica (Hackett e cols., 1986; Di Carlo, 1999).

Considerando que todos os extratos do nosso estudo possuem em sua COMPOSicao
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flavonoides glicosilados, optou-se pela administragdo intraperitoneal para a avaliacdo do
potencial anti-edematogénico dessas espécies.

Além do modelo de carragenina, outro modelo experimental utilizado nesse trabalho
para avaliar a acdo anti-inflamatdria dos extratos foi o teste da formalina. Esse teste € uma
ferramenta util ndo sé para avaliar o potencial de uma substéncia anti-inflamatéria ou
analgésica mas também para elucidar o mecanismo de acdo de drogas (Hunskaar e Hole,
1987). Este teste € caracterizado por duas fases: a primeira, chamada de neurogénica, a dor
é resultado da estimulacdo direta das fibras sensoriais do tipo C amielinicas (relacionada
com a resposta de ““licking™") e as fibras Ao perivasculares juntamente com os receptores
H3 (relacionados com a resposta ““flinching™"). Esta fase dura 5 minutos apds a injecéo de
formalina. Na intérfase, periodo entre 5 a 15 minutos, a nocicepcdo € inibida
fisiologicamente pelas fibras descendentes (Hunskar e cols., 1985). E finalmente, a segunda
fase, chamada de inflamatoria, é caracterizada pela sensibilizacdo periférica através de
mediadores inflamatorios modulados pela medula espinhal (Le Bars e cols., 2001; Sayyah e
cols., 2004).

Drogas narcoéticas tais como morfina e codeina agem centralmente inibindo
igualmente ambas as fases do teste da formalina (Shibata e cols., 1989) enquanto que as
drogas anti-inflamatérias atuam apenas na segunda fase (Chen e cols., 1995). Uma
variedade de mediadores quimicos esta relacionada com a ativacdo periférica dos nervos
sensoriais terminais nas condi¢fes inflamatorias (Dray e cols., 1995). Mastdcitos estdo
localizados nas proximidades das terminaces nervosas sensoriais e a estimulacdo nervosa
conduz a degranulacdo de mastdcito e liberacdo de mediadores como histamina e

bradicinina (Dimitriadou e cols.,1991).
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Okuda e cols. (2001) mostraram que apos a injecdo de formalina existe um aumento
da liberagdo de nitrito e glutamato com uma pausa transiente entre as duas fases. Lam e
cols. (1996), mostraram aumento bilateral no nimero de neurdnios positivos para a NO
sintase no corno dorsal de L4-5 apos a injecdo de formalina. Oxido nitrico (NO) possui
papel importante no processamento da informacdo nociceptiva (Meller e Gebhart, 1993)
juntamente com as prostaglandinas produzidas pela via da ciclooxigenase (COX).
Prostaglandinas induzem liberacdo de glutamato na medula espinhal (Catania e cols.,
1993). Glutamato tem um papel central na nocicepcdo e 0 NO parece ser um intermediario
na neurotransmissdo medular (Tassoreli e cols., 2006). A producdo de NO é altamente
dependente de ativacdo do receptor glutamatérgico NMDA juntamente com substancia P,
que agem sinergicamente para promover excitabilidade neuronal no corno dorsal (Caruso e
cols., 2005).

Byrsonima crassa:

Esta espécie, conhecida popularmente como murici — cascudo, € usada
popularmente em forma de chas no tratamento de picada de cobra, febre, infeccbes
cuténeas e disfuncdes gastricas (Amarquaye e cols., 1994). Neste trabalho, foi utilizado o
extrato metanolico das folhas de Byrsonima crassa, que apresenta em seu perfil
cromatografico o predominio de flavonoides derivados da quercetina (quercetina 3-O-a-D
arabinopiranosideo, quercetina 3-O-B-D-galactopiranosideo), o biflavondide amentoflavona

e taninos condensados ( Sannomiya e cols., 2005).

Nossos resultados mostram que o extrato metandlico das folhas de Byrsonima
crassa na dose de 15,62 mg/kg apresentou atividade anti-edematogénica durante as 4 horas

de observacdo apos a inducédo de edema e somente durante a 3° e 4° hora de observagdo na
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maior dose. Ja na menor dose (7,81 mg/kg) ndo houve atividade (graficos 1 e 2 do anexo 1).
No dia seguinte (19 horas apds a injecdo de carragenina) os animais foram avaliados
novamente, para verificar se o efeito anti-inflamatorio persiste por longas horas. Porém, o

extrato ja havia perdido seu efeito anti-edematogénico.

A administragdo oral do extrato metandlico de Byrsonima crassa ndo exibiu
atividade anti-nociceptiva na dose de 250 mg/kg (tabela 2). Considerando que esse extrato
foi administrado pela via oral, a auséncia de atividade anti-nociceptiva do extrato de B.
crassa pode estar relacionada com a baixa absorcao intestinal dos flavondides glicosilados
e taninos condensados presentes no extrato. Taninos condensados ou proantocianidinas sao
polimeros formados por unidades elementares de flavan-3-ol e sua absorcdo através do
epitélio intestinal é limitada a taninos de baixo grau de polimerizacdo e metabdlitos
(Scalbert e cols., 2002).

No teste da formalina, foram realizados diversos experimentos pilotos com o
objetivo de padronizar a administracdo intraperitoneal desses extratos a fim de evitar os
inconvenientes da baixa absor¢do dos compostos com potencial anti-nociceptivo. No
entanto, quando esses extratos eram administrados pela via intraperitoneal houve uma
reducdo da resposta nociceptiva, mas diferente dos ratos, os camundongos realizavam
comportamento de contor¢bes abdominais, que interferiram no comportamento de lamber a
pata frente ao estimulo doloroso. Sendo assim, consideramos estes resultados observados
no piloto como falso positivo, pois provavelmente os animais diminuiam a frequéncia de

lambidas na pata durante o comportamento de contor¢do abdominal.
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Em decorréncia desse fato no sentido de se assegurar a validade e confiabilidade de
nossos resultados, optamos por utilizar somente a via oral de nossos extratos no teste da
formalina.

Rhamnidium elaeocarpum:

Rhamnidium elaeocarpum, conhecida como cabriteiro ou cabrito, é utilizada na
medicina popular como tratamento das dores de estbmago. Taninos condensados sdo 0s
compostos majoritarios do extrato metandlico das cascas de Rhamnidium elaeocarpum

(Sommerfeld, 2006).

A menor dose do extrato metanolico das cascas de R. elaeocarpum administrado
pela via intraperitoneal também n&o apresentou atividade anti-edematogénica. Ja a dose de
15,62 mg/kg (i.p) apresentou atividade anti-edematogénica durante as 3 primeiras horas
apos a injecdo de carragenina, e a dose de 31,24 mg/kg (i.p), durante as 4 horas (gréaficos 4
e 5, do anexo 1).

Nossos estudos mostram que o extrato metanolico de Rhamnidium elaeocarpum,
cujo metabdlico predominante sdo os taninos condensados, inibiu significantemente a
producdo de oxido nitrico e TNF-0 em células de macrofagos peritoneais desafiadas com
LPS (tabela 4). Oxido nitrico esta envolvido na vasodilatacio, aumento da permeabilidade
vascular, com a transmissdo de estimulos nociceptivos (Meller e Gebhart, 1993, Caruso e
cols., 2005) e TNF- a esta envolvido no processo de necrose tecidual e é considerada uma
citocina fundamental para o estabelecimento da hipernocicep¢do inflamatoria (Cunha e
cols., 1992; Laing e cols., 2003). A necrose tecidual no envenenamento botropico esta

intimamente relacionada a essa citocina. A inducdo de necrose pela metaloproteinase
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jararagina é abolida em ratos sem receptores para TNF (TNFR1, TNFR2) (Laing e cols.,
2003).

A diminuicdo da lesdo tecidual de Rhamnidium elaeocarpum frente a inoculagéo do
veneno de cobra obtida (subprojeto 0604944-0 FAPESP) pode ser atribuida ndo apenas pela
capacidade quelante das proantocianidinas na ativagdo das metaloproteinases dependentes
de zinco contidas no veneno, mas também da possivel acdo do extrato na inibicdo da
liberacdo de TNF- o em decorréncia do envenenamento botrépico. Nossos resultados in
vitro mostram que o extrato de Rhamnidium elaeocarpum na concentracdo de 2 mg/ml
inibiu significantemente em 48,86 % a liberacdo de TNF-a em macrofagos, confirmando a
hipdtese de uma acdo conjunta anti TNF- a e /ou quelante do veneno pelo extrato de R.
elaeocarpum.

O extrato metanolico de R. elaeocarpum (cascas) também foi avaliado na atividade
anti-nociceptiva frente a inducdo da nocicepcao pela formalina. A administracdo oral desse
extrato na dose de 250 mg/kg apresentou atividade anti-nociceptiva na fase inflamatéria
(tabelas 2 e 4).

Em vista do papel do éxido nitrico no processo nociceptivo e os resultados obtidos
anteriormente com o0 extrato metandlico das cascas de Rhamnidium elaeocarpum,
investigamos o envolvimento do NO na acdo do efeito anti-nociceptivo do extrato através
da administracdo de l-arginina, um substrato para a sintese de NO (grafico 2).

Nossos resultados mostram que ndo houve reversdo significativa do efeito anti-
nociceptivo de R. elaeocarpum pela l-arginina. Porém, houve reducdo de 71,81 % para
43,72 % da acdo anti-nociceptiva do extrato frente ao pré-tratamento com l-arginina

comparado com grupo que recebeu somente extrato. Assim, ndo podemos descartar
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completamente a participacdo desse mediador como mecanismo de ac¢do desse extrato, mas
sim, que o mecanismo de acdo deste ndo depende exclusivamente do NO, sugerindo a
participacdo de outras vias na génese da dor inflamatoria na anti-nocicep¢do de R.
elaeocarpum. Adicionalmente, o ensaio imunoldgico in vitro de macrdfagos peritoneais
desafiados com LPS revelou que o extrato metandlico de Rhamnidium elaeocarpum nas
doses de 1 e 2 mg/ml inibiram a liberacdo de Oxido nitrico em 59,66 % e 91,24 %,
respectivamente (tabela 5). Sendo assim, o efeito anti-inflamatério de Rhamnidium
elaeocarpum pode estar relacionado em parte com a inibicdo da liberacdo ou sintese de
oxido nitrico in vivo.

Ho e cols. (2007) estudaram a supressdo da producdo de Oxido nitrico em
macrofagos estimulados com LPS pelo extrato enriquecido de proantocianidinas das flores
de Dimocarpus longan. Esse efeito foi atribuido a supressdo da expressdo de 6xido nitrico
sintetase e ndo a reducdo da atividade enzimatica. O extrato também apresentou atividade
antioxidante. Portanto, 0s autores sugerem que estes sdo 0s provaveis mecanismos de acao
do efeito anti-inflamatdrio dos taninos condensados (proantocianidinas) desta espécie.

Para investigar outros mecanismos envolvidos no efeito anti-nociceptivo do extrato
metanolico de Rhamnidium elaeocarpum avaliamos a participacdo do sistema
serotonérgico. Para isso, foram realizados pilotos com uma drogra inibidora da sintese de
serotonina (PCPA, um inibidor da triptofano hidroxilase). O pré-tratamento com o inibidor
da triptofano hidroxilase foi capaz de reverter completamente o efeito anti-nociceptivo de
R. elaeocarpum, sugerindo assim, que 0 mecanismo anti-nociceptivo do extrato metandlico
de R. elaeocarpum seja via liberacdo e sintese de serotonina pelos neurbénios pré-sinapticos

(gréfico 3).
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Dessa forma, continuamos a investigar a via serotonérgica como mecanismo de
acdo, pré-tratando os animais com o antagonista seletivo do receptor 5-HTia (WAY
100635), 5-HT>a (cetanserina) e 5-HT3a (ondansetron). Os trés antagonistas foram capazes
de reverter o efeito anti-nociceptivo do extrato, mostrando entdo, que esses subtipos de
receptores estdo envolvidos no mecanismo de acdo de R. elaeocarpum. Ja foi bem
elucidado que a via da serotonérgica atua tanto na via descendente inibitoria quanto na via
excitatoria (facilitadora) da dor e ambas se originam dos nucleos da rafe, que é a maior
fonte neuronal de sintese de serotonina nos mamiferos. (Fields e cols., 1991; Millan, 2002).
O sistema serotonérgico descendente inibitorio faz parte de uma via que suprime impulsos
que chegam na medula espinal, diminuindo assim a transmissdo da dor (Millan, 1995).No
teste da formalina, a ativacdo de receptores 5-HT1a produz anti-nocicepcao (Sasaki e cols.,
2001; Millan, 1996). A via descendente inibitéria serotonérgica modula a atividade da
projecdo neuronal diretamente ou através de interneurdnios medulares (Alhaider e cols.,
1991). Localmente, a injecdo intraplantar de serotonina é capaz de induzir comportamento
de dor dose-dependente através da ativacdo direta de fibras primarias sensoriais.
Antagonista 5HT3, inibem a nocicepcdo na primeira fase do teste da formalina (Parada e
cols., 2001). Shibata e cols. (1989) constataram a inibicdo na fase da dor inflamatéria no

teste da formalina pela deplecdo das aminas dos mastdcitos (entre elas a serotonina).

Os multiplos tipos de receptores 5-HT na medula espinal parecem ter diferentes
funcbes no controle da nocicepgdo (Millan, 1995; Bardin e cols., 2000). A ativacdo de
receptores serotonérgicos produzem respostas fisiolégicas contrastantes pois essas
dependem de: a) subtipo de receptor ativado b) as acdes pré-sinapticas e pds-sinapticas c) o

paradigma em termos de qualidade e intensidade de estimulo (Sawynok e Reid, 1996;
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Millan, 2002) d) a relagdo dose-efeito dos agonistas e antagonistas dos receptores

serotonérgicos as quais podem ser pré ou anti-nociceptivo (Hylden and Wilcox, 1983) .

Nossos resultados sugerem que além da via serotonérgica, o sistema opidide
também esta relacionado com o mecanismo de agdo do extrato metandlico das cascas de R.
elaeocarpum. O pre-tratamento dos animais com naloxona (um antagonista ndo-seletivo de
receptores opidides) também reverteu o efeito anti-nociceptivo do extrato e da morfina
(gréfico 7).

O sistema opidide é um mecanismo enddgeno do organismo para conter a dor e a
inflamacéo. Na periferia, tais efeitos sdo produzidos pela interagédo entre peptideos opioides
derivados dos leucocitos e os receptores opidides existentes na terminagdo dos neurdnios
aferentes primarios, gragas as citocinas anti-inflamatdrias e/ou endocanabinoides (Rittner e
cols., 2008; Stein e cols., 2003). Este cenario é importante para o estudo dos mecanismos
da dor inflamatoria (Stein e cols., 2009).

Os receptores opidides sdo coexpressos com neuropeptideos sensoriais tais como
substancia P e CGRP (peptideo relacionado ao gene da calcitonina) (Mousa e cols., 2007).
Estes receptores sdo transportados do ganglio da raiz dorsal para os teminais periféricos
nervosos (Mousa e cols., 2001) e esse transporte é estimulado por citocinas e por fator de
crescimento de nervos produzidos no tecido inflamado (Mousa e cols., 2007) o que resulta
num aumento da densidade de receptores opidides nos terminais nervosos nesses tecidos
(Stein e cols., 1990). Agonistas opidides podem atenuar a inflamagdo induzida pelo
aumento da excitabilidade dos neur6nios aferentes e a liberacdo de neuropeptideos pro-
inflamatédrios (substancia P e CGRP) em tecidos lesados. Todos esses eventos conduzem

aos efeitos anti-nociceptivo e anti-inflamatério dos opidides (Stein e cols., 2009).
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Davilla elliptica:

Estudos etnofarmacoldgicos indicam uma agdo anti-inflamatdria para D. elliptica.
Ha registros na medicina popular do uso da infusdo dessa planta em banhos para tratar de
hematomas; as raizes sdo utilizadas para o tratamento de hemorrdidas, possui ainda efeito
adstringente, tonico e laxativo sob a forma de infusdo. Essa espécie também € indicada no
tratamento de hérnias (cataplasma) e como anticoncepcional. O infuso das folhas é
utilizado no combate a diarréia e Ulceras gastricas (Pott e Pott, 1994; Silva e cols., 2001;
Rodrigues e Carvalho, 2001) e o banho com suas folhas frescas, em caso de linfatismo,
inchagdes e orquites (Rodrigues e Carvalho, 2001). O extrato metanolico das folhas de
Davilla elliptica apresentou atividade anti-edematogénica na dose de 15,62 e 31,24 mg/kg
(i.p) (graficos 7 e 8 do anexo 1).

O perfil cromatografico de D. elliptica revelou a presenca de taninos condensados
ou proantocianidinas (majoritariamente), acido galico, 7 flavondides derivados da
quercetina, 2 flavonoides derivados da miricetina e rutina (Rodrigues e cols., 2008).
Proantocianidinas, também chamados de taninos condensados, sdo conhecidos por seu
potencial anti-inflamatdrio. Esse potencial pode estar relacionado com a capacidade dos
taninos em inibir enzimas através da formacdo de complexos com proteinas pela ligacao
entre residuos fendlicos e grupos polares das enzimas (Scalbert e cols., 2000). J& os
flavondides agem como potencial inibidor da ciclooxigenase, lipoxigenase e 6xido nitrico
sintetase (Rao e cols., 2005; Middleton e cols., 2000).

Landolfi e cols. (1985) mostraram que flavondides tais como miricetina e
quercetina, em altas concentra¢des, blogueiam tanto a via da lipoxigenase como a via da
ciclooxigenase. Flavondides e taninos podem inibir a producdo de NO em varios locais

(Krél e cols., 1991) inclusive no sistema nervoso central. Chiesi e Shwaller (1995)
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estudaram a acdo de taninos e flavondides derivados da quercetina na atividade da NOS de
celulas endoteliais e ambos 0s tipos de compostos inibiram a atividade de NOS, porém, os
taninos apresentaram maior potencial de inibicdo. Na avaliagdo da atividade anti-
edematogénica das fragdes de taninos e flavonoides, os taninos também apresentaram maior
potencial. A fracdo de taninos isoladas de D. elliptica (15,62 mg/kg, i.p) apresentou
atividade anti-edematogénica nas trés primeiras horas ap6s a inducdo de edema pela
carragenina, perdendo seu potencial anti-inflamatério no intervalo entre a terceira e quarta
hora de observacdo (fase de liberagcdo de prostaglandinas) (graficos 10 e 11 do anexo 1).
Em contrapartida, a fracdo de flavonoides isolada de D. elliptica na mesma dose ndo
apresentou atividade anti-edematogénica significante em nenhuma das quatro horas.

Adicionalmente, a fracdo enriquecida de quercetina 3-O-a-D arabinopiranosideo
isoladas de Byrsonima crassa apresentou atividade anti-edematogénica apenas na segunda
hora. A atividade anti-edematogénica desta fracdo é sustentada no intervalo da primeira
hora e segunda hora, atingindo o seu pico na segunda hora e em seguida houve queda
marcante de seu potencial anti-edematogénico. Portanto, na mesma dose e via de
administracdo, os extratos metanolicos de D. elliptica e B. crassa apresentaram atividade
anti-edematogéncia durante as 4 horas de observacdo. Na terceira hora apos a inducdo do
edema pela carragenina a porcentagem de inibicdo pelo extrato de D.elliptica pela fragdo de
taninos foi de 65 % e 33 % respectivamente. Ja a inibicdo do edema na quarta hora pelo
extrato e pela fracdo foi de 47% e 0 % respectivamente (graficos 7 e 10, anexo 1).

A partir destes resultados foi possivel chegar a algumas conclusbes prévias: a) a
fracdo de taninos € mais potente do que a fracdo de flavonoides em inibir o edema induzido
pela carragenina. b) os taninos provavelmente sdo os principais componentes do extrato

responsaveis por tal atividade c) sua atividade anti-inflamatoria esté relacionada com a fase
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de liberagdo de bradicinina, serotonina, histamina, j& que durante o intervalo da terceira e
quarta hora a fragdo de taninos perdeu sua atividade (fase de liberacdo de prostaglandinas).
d) Os extratos brutos de D. elliptica e B. crassa na mesma dose e via (15,62 mg/kg, i.p)
apresentam melhor atividade anti-edematogénica do que suas respectivas fracdes
enriquecidas possivelmente devido ao efeito sinérgico dos constituintes quimicos presentes
nos extratos (graficos 2, 12, 7, 10 e 11 do anexo 1).

Outra etapa prevista de nosso estudo foi investigar o papel do extrato e das fracoes
de taninos e flavondides de D.elliptica na atividade anti-hemorragica contra o veneno de
Bothrops jararaca através da atividade enzimatica das metaloproteinases via técnica da

zimografia.

Bee e cols. (2001) demonstraram que a zimografia em gelatina (SDS PAGE com
acréscimo de gelatina) € um método eficiente para identificar enzimas proteoliticas tanto do
veneno quanto das enzimas constitutivas teciduais, ja que a gelatina € um colageno
desnaturado. E considerado um 6timo método para avaliacdo e caracterizacdo de atividade
enzimatica e hemorragica de venenos (Hasson e cols., 2004).

O diferencial dessa metodologia, no presente projeto, com relacdo aos registrados na
literatura, sdo os ensaios envolvendo extratos de plantas. Encontramos muitas dificuldades
qguando a amostra contém extrato vegetal, pois o extrato ndo percorre adequadamente no
gel, mesmo ap6s um procedimento de centrifugacéo e filtracéo.

Outra tentativa frustrada foi a incubacdo do gel de eletroforese ““over night” (16
horas) a 37 °C em solugéo extrato ou a fracdo juntamente com o tamp&o Tris-HCI 50Mm
pH 8,4 e Zn Cl,. No entanto, novamente ndo foi possivel a visualiza¢do das bandas. Assim,

apos varias tentativas, estabelecemos a padronizacdo desse método utilizando apenas as
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proteinas extraidas da derme dos camundongos que receberam os tratamentos com :
veneno, pbs, extrato, fragcdo, veneno juntamente com o extrato ou veneno juntamente com a
fracéo.

Ultrapassado esse inconveniente, buscamos o tempo ideal para que os animais
apresentassem necroses macroscopicas, a dose minima do veneno que nao promovesse
morte antecipada dos animais e que as metaloproteinases da matriz da derme (MMP)
fossem expressas no gel.

Para isso, 0s animais receberam 15, 20, 30, 35, 40 e 50 pg de veneno. Todos 0s
animais apresentaram necrose em suas dermes 3 dias apds a injecdo quando receberam 35,
40 e 50 pg de veneno. No entanto, houve mortes de alguns animais devido a hemorragias
sistémicas nas doses de 40 e 50 ug de veneno. Dessa maneira, estabelecemos a dose de 35
Hg de veneno para 0 ensaio da zimografia. O segundo passo foi padronizar a quantidade
minima de extrato ou fracdo (para incubar com 35 pg de veneno) necessaria para
neutralizar macroscopicamente a necrose tecidual do envenenamento. Realizamos entéo,
testes pilotos com incubacdo de veneno: fracdo ou extrato, nas razdes de 1:5, 1:10, 1:20 e
1:40 e apoOs 40 minutos de incubacdo a temperatura ambiente (25° C) essa solucdo de
incubacdo foi injetada via intradérmica. Apds 72 horas da inoculacdo do veneno ou
veneno+extrato/ou fracdo, os animais foram mortos em camara de CO,. A dose de 1:20
(veneno: extrato ou fracdo) foi a menor dose de extrato que impediu a formacdo da necrose.
Utilizamos essa proporcdo para realizacdo desse ensaio.

No terceiro dia, 0s camundongos pertencentes aos grupos veneno + extrato de
D.elliptica e veneno + fracdo de taninos ndo apresentaram necroses macroscopicas em suas
dermes, ja indicando uma melhor atividade do extrato e da fracdo de taninos comparado

com a fragdo de flavondides frente a necrose induzida pelo veneno de Bothrops jararaca.
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Nossos resultados mostram que 0 veneno de Bothrops jararaca aumenta a atividade
de pr6-MMP-2, MMP-2 ativa, pré-MMP-9 e MMP-9 ativa. A fragdo de flavondides ndo foi
capaz de modificar a atividade de nenhuma das formas. MMP-2 e MMP-9 em relagéo ao
grupo tratado com PBS. A incubagdo da fracdo de flavondides com o veneno também néo
foi capaz de alterar a atividade dessas MMPs comparada ao grupo de animais que recebeu
apenas veneno (figura 1).

A fracdo de taninos aumentou a atividade de pr6-MMP-2, MMP-2 ativa, pré-MMP-
9 e MMP-9 ativa em relacdo ao grupo tratado com o veiculo PBS. Quando incubada
previamente com o veneno, a fracdo de taninos foi capaz de diminuir a atividade da pro-
MMP-2 e MMP-9 ativa em relacdo ao grupo que recebeu apenas veneno (figura 1).

O extrato de D. elliptica aumentou a atividade de pro-MMP-9 em relacéo ao grupo
tratado com PBS, porém diminuiu a atividade de MMP-9 ativa quando incubada
previamente com o veneno em relacdo aos animais que receberam apenas veneno. Ja a
fracdo de flavonoides ndo apresentou nenhum efeito nas MMPs da derme. De fato, 0s
animais que receberam veneno + fracdo de flavondides apresentaram necrose trés dias apos
a inoculacdo da mistura.

Rucavado e cols. (1998) mostraram um aumento da expressao de MMP-9 apos a
injecdo de SVMP. Injecdo intramuscular do veneno de Bothrops asper aumenta as formas
ativas de MMP-9, induz a expressdo e ativacdo de MMP-2, mas promove a degradacdo da
pro-MMP-2 in vitro (Saravia-Otten e cols., 2004).

Estes mesmos autores sugerem o aumento da sintese de MMP-2 enddgena e sua
subsequente ativacdo ap6s o envenenamento agudo. A degradacdo da matriz extracelular
pelas MMPs acarreta profundos efeitos na funcdo e comportamento das células e o efeito

do veneno de Bothrops asper na matriz extracelular afeta os processos naturais de reparo
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tecidual, regeneracdo muscular e angiogénese que segue o envenenamento (Teixeira e cols.,
2009, Sternlicht and Werb, 2001).

MMP-9 esta ausente na maioria dos tecidos adultos mas torna-se presente em
tecidos inflamados, em processo de cicatrizagcdo, formacdo de tumor e metastase. A
expressao de MMP-9 é controlada pelas citocinas pro-inflamatérias (Zhou e cols., 2009, Ito
e cols., 1996). MMP-9 tem papel crucial na transmigracdo de neutréfilos, linfocitos e
eosinofilos (Lee e cols., 2003), na dermonecrose no envenenamento de Loxoceles (Paixao-
Calvacante e cols., 2007).

Vérios agentes tem sido desenvolvidos para bloguear a sintese de MMPs e prevenir
0 processo de dermonecrose. A maioria dos medicamentos utilizados no tratamento da
dermonecrose ap0s o envenenamento sdo inibidores da infiltracdo de polimorfonucleares
(Paixao-Cavalcante e cols., 2007).

O efeito da fracdo de taninos de D.elliptica tanto na inibicdo do edema de pata
induzido pela carragenina, bem como na sua capacidade de interagdo com 0 veneno e com
as MMPs da derme indicam uma fundamental acao anti-inflamatdria dos taninos. O gréafico
8 mostra que a diminuicdo significativa (50 %) no rolamento de leucdécitos frente a inducéo
da inflamagdo pelo LPS é um dos mecanismos de acdo anti-inflamatéria da fracdo de
taninos.

Mouriri pusa:

Embora os dados obtidos com Rhamnidium elaeorcarpum e Davilla elliptica nos
levam a concluir sobre o papel dos taninos condensados no efeito anti-inflamatorio dessas
espécies, 0os dados obtidos com o extrato metandlico de Mouriri pusa conduziram a

resultados contrastantes.
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O perfil fitoquimico do extrato metandlico das folhas de Mouriri pusa revela a
presenca majoritaria de taninos condensados (70 %) (Andreo e cols., 2006), mas
diferentemente dos outros extratos, ndo apresentou atividade anti-edematogénica na dose de
15,62 mg/kg, i.p. Entretanto, apresentou atividade anti-nociceptiva semelhante a R.
elaeorcapum porém na dose de 500 mg/kg, p.o. Esses resultados mostram a peculiaridade
do efeito bioldgico do extrato de cada espécie , mesmo que esses extratos apresentem em

seu perfil cromatogréafico o predominio do mesmo constituinte quimico.
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Figura 3: Atividade anti-inflamatoria de EMeOH de Byrsonima crassa (folhas).
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Figura 5: Atividade anti-inflamatoria de EMeOH Rhamnidium elaeocarpum (cascas).
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Figura 7: Atividade anti-inflamatoria das fracdes de taninos e flavondides Davilla

elliptica.
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VIl. CONCLUSAO

Os resultados obtidos nesse projeto demonstram uma promissora atividade anti-
inflamatoria dos extratos que obtiveram capacidade de neutralizacdo contra a hemorragia
veneno de Bothrops jararaca com destaque para o0 extrato metandlico de Rhamnidium
elaeocarpum e Davilla elliptica.

O envolvimento do sistema serotonérgico, sistema opidide, diminuicdo de TNF-a e
6xido nitrico estdo entre os principais mecanismos de acdo de Rhamnidium elaeocarpum no
efeito anti-nociceptivo e anti-inflamatério .

Observamos a diminuigéo da atividade de MMP-9 ativa nas dermes desafiadas com
veneno + extrato metandlico de D. elliptica e da diminuigéo da atividade da pro-MMP-2 e
MMP-9 ativa nas dermes desafiadas com veneno + fracdo de taninos de D. elliptica.
Taninos de D. elliptica diminuiram em 50 % o rolling de leucdcitos durante o processo
inflamatério induzido pelo LPS e provavelmente sdo o0s constituintes quimicos
responsaveis pela atividade anti-inflamatoria desse extrato.

Sendo assim, essas espécies vegetais poderdo ser Uteis no desenvolvimento de anti-
inflamatérios e de coadjuvantes no tratamento da lesdo tecidual local nos acidentes

botrdpicos.
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ANEXO 1:
Tabela 1: Atividade anti-edematogénica do extrato metandlico das folhas de

Byrsonima crassa nas doses de 7,81 mg/kg e 31,24 mg/kg.

Tratamento 1° hora 2° hora 3°hora 4° hora
Salina (i.p) 0.40 +0.09 0.87 +0.18 1.78 £0.27 2.04 +0.25
Piroxicam 0.23 +0.06 0.47 +0.12 0.59 + 0.17** 0.72 + 0.25**
30mg/kg (p.o)

B. crassa 0.69 +0.24 1.20+0.26 1.83+0.25 2.52+0.31
7.81 mg/kg (i.p)

B. crassa 0.16 £ 0.04 0.22 +£0.04 0.50 £ 0.11** 0.77 £ 0.16**
31.24 mg/ kg

(i.p)

ANOVA F23 = 2.75 para 1° hora. F23 = 5.92 para 2° hora. F23) = 12.40 para 3° hora.
F23) = 13, 50 para 4° hora. ** p < 0,01. Teste de Dunnett Os resultados foram expressos
como média em mililitros £ erro padréo (n=5-7).

Gréfico 1: Evolucdo da atividade anti-edematogénica do extrato metanolico das folhas

de Byrsonima crassa nas doses de 7,81 mg/kg e 31,24 mg/kg durante 4 horas.
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Tabela 2: Atividade anti-edematogénica do extrato metandlico das folhas de

Byrsonima crassa na dose de 15,62 mg/kg.

Tratamento 1° hora 2° hora 3% hora 4° hora
Salina (i.p) 0.96 +0.22 2.07 £ 0.47 3.54 +0.31 3.08 +0.31
Piroxicam 0.56 +0.11 0.62 + 0.18** 1.41 +0.32** 1.31+0.17**

30mg/kg (p.o)

B. crassa 15. 62  0.40 + 0.08** 0.89 + 0.26* 1.57 + 0.55** 1.78 £ 0.47*
ma/kg (i.p)

ANOVA F2.16) = 3,74 para 1° hora. F16) = 6,409 para 2° hora. F(2,16) = 8,645 para 3° hora.
Fe16 = 8,658 para 4° hora. Teste de Dunnett ** p < 0,01. * p < 0,05. Os resultados foram
expressos como média em mililitros * erro padréo (n=5-7).

Gréfico 2: Evolucdo da atividade anti-edematogénica do extrato metanolico das folhas

de Byrsonima crassa na dose de 15,62 mg/kg durante 4 horas.
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Tabela 3: Efeito anti-edematogénico da administracéo oral do extrato metandlico das

cascas de Rhamnidium elaeocarpum nas doses de 125 mg/kg, 250 mg/kg e 500 mg/kg.

Tratamento 1° hora 2° hora 3° hora 4° hora
Salina (p.o) 0.67 £0.13 1.31+0.18 2.01+£0.15 2.15+0.22
Piroxicam 30 0.31+0.08 0.68 + 0.15 0.98 + 0.19** 0.89 + 0.15**
mg/kg (p.0)

R. elaeocarpum 0.62+£0.21 1.53+0.18 1.39+0.23 157+0.44
125 mg/kg (p.o)
R. elaeocarpum 0.22 £0.07 1.21+0.33 1.32+£0.20 142 +0.25
250 mg/kg (p.o)
R. elaecarpum 0.77 £0.19 1.71+0.28 2.06 £ 0.27 2.06 £ 0.36
500 mg/kg (p.o)

ANOVA Fs34) = 2,29 para 1° hora. Fs 34 = 3,80 para 2° hora. Fis34 = 5,53 paraa 3° hora.
F,34) = 3,80 para 4° hora. Teste Dunnett ** p < 0,01. Os resultados foram expressos como
média em mililitros £ erro padrdo (n=5-9).
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Grafico 3: Evolugdo da atividade anti-edematogénica do extrato metandlico das cascas

de Rhamnidium elaeocarpum nas doses de 125, 250, 500 mg/kg durante 4 horas.
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Tabela 4: Efeito anti-edematogénico da administracdo intraperitoneal do extrato

metandlico das cascas de Rhamnidium elaeocarpum na dose de 15,62 mg/kg.

Tratamento 1° hora 2° hora 3% hora 4° hora
Salina (i.p) 0.93+0.19 1.64 +0.30 2.61+0.21 2.83+0.20
Piroxicam 0.30 + 0.11** 0.26 + 0.04** 0.83 + 0.14** 1.37 £ 0.24*

30mg/kg (p.o)

R.elaeocarpum 0.25 +£0.12* 0.42 £ 0.11** 0.66 + 0.18** 1.91+1.68
15.62 mg/kg

(i.p)

ANOVA F,14) = 6,90 para 1° hora. F(214) = 16,12 para 2° hora. F(,14) = 36,52 para 3° hora.
F.14)= 5,11 para 4° hora. Teste Dunnett ** p < 0,01. Os resultados foram expressos como
média em mililitros £ erro padréo (n=5).

Gréfico 4: Evolucdo da atividade anti-edematogénica do extrato metanolico das cascas

de Rhamnidium elaeocarpum na dose de 15,62 mg/kg durante 4 horas.
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Tabela 5: Efeito anti-edematogénico da administracdo intraperitoneal do extrato

metandlico das cascas de Rhamnidium elaeocarpum nas doses de 7,81 mg/kg e 31,24

mg/kg.

Tratamento 1° hora 2° hora 3° hora 4° hora
Salina (i.p) 0.96 £0.20 1.24 £ 0.25 1.47 £0.29 1.88 £ 0.25
Piroxicam 0.39 £ 0.08* 0.50 £ 0.09* 0.50 £ 0.12* 0.61 £ 0.25**
30mg/kg (p.o)

R. elaeocarpum 0.60 £0.04 0.85 £ 0.07 1.09 £ 0.39 1.39+041

7.81 mg/kg (i.p)

R.elaeocarpum 0.17 £ 0.14** 0.25 + 0.30** 0.31 £ 0.08** 0.47 £ 0.19**
31,24 mg/ kg
(i.p)

ANOVA F25 = 7,30 para 1° hora. F325 = 5,65 para 2° hora. F(s25y = 5,77 paraa 3° hora.
Fi2s) = 7,23 para 4° hora. Teste Dunnett ** p < 0,01 * p < 0,05. Os resultados foram
expressos como média em mililitros * erro padrao (n=5-7).

Gréfico 5: Evolucdo da atividade anti-edematogénica do extrato metanolico das cascas

de Rhamnidium elaeocarpum nas doses de 7,81 mg/kg e 31,24 mg/kg durante 4 horas.
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Tabela 6: Efeito anti-edematogénico da administracéo oral do extrato metandélico das

folhas de Davilla elliptica na dose de 125 mg/kg, 250 mg/kg e 500 mg/kg.

Tratamento 1° hora 2° hora 3° hora 4° hora
Salina (p.o) 0.67 £0.13 1.31+0.18 2.01£0.15 2.15+0.22
Piroxicam 30 0.30 £0.08 0.68 £ 0.15 0.98 £0.18** 0.89 + 0.15**
mg/kg (p.0)

Davilla elliptica 0.59 +£0.09 1.77 +£0.20 1.80 +0.20 1.96 +0.18
125 mg/kg (p.o)
Davilla elliptica 0.51+0.15 1.18 +0.20 1.47 £0.27 1.72+0.31
250 mg/kg (p.o)
Davilla elliptica 0.62 £0.13 1.60 +0.28 2.13+£0.22 2.12+0.27

500 mg/kg (p.o)

ANOVA F35 = 1,37 para 1° hora. Fuss = 4,22 para 2° hora. Fu 35 = 5,64 para 3° hora.
Fuss) = 5,76 para 4° hora. Teste Dunnett ** p < 0,01 * p < 0,05. Os resultados foram
expressos como média em mililitros * erro padrao (n=5-9).

Gréfico 6: Evolucdo da atividade anti-edematogénica do extrato metanolico das folhas

de Davilla elliptica nas doses de 125 mg/kg, 250 mg/kg e 500 mg/kg durante 4 horas.
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Tabela 7: Efeito anti-edematogénico da administracdo intraperitoneal do extrato

metanolico das folhas de Davilla elliptica nas dose de 15,62 mg/kg.

Tratamento 1° hora 2° hora 3% hora 4° hora
Salina (i.p) 0.93+0.19 1.65+0.30 2.61+0.21 2.83+0.20
Piroxicam 0.29 + 0.11** 0.26 + 0.04** 0.83 + 0.14** 1.37 £ 0.24*

30mg/kg (p.o)

Davilla elliptica  0.30 + 0.06** 0.40 £ 0.07** 0.88 + 0.15** 1.76 £ 0.21**
15.62 mg/kg

(i.p)

ANOVA F15 = 7,914 para 1° hora. F(,15) = 17,639 para 2° hora. F(,15) = 35,405 para a 3°
hora. F15 = 11,613 para 4° hora. Teste Dunnett ** p < 0,01 * p < 0,05. Os resultados
foram expressos como média em mililitros * erro padrdo (n=5-6).

Gréfico 7: Evolucdo da atividade anti-edematogénica do extrato metanolico das folhas

de Davilla elliptica na dose de 15,62 mg/kg durante 4 horas.
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Tabela 8: Efeito anti-edematogénico da administracdo intraperitoneal do extrato

metandlico das folhas de Davilla elliptica nas doses de 7,81 mg/kg e 31,24 mg/kg.

Tratamento 1° hora 2° hora 3° hora 4° hora
Salina (i.p) 1.01+0.16 1.20+0.14 1.71+0.11 1.93+0.18
Piroxicam 0.72+0.14 0.52 + 0.08* 0.67 £ 0.15** 0.96 +0.21*
30mg/kg (p.o)

Davilla elliptica 0.71+£0.12 0.83+0.26 1.07 £ 0.25* 1.92 +0.13

7,81 mg/kg (i.p)

Davilla elliptica  0.38 £ 0.01** 0.50 £ 0.12** 0.59 + 0.12** 1.01+£0.27*
31,24 mg/ kg

(i.p)

ANOVA F23) = 4,53 para 1° hora. F23 = 5,01 para 2° hora. Fiosy = 12,34 para a 3°
hora. F23) = 6,275 para 4° hora. Teste Dunnett ** p < 0,01 * p < 0,05. Os resultados foram
expressos como média em mililitros * erro padrao (n=5-7).
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Grafico 8: Evolugdo da atividade anti-edematogénica do extrato metanolico das folhas

de Davilla elliptica nas doses de 7,81 mg/kg e 31,24 mg/kg durante 4 horas.

2,5
2
/4 —e—Salinai.p
E 15 —m— Piroxican 30mg/kg p.o
)
E} —a— Dauilla elliptica 7,81 mg/kg
g 1 * i.p
/. Dauvilla elliptica 31,24 mg/ kg
0,5 ’
0 . . .
1° hora 2° hora 3° hora 4° hora

Tabela 9: Efeito da administracdo intraperitoneal de um agente inflamatorio

(carragenina) no edema de pata induzido pela carragenina.

Tratamento 1° hora 2° hora 3° hora 4° hora
Salina i.p 0.31+£0.06 0.61 +0.08 1.17+0.21 1.45+0.17
Piroxican 0.14 £ 0.03* 0.18 + 0.05** 0.42 + 0.09** 0.68 +0.16*
30mg/kg p.o
Carragenina 1 0.37 £0.06 0.77 £0.08 1.13+£0.19 1.22+£0.26

% (1ml/kg) i.p

ANOVA F2,20) = 5,64 para 1° hora. F(220) = 17,01 para 2° hora. F20) = 7,80 para a 3° hora.
Fe.20) = 3,89 para 4° hora. Teste Dunnett ** p < 0,01 * p < 0,05. Os resultados foram
expressos como média em mililitros x erro padréo (n=7).
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Tabela 10: Efeito anti-edematogénico da administracéo intraperitoneal da fracdo de

taninos das folhas de Davilla elliptica nas doses de 7,81 mg/kg e 15,62 mg/kg.

Tratamento 1° hora 2° hora 3°hora
Salina (i.p) 0.55 + 0.06 1.63+0.24 2.71+0.25 2.79+0.22
Piroxicam 0.38 +0.08 0.49 + 0.09** 0.97 + 0.08** 1.12 £ 0.18**
30mg/kg (p.o)
Fracdo de 0.37 +0.09 1.66 +0.34 2.43+0.19 2.83+ 0.19
taninos
D.elliptica 7.81
ma/kg (i.p)
Fracdo de 0.30 + 0.04* 0.79 + 0.06* 1.81 + 0.20** 2.75+0.17
taninos Davilla
elliptica 15.62
mg/ kg (i.p)

ANOVA F23) = 2,31 para 1° hora. F23 = 5,00 para 2° hora. F23 = 7,08 para a 3° hora.
F,23)= 14,49 para 4° hora 16,81. Teste Dunnett ** p < 0,01 * p < 0,05. Os resultados foram

expressos como média em mililitros * erro padréo (n=5-7).
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Grafico 10: Evolucdo da atividade anti-edematogénica das fracbes de taninos das

folhas de Davilla elliptica nas doses de 7,81 mg/kg e 15,62 mg/kg durante 4 horas.
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Tabela 11: Efeito anti-edematogénico da administracéo intraperitoneal da fracdo de

flavonoides das folhas de Davilla elliptica na dose de 15,62 mg/kg.

Tratamento 1° hora 2° hora 3°hora 4° hora
Salina i.p 0.53 +£0.09 1.18 £ 0.20 1.92+0.18 2.43+0.20
Piroxicam 0.25+0.05* 0.32 £0.05 ** 0.71 +0.13** 1.06 +£0.19 **
30mg/kg p.o
Fra(_;éo de 0.46 +0.06 0.73+0.13 1.53+0.17 2.20+0.19
flavondide

Davilla elliptica
15.62 mg/kg i.p

ANOVA F323 = 3,52 para 1° hora. F(z23) = 8,00 para 2° hora. F(23 = 7,49 para a 3° hora.
Fi23) = 10,07 para 4° hora. Teste Dunnett ** p < 0,01 * p < 0,05. Os resultados foram
expressos como média em mililitros * erro padréo (n=6-7).

Gréfico 11: Evolucdo da atividade anti-edematogénica da fracdo de flavondides das

folhas de Davilla elliptica na dose de 15,62 mg/kg.
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Tabela 12: Efeito anti-edematogénico da administracdo intraperitoneal da fracéo
enriquecida de quercetina 3-O-a-D arabinopiranosideo isolada das folhas de

Byrsonima crassa na dose de 15,62 mg/kg.

Tratamento 1° hora 2° hora 3° hora 4° hora
Salina i.p 0,53 +0.09 1.18 £0.20 1.92£0.18 2.43+0.20
Piroxicam 0.25+0.05* 0.32 £ 0.05** 0.71 £0.13** 1.06 £0.19 **
30mg/kg p.o
Quercetina 0.34 £ 0.06 0.57 £ 0.10** 1.60 £0.25 2.17 £0.20

15.62 mg/kg i.p

ANOVA Fz23 = 3,52 para 1° hora. F(z23) = 8,00 para 2° hora. F(23 = 7,49 para a 3° hora.
Fi23) = 10,07 para 4° hora. Teste Dunnett ** p < 0,01 * p < 0,05. Os resultados foram
expressos como média em mililitros * erro padréo (n=6-7).

Grafico 12: Evolugdo da atividade anti-edematogénica da fracdo de quercetina 3-O-a-

D-arabinopiranosideo isolada das folhas de Byrsonima crassa na dose de 15,62 mg/kg.
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Tabela 13: Efeito anti-edematogénico da administracéo intraperitoneal do extrato

metandlico das folhas de Mouriri pusa na dose de 15,62 mg/kg.

Tratamento 1° hora 2° hora 3% hora 4° hora
Salina i.p 0.90+£0,20 1.17 £0.26 1.67 +0,23 2.76 +0.34
Piroxicam 0.31 £0,07** 0.30 £0.07** 0.40 £ 0,05** 0.86 £ 0.17**
30mg/kg p.o
M. pusa 15.62 0.52 £ 0,07 0.70 £0.13 1.29 £ 0,29 259+0.12
mg/kg i.p

ANOVA F18) = 5,33 para 1° hora. F(;,18) = 6,63 para 2° hora. F(2,18) = 6,52 para a 3° hora.
Fe.18 = 20,95 para 4° hora. Teste Dunnett ** p < 0,01. Os resultados foram expressos como
média em mililitros £ erro padréo (n=7).

Gréfico 13: Evolucdo da atividade anti-edematogénica do extrato metanolico das

folhas de Mouriri pusa na dose 15,62 mg/kg durante 4 horas.
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Anexo 2:

ATIVIDADES EXTRAS

Artigos publicados:

1) Anti-hemorrhagic Activity of Four Brazilian Vegetable Species against Bothrops
jararaca Venom. (Molecules 14 (3), 1072-1080, 2009): Catarine Massucato Nishijima,
Clenilson Martins Rodrigues, Marcelo Aparecido Silva, Monica Lopes-Ferreira, Wagner
Vilegas, Clélia Akiko Hiruma-Lima

2) Gastroprotective effect of Cissus sicyoides (Vitaceae): Involvement of microcirculation,
endogenous sulfhydryls and nitric oxide. (Journal of Ethnopharmacology 117, 170-174,
2008): Mariana de Paula Ferreira, Catarine Massucato Nishijima, Leonardo Norobu
Seito, Anne Ligia Dokkedal, Monica Lopes-Ferreira, Luiz Claudio Di Stasi, Wagner
Vilegas, Clélia Akiko Hiruma-Lima.

3) Davilla elliptica and Davilla nitida: gastroprotective, anti-inflammatory
immunomodulatory and anti-Helicobacter pylori action. (Journal of Ethnopharmacology
123, 430-438, 2009): Hélio Kushima; Catarine Massucato Nishijima; Clenilson Martins
Rodrigues; Daniel Rinaldo; Micheli Fernanda Sassa; Tais Maria Bauab, Luiz Claudio Di
Stasi; Iracilda Zeppone Carlos; Wagner Vilegas; Clélia Akiko Hiruma-Lima

4) Qualea parviflora Mart: An integrative study to validate the gastroprotective,
antidiarrheal, antihemorrhagic and mutagenic action (Journal of Ethnopharmacology 2009):
Lucilene Patricia Mazzolin, Ana Ldcia Martiniano Nasser, Thiago Mello Moraes, Raquel
Céssia Santos, Catarine Massucato Nishijima, Fabio Vieira Santos, Eliana Aparecida
Varanda, Tais Maria Bauab, Lucia Regina Machado da Rocha, Luis Claudio Di Stasi,
Wagner Vilegas, Clélia Akiko Hiruma-Lima.
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Disciplinas Cursadas:

- Topicos de Atualizacdo em Ciéncias. (1 crédito)

- Parametros de sensibilidade a drogas: modelos experimentais. Prof. Dr. Oduvaldo
Marques Pereira (4 créditos).

- Testes Estatisticos Aplicados a Farmacologia. Profa. Dra. Mirtes Costa (2 créditos).

- Topicos de Atualizacdo em Ciéncias. (1 crédito).

- Redagdo Cientifica. Prof. Dr. Gilson Volpato (4 créditos).

- Sistema Nervoso Auténomo Simpético. Profa. Dra. Sandra Cordellini. (4 créditos).

- Neuropsicofarmacologia do comportamento. Profa. Dra. Mirtes Costa (4 créditos).

Participacdes em congressos:

- VI Simpésio e VI Reunido de Avaliagdo do Programa Biota/FAPESP, realizado no
Departamento de Quimica da Universidade Estadual Paulista- UNESP, na cidade de
Araraquara (SP), de 08 a 12 de Julho de 2008.

=>» Mini-curso: Recentes avangos no isolamento e deteccdo de produtos naturais, com carga

horaria de 8 horas.

- XX Simposio de Plantas Medicinais do Brasil e X International Congress of
Ethnopharmacology, realizado no Centro de Convencdes Frei Caneca, na cidade de S&o
Paulo (SP), de 16 a 19 de setembro de 2008.

=>» Mini-curso: Aplicacdo de técnicas hifenadas na analise de produtos naturais de plantas

medicinais, com carga horaria de 3 horas.

- 40° Congresso Brasileiro de Farmacologia e Terapéutica Experimental, realizado no Hotel
Vacance, na cidade de Aguas de Linddia (SP), de 16 a 19 de outubro de 2008.
=>» Mini-curso: “Papéis fisiologicos opostos, de nocicepgao e antinocicep¢do, induzido pelo

mesmo agente enddgeno — a Bradicinina”, ministrado pelo Prof. Dr. Alexandre P. Corrado
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(USP- Ribeirdo Preto), realizado em Aguas de Linddia (SP) no periodo de 16 a 19 de
outubro de 2008, com carga horaria de 8 horas.

- XXIV Reunido Anual da Federacdo de Sociedade de Biologia Experimental-FeSBE
realizado na cidade de Aguas de Linddia — SP, de 19 a 22 de agosto de 2009.
= Mini-curso: "~ Problemas éticos e cientificos relacionados com a invalidez e a

ineficiéncia de trabalhos com animais de laborat6rio, com carga horéria de 3 horas.

- 41° Congresso Brasileiro de Farmacologia e Terapéutica Experimental.
= Mini-curso: ~~ Alvos bioldgicos relevantes para o desenvolvimento de novos
analgésicos, realizado de 17 a 20 de outubro de 2009 em Ribeirdo Preto, com duragdo de 3

horas.

Trabalhos apresentados:

““Trial of extracts and enriched fractions from vegetable species with potential anti-
hemorrhagic effect against Bothrops jararaca venom.”” Apresentado como poster no XX
Simpésio de Plantas Medicinais do Brasil e X International Congresso of
Ethnopharmacology, realizado em Séo Paulo (SP) no periodo de 16 a 19 de setembro de
2008.

“"Avaliacdo da atividade anti-inflamatoria das cascas de extrato metanodlico de
Rhamnidium elaeocarpum.” Nishijima, C.M.; Sommerfeld, O.S.; Honda, N.K.; Coelho,
R.G.; Hiruma-Lima, C.A. - 40° Congresso Brasileiro de Farmacologia e Terapéutica
Experimental, realizado no Hotel Vacance, na cidade de Aguas de Linddia (SP), de 16 a 19
de outubro de 2008.

~ Atividade anti-edematogénica do extrato metanolico e fracédo de taninos das folhas

de Davilla elliptica St. Hil (Dilleniaceae)”” C.M., Nishijima, Rodrigues, C., Wagner
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Vilegas, Hiruma-Lima, C.A.- IX Jornada Paulista de Plantas Medicinais, realizada no
Instituto de Botanica em S&o Paulo/SP, de 22 a 24 de setembro de 2009.

““Atividade anti-nociceptiva do extrato metandlico das cascas de Rhamnidium
elaeocarpum. ~ Nishijima, C.M.; Sommerfeld, O.S.; Honda, N.K.; Coelho, R.G.; Hiruma-
Lima, C.A. - XXIV Reunido Anual da Federagédo de Sociedade de Biologia Experimental-
FeSBE realizado na cidade de Aguas de Linddia — SP, de 19 a 22 de agosto de 2009.
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