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RESUMO

Bowdichia virgilioides € conhecida popularmente como “sucupira-preta”,
sendo empregada na medicina popular para o tratamento de diferentes agravos, tais
como: doencas inflamatérias, diabetes, artrite e dermatoses. No presente estudo
avaliamos o efeito antinociceptivo e antiinflamatério do extrato aquoso bruto da
casca de Bowdichia virgilioides (EABv) utilizando diferentes modelos experimentais.
Quando administrado por via oral, o EABv além de reduzir a nocicepg¢ao induzida
pelo acido acético, manteve seus efeitos por no minimo 4 h, fenbmeno que nao foi
revertido pelo tratamento prévio com naloxona. Além disso, o extrato nao interferiu
no tempo de laténcia avaliada no modelo de nocicepgdo térmica (placa quente).
Assim, o EABv atinge seus efeitos antinociceptivos por uma via independente do
sistema opidide e com acao periférica. Tais efeitos antinociceptivos foram mantidos
mesmo quando o extrato foi preparado com cascas coletadas em diferentes meses
do ano, indicando que a(s) substancia(s) responsavel (eis) por este efeito bioldgico
ndao sofrem influéncia sazonal. Vale destacar que o EABv administrado por via
intraperitoneal atingiu efeitos antinociceptivos em concentragdo dez vezes menor do
que o extrato administrado por via oral. O extrato ndo foi capaz de interferir com o
acumulo de proteina induzido pela injecao intratoracia de carragenina, porém foi
eficaz em suprimir neutrofilia no tempo de 4 h apds estimulo. Na inflamacao alérgica,
o extrato inibiu além do edema anafilatico, a eosinofilia pleural, sendo que este
influxo celular parece depender da expressao das mensagens IL-5 e CCL11. Na
ativacdo tecidual por antigeno in vitro, o EABv inibiu a liberagéo de histamina apds
estimulacdo antigénica, sugerindo efeito direto sobre a desgranulagdo de
mastocitos. No modelo de formacdo de granuloma, o EABv suprimiu tanto a
formacgao do tecido granulomatoso quanto a resposta linfoproliferativa nos linfonodos
braquiais. Além disso, o EABvV inibiu a leucocitose induzida por zimosan, bem como
a resposta imune inata revelada pela redugao na taxa de fagocitose pelos leucécitos.
Em adicdo, o EABv ndo revelou nenhum efeito toxico associado ao seu uso. Em
conjunto, nossos resultados sustentam o uso popular do extrato aquoso da casca de
B. virgilioides tendo por base seus efeitos antinociceptivo, antiinflamatérios,

antialérgicos e imunossupressores, associada a auséncia de toxicidade.

Palavras-chave: Plantas medicinais, Bowdichia virgilioides, antinocicepgao,

antiinflamacéo, antialergico.



ABSTRACT

Bowdichia virgilioides is popularly known as "sucupira-preta”, and used in folk
medicine for the treatment of various diseases such as inflammation, diabetes,
arthritis and skin diseases. This study was undertaken to evaluate the antinociceptive
and anti-inflammatory effects of crude aqueous extract of the bark of Bowdichia
virgilioides (EABv) in different experimental models. When administered orally, the
EABvV reduced the nociception by acetic acid, its effects continued for at least 4 h, a
phenomenon which was not reversed by pretreatment with naloxone. Moreover, the
extract did not change in the time of latency measured in the model of thermal
nociception (hot plate). Thus, the EABv reaches its antinociceptive effects by a
pathway independent of the opioid system and with peripheral action. These
antinociceptive effects were maintained when even when the extract was prepared
from bark collected in different months of the year, indicating that the antinociceptive
compounds does not suffer from seasonal influences. The EABv give by i.p. route
reaches antinociceptive effects in a concentration ten times lower than the extract
administered orally. The EABv was unable to interfere with plasma leakage induced
by carrageenan, but was effective in inhibited neutrophilia at 4 h after stimulation. In
allergic inflammation, the extract inhibited not only the anaphylactic edema, but also
the eosinophilia by a mechanism that seems to depend on the protein production of
IL-5 and CCL11. The EABv inhibited the release of histamine after antigenic
stimulation of the sensitized tissue in vitro, suggesting a direct effect on the mast
cells degranulation. In the model of pellet cotton granuloma formation, the EABv
inhibited both the formation of granulomatous tissue on the lymphoproliferative
response in lymph nodes. Furthermore, the EABv inhibited the leukocytosis induced
by zymosan and the innate immune response shown by the decrease in the rate of
phagocytosis by leukocytes. In addition, the EABv not revealed any toxic effect
associated with its use. Together, our results support the popular use of the aqueous
extract of the bark of B. virgilioides based on their analgesic, anti-inflammatory,
immunosuppressive and anti-alergic effects, associated with a low toxicity.

Keywords: Bowdichia virgilioides, nociception, acute inflammation, allergy, chronic

inflammation, folk medicine.



INTRODUCAO




1. Dor

A dor é um processo fisiolégico essencial para sobrevivéncia do individuo,
pois se trata de um sinal capaz de indicar alteragdes fisiolégicas que ocorrem no
organismo. Embora seja um processo natural, a dor € sempre referida como uma
sensacgao desagradavel e em alguns momentos insuportavel mostrando-se presente

em diversos estados fisiopatolégicos.

Atualmente, a dor & considerada o quinto sinal vital humano junto com
temperatura corporea, pressao arterial, ritmo cardiaco e freqiiéncia respiratéria. O
conceito classico, definido pelo Comité de Taxonomia da Associagéo Internacional
para o Estudo da Dor, refere-se a dor como uma experiéncia sensorial e emocional

desagradavel, associada a uma leséo tecidual atual ou potencial (MERSKEY, 1990).

A dor afeta pelo menos 30 % dos individuos durante algum momento da sua
vida e, em 10 a 40 % deles, tem duracdo superior a um dia. Constitui a causa
principal de sofrimento, incapacitacdo para o trabalho e ocasiona graves
consequéncias psicossociais e econdmicas. Estudos revelam que muitos dias de
trabalho sdo perdidos por aproximadamente 40 % dos individuos que sofrem algum
distarbio doloroso. Nao existem dados estatisticos oficiais sobre a dor no Brasil, mas

a sua ocorréncia tem aumentado substancialmente nos ultimos anos (SBED, 2009).

A dor pode ser classificada de multiplas maneiras. Sob o ponto de vista de
duracao, a sensacao dolorosa pode ser classificada como aguda ou crénica. A dor
aguda é uma resposta fisiolégica as lesdes teciduais com consequente ativacdo de
mecanismos de reacado psicomotora. A dor crdnica é provocada por uma lesdo que
geralmente supera a capacidade de recuperagdao do organismo, sendo capaz de
interferir no comportamento e, podendo ainda, gerar incapacidade fisica e mental
(KELLY & PAYNE 1991).

Quanto a sua origem, a dor pode ser separada em quatro tipos principais, a
saber: nociceptiva, neurogénica, neuropatica e psicogénica. A dor nociceptiva é
provocada por estimulos sobre os nociceptores localizados nos tecidos. A dor
neurogénica reflete um dano tecidual neuronal na periferia ou no sistema nervoso
central (SNC). A dor neuropatica acontece devido a uma disfungdo ou dano no
tecido nervoso. Enquanto que a dor psicogénica origina-se de uma fonte somatica
identificavel e que pode refletir fatores psicoldgicos (MILLAN, 1999).



1.1. Mecanismos envolvidos na percepcao da dor

No principio do século XX, Sherrington (1906) prop6s a existéncia de
receptores capazes de perceber estimulos nocivos, o qual definiu como um neurdnio
sensorial primario, chamado nociceptor (SHERRINGTON, 1906). Os nociceptores
sdo terminacdes nervosas livres presentes em tecidos periféricos, profundos e
viscerais. Estas terminagdes nervosas sdo ativadas por estimulos exdgenos de
diversas naturezas, incluindo estimulos mecanicos, quimicos, térmicos, além de
estimulos enddgenos como inflamacdo, aumento do peristaltismo e isquemia

tecidual.

Os nociceptores se diferenciam dos outros receptores sensoriais especificos
por possuirem um limiar mais alto de ativagdo. Assim, somente s&o ativados quando
o estimulo apresenta intensidade nociva. Tais terminagdes nervosas livres sdo
classificadas quanto a critérios anatémicos e funcionais em trés tipos: fibra C, fibra
Ad e fibra AR (TREEDE, 1995).

As fibras C sao delgadas (0,4 - 1,2 um), ndo mielinizadas, e apresentam baixa
velocidade de condugdo (0,5 a 2 m/s), sendo conhecidas também como
“nociceptivas polimodais tipo C”, essas fibras conduzem sinais relacionados a dor
cronica, em geral, de uma reagao inflamatéria. Ao contrario, as fibras Ad sao
mielinizadas com diametro intermediario (2 - 6 um) e velocidade de conducao que
varia de 6 a 30 m/s, sendo responsaveis por conduzir sinais associados a dor aguda.
As fibras AB possuem maior didametro (> 10 um), sdo mielinizadas e exibem
conducgdo rapida do sinal variando de 30 - 100 m/s (MILLAN 1999). Somente as
fiboras AB nao conduzem informacao nociceptiva, sendo ativadas por estimulos de
baixa intensidade de natureza mecanica como: toque, vibracado e pressao (MENSE
1993, WOOLF, 1994).

A ativagdo dos nociceptores em resposta a estimulos nocivos leva a
despolarizacao e geragao de um potencial de agdo que se propaga ao longo de toda
a fibora (WOOLF & SALTER, 2000). Assim, quando um dano inicial (lesdo ou
induzido por inflamagéo) ativa os nociceptores locais, as fibras nervosas Ad e C
ficam sensibilizadas e assumem limiares de ativacao mais baixos. Estimulos nocivos
que resultam em uma sensagado de dor rapida, fina e bem localizada em geral

refletem a ativacdo de fibras Ad (que conduzem a designada dor priméria) e a



nocicepcgao difusa e lenta, em queimacao, é elicitada por fibras C (dor secundaria). A
dor visceral € Unica, no sentido de que ndo existem os componentes primario e
secundario. Ao contrario, a dor visceral freqientemente é pouco localizada, profunda
e lenta (JULIUS & BASBAUM, 2001).

Apo6s a interacao direta ou indireta com neur6nios de proje¢cao no corno dorsal,
0s axonios de neurdnios de segunda ordem formam tratos aferentes que transmitem
os impulsos nociceptivos para estruturas do tronco cerebral e diencéfalo, incluindo o
talamo, substancia cinzenta periaquedutal, regido parabraquial, formagao reticular
da medula, complexo amigdaléide, ndcleo septal e hipotdlamo, entre outras
(ALMEIDA e col., 2004).

O talamo desempenha um papel fundamental como regido responsavel pela
integragdo do impulso da dor. A partir do talamo, neurénios transmitem impulsos
para o cortex cerebral, onde ocorre o processamento que resulta em consciéncia da
dor (FURST, 1999). O talamo esta envolvido na recepcdo, integracdo e transferéncia
do potencial nociceptivo. As diferentes projecdes para seus nucleos e deles para o
cértex definem circuito funcional de processamento da dor. O nucleo
ventroposterolateral do talamo € reconhecido como o principal centro
somatossensorial, pois recebe estimulos in6cuos e nocivos de diferentes origens e
responsabiliza-se pelos aspectos de localizacao e intensidade da dor (WENG e col.,
2000). A divisdo posterior do nucleo ventromedial e o ndcleo posterior sdo partes
integrantes do sistema nociceptivo, estabelecendo conexdes com os cortices insular
e cingulado, responsaveis pelos aspectos cognitivos e afetivos da dor (TREEDE e
col, 1999).

A sensibilizacdo dos nociceptores acontece em decorréncia de estimulos
térmicos, mecanicos e quimicos, sendo estes responsaveis pela liberacao local de
diversos mediadores, que medeiam a transmissdo da informagdo ao SNC. Esses
mediadores podem ser liberados pelos neurdnios sensoriais e simpaticos e por
células nao neuronais como plaquetas, células sangliineas, mastocitos, células
endoteliais, fibroblastos e células de Schwann. Em um quadro crénico, ha também
participacdo de mediadores liberados a partir de células inflamatorias interferindo na
transmissao nociceptiva (BESSON, 1999).

Diversos mediadores tém sido propostos na génese e na transmissao da dor,

destacando-se entre eles, os metabdlitos derivados do acido araquiddnico,



peptideos, citocinas, 6xido nitrico (NO), adenosina trifosfato (ATP), entre outros.
Além destes, aminoacidos excitatérios e acetilcolina, por exemplo, podem ser
produzidos e liberados apds lesdo tecidual ou ainda por irritantes exégenos
(formalina e &cido acético). Estes mediadores podem atuar também em eventos que
ocorrem durante a transmissdo da dor, tanto no sistema nervoso periférico quanto
central (MILLAN, 1999; CALIXTO e col.,, 2000; PETERSEN-ZEITZ e BASBAUM,
1999; WOOLF e SALTER, 2000; JULIUS e BASBAUM, 2001).

2. Aspectos gerais da resposta inflamatéria

Inflamagéo pode ser definida como um conjunto de alteragbes bioquimicas e
celulares que ocorrem em resposta a estimulos inespecificos com proposito de

erradicar o agente agressor e proporcionar o reparo tecidual (HANSSON, 2005).

As reacdes inflamatérias podem ser caracterizadas por aumento do fluxo
sangliineo e aumento na permeabilidade vascular, seguida de dilatagdo venular e
acumulo de células do processo inflamatorio, caracterizando os quatro sinais tipicos
da presenga de inflamagéao: rubor, tumor, calor e dor. O quinto sinal da inflamagéo,
que é a perda da funcdo do tecido ou 6rgao lesado foi descrito posteriormente por
Virchow no século XIX (COTRAN e col., 2000).

As causas que levam a inflamacao sdo multiplas e de natureza variavel. Sao
reconhecidos os seguintes tipos de agentes inflamatérios: agentes biolégicos (como
bactérias, virus, protozoarios); agentes quimicos (como acidos, alcalis, formaldeido);
agentes fisicos (como calor excessivo, frio exagerado, radiagdo ultravioleta e
ionizante, eletricidade, traumatismos, fraturas, incisbes) e agentes imunes
(exposicdo a antigenos provocando ativacdo da resposta imunolégica do
hospedeiro).

De modo geral, a inflamacdo pode ser classificada em aguda e cronica
levando-se em conta o periodo de duracdo e caracteristicas patolégicas do sitio
inflamado. A inflamagéo aguda se estende de horas a dias, sendo caracterizada por
vasodilatacdo, exsudacdo plasmatica e migracdo de células para o sitio lesado.
Processos patolégicos causados pela exacerbacao de quadros inflamatérios agudos
estdo entre os maiores desafios de gerenciamento para anestesistas e profissionais

de cuidados intensivos. Sepse, traumas severos e grandes cirurgias séo exemplos



de situacdes que apresentam 0s principais componentes inflamatérios agudos. Por
outro lado, Artrite reumatoide, lupus eritematoso sistémico, asma, silicose e

aterosclerose sdo exemplos de doencas inflamatdrias crénicas.

As desordens crbnicas sao caracterizadas por longa duragdo (semanas,
meses ou anos) com inflamacédo ativa, destruicdo tecidual e tentativa de reparo
ocorrendo simultaneamente. Infiltracdo de células mononucleares e fibrose sao
caracteristicas histolégicas tipicas de inflamacgao crénica. (SHERWOOD e TOLIVER-
KINSKY, 2004). Além disso, em algumas situagdes inflamatorias cronicas a
formacdo do tecido granulomatoso mostra-se como uma das mais importantes
seqlielas de desfecho. O granuloma estrutura-se como um conjunto de células
inflamatorias, principalmente macrofagos e linfécitos, que estdo eventualmente
cercados por uma camada fibrética, formando um tecido como conseqiéncia de
uma resposta inflamatéria persistente (WUNN e CHEEVER, 1995).

Os componentes basicos de um processo inflamatorio envolvem eventos
vasculares e celulares, mediadores derivados de células e da ativacao plasmatica,
que produzem os sinais tipicos da inflamagao descritos anteriormente. As alteracoes
vasculares iniciam-se imediatamente e se desenvolvem durante as primeiras horas
apés o estimulo inflamatério. Elas consistem em vasodilatagdo, aumento do fluxo
sangliineo, aumento da permeabilidade vascular e exsudacdo de plasma
(WILLIAMS, 1983). Em condigdes normais a microcirculagdo apresenta baixissima
permeabilidade a macromoléculas. As proteinas plasmaticas circulam muito
lentamente entre sangue e tecidos e retornam ao sangue através dos vasos
linfaticos. Esta situacdao muda dramaticamente durante o processo inflamatério. A
microcirculagdo torna-se permedavel a macromoléculas e fluidos vindos do sangue,
causando edema tecidual (GILROY e col., 2004). Os eventos celulares sao
marcados pela saida das células circulantes da luz do vaso e a migracdo de
leucocitos para o sitio inflamatério. Esse fenébmeno segue algumas fases tipicas
como: captura, rolamento, adesdo firme e transmigracdo dos leucdcitos
(NOURSHARGH e MARELLI-BERG, 2005). Todas estas etapas do processo de
migracdo leucocitaria sdo dependentes da expressao pelos leucécitos e pelas
células endoteliais de moléculas denominadas moléculas de adesao e de
mediadores quimiotaticos (SPRINGER, 1994). A mobilizacdo adequada dos

leucocitos circulantes para o sitio inflamado € fundamental para a defesa do



organismo, ja que estas células podem desenvolver suas acoes de fagocitose e

destruicao de agentes patogénicos levando a resolugao do processo.

Nos estagios iniciais de uma resposta inflamatéria aguda, ha acumulo
predominante de neutréfilos, enquanto que as células mononucleares séao
observadas mais tardiamente durante a fase aguda, bem como nos processos
cronicos. A migracdo de eosindfilos também pode ocorrer em processos
inflamatorios, estando principalmente associada a processos alérgicos e infeccdes
parasitarias. Algumas das células envolvidas ja estdo presentes no tecido afetado
tais como: células endoteliais, células mesoteliais, mastocitos, eosindfilos,
macrofagos e alguns linfécitos (BROCHE e TELLADO, 2001; BOYTON e
OPENSHAW, 2002).

Diferentes células envolvidas na resposta inflamatéria sdo capazes de produzir
varios mediadores proé-inflamatérios e/ou nociceptivos como aminas vasoativas,
medidores lipidicos, citocinas e quimiocinas (VERRI e col., 2006). A liberagdo de
aminas vasoativas, histamina e serotonina, ocorre através da desgranulacao
mastocitaria apds estimulagdo antigeno-dependente ou estimulos ndo imunolégicos
tais como substancia P (HUA e col., 1996), neuroquinina A (JOSS e GEBBERS
1993), ATP extracelular (SUDO e col., 1996) dentre outros. Desta forma tais
mediadores estdo implicados tanto nos processos de nocicepg¢ao quanto no disparo
da reacgao alérgica (BESSON, 1997).

Os derivados da metabolizagdo do acido araquiddnico, prostaglandinas e
leucotrienos, produzidos respectivamente pelas enzimas ciclooxigenase e
lipooxigenase, mostram-se como importantes mediadores lipidicos atuante no
processo inflamatério (GONZALEZ-REY e col., 2007). Existem trés isoformas de
ciclooxigenases identificadas, a COX-1, a COX-2 e a COX-3, que se distinguem na

forma de expressao e atuacao em processos fisiopatolégicos (SENIOR, 2002).

Diferentes estudos descrevem que varias citocinas e quimiocinas induzem seus
efeitos sobre células do sistema imune ou do SNC por atuarem diretamente sobre
nociceptores periféricos (COUTAUX e col., 2005; OBREJA e col., 2002). Assim,
destacam-se: interferons, interleucinas, fator de necrose tumoral alfa (TNF-a),
fatores de crescimento e as quimiocinas. Dentre as quimiocinas, moléculas como

CCL3 (Macrophage Inflammatory Protein-1a, MIP-1a), CXCL8 (keratinocyte-derived



chemokine, KC) e CCL11 (eotaxina) exercem um importante papel no processo
inflamatério (OKAJIMA e HARADA, 2006; VERRI e col., 2006).

3. Farmacos utilizados no controle da dor e inflamacao

Atualmente, varios medicamentos para o controle da dor e inflamacao
encontram-se disponiveis para uso clinico, tais como analgésicos, dentre eles os

opidides, os antiinflamatorios esteroidais e os nao-esteroidais (AINE).

Os opidides possuem destacada acado central, desencadeando potente
analgesia associada a depressao das fungbes neurovegetativas e da consciéncia.
Somam-se a esta agdo analgésica as caracteristicas sedativas e hipnéticas,
tendéncia a produzir dependéncia psiquica e fisica, e producao de tolerancia, sendo
estes dois Ultimos fatores limitantes para uso em tratamentos prolongados
(OLIVEIRA, 2003; GILBERT e col., 2004).

Farmacos AINE sdo os medicamentos mais usados no alivio da dor e
inflamagé@o. Os AINE atualmente disponiveis agem, em sua maioria, inibindo a
atividade das COX-1 e COX-2, suprimindo assim, a sintese de prostaglandinas e
tromboxanos. Exemplos de AINE incluem o &acido acetil salicilico, que acetila
irreversivelmente a COX, e vérios outros tipos de &cidos organicos, como 0
ibuprofeno, derivado do acido propiénico, indometacina, derivado do &acido acético, e
o piroxicam, derivado do &cido endlico. Sendo que todos estes derivados de acidos
competem com o &cido araquidénico pelo sitio ativo da COX (BURIAN e
GEISSLINGER, 2005).

A COX-1 é expressa constitutivamente a sua inibicdo pelos AINE nao-
seletivos é a base dos efeitos colaterais observados com uso desses inibidores,
principalmente sobre o trato gastrointestinal. Por outro lado, a inibicao seletiva da
COX-2 esta envolvida na estratégia terapéutica de escolha para o tratamento de
condigbes inflamatérias (EL-ALWANI e col., 2006). A expressdao da COX-2 &
induzida por estimulantes inflamatoérios como o lipopolissacarideo (LPS) de bactérias
gram negativas, citocinas proinflamatoérias (IL-18 e TNF-a) e fatores de crescimento;
enquanto sua expressado € inibida por glicocorticéides e citocinas antiinflamatorias
(EL ALWANI e col., 2006). O rofecoxib e o celecoxib, farmacos da classe designada
coxibs, sdo exemplos de inibidores seletivos da COX-2 (HAWKEY, 2005).



Farmacos esteroidais e glicocorticoides possuem grande amplitude de acdes
farmacologicas, dentre elas, seus efeitos antiinflamatérios e imunosupressores,
agindo tanto nas manifestacdes iniciais quanto nas tardias do processo inflamatério
(ADCOCK & ITO, 2005). Tais substancias atingem seus efeitos principalmente
devido a inibicdo da migracao celular para a area afetada, através da supressao da
expressdao de moléculas de adesdo, ou da inducdo da sintese de uma proteina
inibidora de fosfolipase A2 (enzima responsavel pela liberagdo de &cido
araquidénico), a anexina-1 (também conhecida como lipocortina). Estes efeitos sdo
atingidos apés ativacao de receptores nucleares para glicocorticoides que regulam a
transcricdo de alguns genes de resposta primaria, incluindo os que expressam a
COX-2 e a 6xido nitrico sintase. O complexo esterdide-receptor também € capaz de
promover inibicdo da transcricdo de um grande numero de citocinas envolvidas na
inflamacéao crénica, destacando-se principalmente a interleucina-1 (IL-1) e o TNF-a.
Além disso, os corticosteréides podem ainda promover uma repressao da sintese
dos receptores de citocinas, como dos receptores da IL-2 (BARNES e ADCOK,
1993; FLOWER e ROTHWELL, 1994; VANE e BOTTING, 1998; MILLAN, 1999).

Ha diferentes outros mecanismos pelos quais substancias com propriedades
analgésicas e antiinflamatérias podem atingir seus efeitos, elas podem: 1) atuar
como falsos substratos: analogos de precursores naturais dos 4cidos graxos podem
servir de inibidores competitivos da formacdo de PGs e produtos da agédo das
lipoxigenases; 2) atuar como antagonistas de mediadores inflamatdérios; 3) bloquear
canais de calcio ou inibindo a calmodulina, diminuindo, assim, a liberagdo de acido
araquidénico e sua consequiente metabolizagdo; 4) inibir espécies reativas de
oxigénio e de nitrogénio e a peroxidacdo lipidica; 5) atuar também por
imunossupressao ou por imunoestimulagcdo, promovendo a fagocitose e assim,
ocasionando aumento da remocado de moléculas que provocam danos ao tecido
afetado.

Apesar destas classes de substancias apresentarem excelentes propriedades
antiinflamatérias (com excecdo dos opidides) e serem amplamente utilizadas na
terapéutica clinica, seu uso produz importantes efeitos colaterais. Tal fato encoraja a
busca por substancias com menos efeitos indesejaveis e com maior seletividade de
acao antiinflamatéria e/ou analgésica. Neste contexto, a investigacées envolvendo

plantas de nossa flora ganha papel de destague uma vez que varios medicamentos,



utilizados na pratica clinica atual, sdo derivados diretos ou sintetizados a partir de

substancias isoladas de plantas.

4. O uso de plantas medicinais e farmacos derivados de plantas

O uso popular de plantas medicinais acompanha o homem desde os
primordios da civilizagdo, sendo utilizadas no tratamento de diversas doencas e na
melhoria da qualidade de vida. Os primeiros registros do uso de plantas medicinais
datam de cerca de 3.000 anos a.C. O Papiro de Erbes, decifrado em 1873 por Georg
Erbes, representa o primeiro tratado médico conhecido que descreve a pratica da
fitoterapia (TESKE & TRENTINI, 1997).

Um grande interesse publico vem sendo direcionado para as terapias
naturais ao longo dos anos. Dentre as terapias de interesse, as plantas destacam-se
por apresentarem um ou varios principios ativos capazes de prevenir, mitigar ou
curar as doengas. Tais caracteristicas estimularam a Organizagao Mundial da Saude
(OMS) em 1978, a reconhecer oficialmente o uso de medicamentos fitoterapicos
com finalidade profilatica, curativa, paliativa ou para fins de diagnéstico (SALLE,
1996). A utilizacdo de plantas medicinais, tem ocorrido de forma indiscriminada, sem
nenhuma base cientifica sélida, recebendo um destaque exagerado como
indispensaveis a boa saude, a ponto de despertar preocupacdo por diferentes
profissionais. Mesmo assim, na atualidade, as plantas com propriedades medicinais
vém contribuindo de modo concreto para os cuidados bdésicos com a saude.
Estimativas atuais evidenciam que mais de 80% da populacdo dos paises em
desenvolvimento dependem da medicina popular ou de medicamentos a base de

plantas como fonte primaria de cuidados a saude (MS, 2009).

O interesse em medicamentos derivados de plantas superiores aumentou
expressivamente na ultima década. Atualmente, muitos farmacos comercializados
apresentam estruturas quimicas relacionadas a uma molécula extraida de alguma
espécie botanica de uso consagrado na medicina popular. Estima-se que em torno
de 25% de todos o0s medicamentos modernos sejam derivados, direta ou
indiretamente de plantas superiores (CALIXTO e col., 2000). Nesse contexto, a
importancia da investigacdo de plantas medicinais reside principalmente na

identificacao de prototipos, cuja atividade farmacolégica permita o desenvolvimento



de novos farmacos. No entanto, ainda existe um grande desafio a ser enfrentado
que é tornar um prot6tipo num farmaco apropriado para o uso terapéutico (BORRIS,
1996).

No Brasil, mesmo com o incentivo da industria farmacéutica para a
utilizacao de medicamentos industrializados, grande parte da populacdo ainda se
utiliza de praticas complementares para cuidar da saude. Cabe ressaltar que ainda
em algumas regides brasileiras, em especial na regido nordeste, 0 uso de
preparagdes caseiras com plantas medicinais possui importancia fundamental no
tratamento das enfermidades que afetam as populagdes de baixa renda. Sendo este
fato influenciado tanto pela grande deficiéncia na assisténcia médica, quanto pela
influéncia da transmissao oral dos habitos culturais e da disponibilidade da flora
(MATOS e col., 1989).

As acles publicas que fomentam agdes sobre produtos naturais aplicados a
saude, ganharam forca em 21 de maio de 1993, onde a Portaria numero 546 do
Ministério da Saude criou o Grupo Consumidor Técnico-Cientifico da Secretaria de
Vigilancia Sanitaria, com o intuito de estabelecer normas, controle de servigos,
controle de producédo, armazenagem e a utilizagdo de substancias e produtos
naturais (DI STASI, 1996). Com isso, a fitoterapia foi reconhecida como préatica do
sistema de saude no Brasil. Porém, apenas em 2006 o Ministério da Saude por meio
da portaria N® 971 da Politica Nacional de Praticas Integrativas e Complementares
(PNPIC) normatizou no Sistema Unico de Satide (SUS), o uso de plantas medicinais
e fitoterapia dentre outras praticas terapéuticas. Neste mesmo ano, o decreto N°
813, de 22 de junho aprovou a Politica Nacional de Plantas Medicinais e
Fitoterapicos, estabelecendo diretrizes e linhas prioritarias para o desenvolvimento
de agles voltadas a garantir o0 acesso seguro, 0 uso racional de plantas medicinais e
fitoterapico pela populagdo, bem como a utilizagéo sustentavel da biodiversidade em
nosso pais (MINISTERIO DA SAUDE, 2009).

Ainda que os medicamentos derivados de plantas tenham uma boa
aceitacdo pela populacdo e estejam presentes no mercado farmacéutico, apenas
uma pequena parcela das plantas medicinais possui dados cientificos que
comprovam sua eficacia e seu espectro toxicoldégico como garantia de qualidade do
produto. Como exemplos relevantes de medicamentos obtidos de plantas, podemos

mencionar a morfina (Papaver somniferum), a digoxina (Digitalis sp.), o taxol (Taxus



brevifolia), o quinino (casca da Chinchona sp), a vincristina e a vinblastina
(Catharanthus roseus), dentre outros (RATES, 2001). Assim, na terapéutica
moderna, as plantas medicinais fornecem o substrato para a producao de
compostos biologicamente ativos ou compostos passiveis de modificacbes e

otimizac¢des estruturais que dao origem a novas entidades quimicas.

Dentro deste contexto, o Brasil € um pais privilegiado, pois ocupa o primeiro
lugar dentre os 17 paises mais ricos do mundo em biodiversidade, possuindo cerca
de 20 % do total de espécies existentes no planeta (RATES, 2001). A imensa
variedade de espécies vegetais existentes sem duvida apresenta um importante
diferencial para o desenvolvimento de medicamentos (KATO e col., 2001). Dentro
desta imensa variedade de espécies encontram-se as plantas da Familia Fabaceae
conhecidas popularmente pela diversidade de aplicacdes e importancia econdmica,

como produgdo de alimentos, industria civil e paisagismo.

5. Consideracoes sobre a Familia Fabaceae, o género Bowdichia e
espécie Bowdichia virgilioides

A familia Fabaceae mostra-se como uma das maiores familias botanicas,
sendo a terceira maior familia das angiospermas, ocorrendo em diferentes tipos de
habitats, incluindo areas tropicais, subtropicais e temperadas. Os representantes
desta familia estao distribuidos em mais de 650 géneros e aproximadamente 18.000
espécies com habitos variados, podendo ser herbaceas, trepadeiras, arbustivas ou
arboreas (HEYHOOD, 1996).

As Fabaceae estdo subdivididas em 3 subfamilias, a saber: Faboideae, que
se apresenta como maior subfamilia, possuindo cerca de 429 géneros e 12.615
espécies, seguida por Caesalpinioideae com cerca de 150 géneros e 2.700 espécies
e Mimosoideae com 40 géneros e aproximadamente 2.500 especies (KUMAR e
SINGHAL, 2009).

A familia Fabaceae vem despontando nos ultimos anos como fonte
promissora de espécies com atividade terapéutica. Plantas do género Bowdichia,
subfamilia Faboideae, sédo tradicionalmente utilizadas para tratar diversos disturbios,
incluindo reumatismo, dor, Ulceras de pele, diabetes, herpes, gonorréia, disenteria,

ictericia, asma, infeccao brénquica e como abortiva (CALIXTO e col., 1998).



O género Bowdichia mostra-se constituido por 19 espécies, onde somente
duas foram estudadas do ponto de vista quimico e farmacol6gico: Bowdichia nitida e
Bowdichia virgilioides. Recentes estudos fitoquimicos com a espécie B. nitida
revelaram a presenga de alcalbides, xantonas, triterpendides e isoflavonéides com
importantes atividades bioldgicas, incluindo atividade anti-cancer e anti-parasitaria
(MATSUNO e col., 2008; 2009).

Bowdichia virgilioides € uma arvore de casca grossa e fendilhada, atinge até
20 metros de altura, apresentando tronco com didmetro maximo de 60 cm. Possui
folhas compostas, pinadas, com foliolos pubencentes. A flor com corola lilas confere
um aspecto ornamental e apicola a arvore, que floresce entre os meses de outubro e
dezembro. Os frutos sdo legumes com 3 a 5 cm de comprimento, indiescentes,
achatados, contendo pequenas sementes apresentando coloracdo avermelhada
(fotos 1-4). Esta espécie ocorre em varios paises da América Latina, sendo que no
Brasil, encontra-se distribuida pelas Regides Sudeste, Centro Oeste, Norte e
Nordeste. Nesta Ultima regido, € popularmente conhecida como “sucupira”,
“sucupira-do-cerrado”, “sucupira-do-campo”, “angelim-amargoso” e “coracao-de-
negro” (ALMEIDA e col., 1998).

O uso medicinal da espécie Bowdichia virgilioides emprega infusdes obtidas a
partir de diferentes partes da planta (semente, casca da arvore e casca da raiz) para
o tratamento da dor, artrite, reumatismo, diabetes, dermatoses, infeccdes bucais e
inflamacodes. Entretanto, Bowdichia virgilioides que € encontrada pelo nordeste
brasileiro e amplamente empregada na medicina popular regional para diferentes
finalidades, ndo possui registro de estudos criterioso sobre atividades bioldgicas,

tornando-se alvo em potencial a investigacao cientifica.
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JUSTIFICATIVA




Nos Ultimos anos, as plantas com propriedades medicinais tém recebido
muita atencao tanto por parte da comunidade cientifica, quanto pelas industrias
farmacéuticas. Apesar da grande aceitacdo e seu extenso uso terapéutico pela
populagdo em geral, principalmente a de baixa renda, as plantas medicinais tém sido
relativamente pouco avaliadas do ponto de vista cientifico, sendo, dessa forma,
necessarios estudos mais detalhados no sentido de verificar e assegurar sua

qualidade, seguranca e eficacia.

Os produtos naturais apresentam-se como fonte de compostos com potencial
atividade biologica, assim, a descoberta de protétipos para o desenvolvimento de
novos farmacos ou de novos agentes terapéuticos, representa uma possibilidade
para o tratamento de diferentes disturbios inflamatérios e associados a dor, podendo

determinar uma melhor qualidade de vida para os pacientes.

Dessa maneira, a importancia deste estudo, se justifica na confirmacao das
propriedades analgésicas e antiinflamatoria da espécie Bowdichia virgilioides, tendo
como base o seu emprego na medicina popular. Estudos complementares foram
realizados com o objetivo de esclarecer os possiveis mecanismos de acao

envolvidos e validar seu uso popular.



OBJETIVO




Objetivo geral

No presente trabalho objetivamos avaliar a atividade antinociceptiva e
antiinflamatéria do extrato aquoso bruto da casca de Bowdichia virgilioides em
diferentes modelos experimentais, bem como, investigar possiveis mecanismos de

acao envolvidos nestes efeitos.

Objetivos especificos

1. Avaliar o efeito antinociceptivo do extrato aquoso bruto da casca de B.

virgilioides utilizando diferentes modelos experimentais para o estudo da dor.

2. Avaliar o efeito antiinflamatério do extrato aquoso bruto da casca de B.

virgilioides no modelo de pleurisia induzido por diferentes.

3. Avaliar a influéncia do extrato aquoso bruto da casca de B. virgilioides no

modelo de inflamacgao crénica induzido por implante de algodao.

4. Avaliar a influéncia do extrato aquoso bruto da casca de B. virgilioides sobre a

resposta imune inespecifica in vivo.

5. Realizar ensaios preliminares de toxicologia para avaliar o potencial téxico do

extrato aquoso bruto da casca de B. virgilioides.



MATERIAL E METODOS




1. Animais

Foram utilizados camundongos Swiss adultos de ambos os sexos (18 a 22 g),
provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de Alagoas (UFAL). Os
animais foram mantidos em condi¢ées controladas de temperatura (22 = 2°C) e
luminosidade (ciclo claro/escuro de 12 horas) com livre acesso a ragao e agua antes
dos experimentos. Os animais permaneceram no laboratério para sua adaptagao por
um periodo de pelo menos 1 hora (h) antes da realizacdo dos experimentos. Todos
os experimentos foram aprovados e estdo de acordo com as normas do Comité de
Etica Institucional da UFAL (Protocolo n® 23065.12614/2006-89).

2. Material vegetal e preparo do extrato

Amostras de Bowdichia virgilioides foram coletadas no Arboretum da UFAL,
Campus A.C. Simdes nos meses de margo, junho, setembro e dezembro do ano de
2006. A espeécie foi taxonomicamente identificada pela Profa. Rosangela P. Lyra
Lemos, sendo a exsicata da espécie depositada no Herbario do Instituto do Meio
Ambiente de Alagoas (IMA) sob n® MAC29914.

A obtencdo do extrato aquoso da casca de B. virgilioides, denominado de
EABv, seguiu o preparo utilizado na medicina popular. As cascas de B. virgilioides
foram secas a temperatura ambiente e depois triturada, o pd (30 gramas) foi
colocado em um vasilhame contendo 500 mL de agua a temperatura de 100°C, a
seguir o recipiente foi fechado permanecendo em repouso para resfriar a
temperatura ambiente por 6 h. A seguir, a solucdo foi filtrada e posteriormente
liofilizada.

3. Avaliacao da atividade antinociceptiva
3.1. Teste de contorcao abdominal induzida por acido acético

A resposta nociceptiva foi induzida pela injecao intraperitoneal (i.p.) de acido
acético 0.8 % diluido em agua. O total de contorcbes abdominais foi registrado
durante 10 minutos, tendo-se iniciado o registro da contagem 5 minutos apds a

injecdo do acido acético. O tratamento com EABv (0,1 - 400 mg/kg), solugdes salina



(NaCl, 0,9 %) ou indometacina (20 mg/kg), foi feito por via oral (v.0.) ou i.p. por 1 ou

até 8 h antes do estimulo algico.

3.2 Testes de formalina

Neste modelo os animais receberam uma injecao intraplantar (i.pl) contendo
10 ul de solugéo de formalina a 2,5 % na pata posterior direita. Logo apds a injegao
da formalina, os animais foram colocados individualmente, sob funil de vidro
invertido para facilitar a observacao. O tempo que animal permaneceu lambendo ou
mordendo a pata injetada com formalina foi avaliado durante 30 min, sendo este
periodo considerado indicativo de nocicepcdo. Este modelo permite avaliar duas
fases de sensibilidade dolorosa: a primeira fase, que ocorre durante os primeiros 5
minutos apos a injecdo de formalina (dor de origem neurogénica), e a segunda fase,
que ocorre entre 15 a 30 minutos apds a formalina, representando a dor inflamatéria.
Uma hora antes do estimulo nociceptivo os animais foram pré-tratados (v.0.) com
EABv (200 mg/kg), salina ou indometacina (20 mg/kg) (HUNSKAAR e HOLE, 1987).

3.3 Testes da placa quente

Os camundongos foram colocados sobre uma placa de metal aquecida (54 +
1 °C) e a resposta ao estimulo térmico, ato de saltar ou lamber uma das patas
posteriores, foi registrado como tempo de laténcia. Foi adotado um cut-off (o tempo
maximo de permanéncia do animal sobre a placa) de 30 segundos para preservar o
animal de possiveis lesbes causadas pela exposicdo a tempos superiores. Os
animais foram pré-tratados com EABv (400 mg/kg, v.0), salina ou morfina (5 mg/kg,
i.p.), € as medidas do tempo de laténcia registradas nos seguintes intervalos de
tempo (30, 60, 120 e 480 min).

4. Avaliacao da atividade antiinflamatoria
4.1. Pleurisia induzida por carragenina

A pleurisia foi induzida pela injec&o intratoracica (i.t.) de 0,1 mL de uma
suspensdo de carragenina 1 % diluida em salina estéril. Animais controles

receberam o mesmo volume do veiculo. Quatro horas apds estimulo os animais



foram sacrificados em camara de CO. e tiveram a cavidade pleural aberta, lavada
com 1 mL de solucdo de PBS (1X) contendo EDTA (10 mM) e volume recuperado
com o auxilio de pipeta automatica para posterior analise do contetudo total de
proteina pelo método de Bradford (BRADFORD, 1976) e de células em camara de
Neubauer e citocentrifugado. Os animais foram pré-tratados com EABv (10 mg/kg,
i.p.) ou salina uma hora antes da aplicagao do agente inflamatério.

4.2. Pleurisia alérgica

Para este modelo os animais foram sensibilizados através da injecao
subcuténea (s.c.) dorsal de uma mistura contendo ovoalbumina (OVA, 50 ug) e
hidroxido de aluminio (Al(OH)s, 5 mg) em volume final de 0,2 mL. Apds 14 dias do
processo de sensibilizagdo os animais foram desafiados através da injecao
intratoracica de OVA na concentracdo de 12 pg/cavidade, dissolvida em salina
estéril em volume final de 0,1 mL. Foram usados como controles negativos os
animais sensibilizados desafiados com salina. Nos grupos experimentais, 0os animais
receberam injecao do EABv (10 mg/Kg, i.p.) ou dexametasona (1 mg/kg, i.p.) no
tempo de 1 hora antes do desafio. Os animais foram sacrificados em camara de CO,
em diferentes tempos apds o estimulo. A cavidade pleural foi lavada com 1 mL de
PBS (1X) contendo EDTA (10 mM) e o lavado foi recuperado com o auxilio de pipeta
automatica para posterior analise do conteudo total de proteina pelo método de
Bradford (BRADFORD, 1976) e de células em céamara de Neubauer e

citocentrifugado.

4.3. Quantificacao de proteina

A quantidade de proteina total da cavidade pleural foi avaliada 30 min apés a
injecdo i.pl. com salina ou estimulo. O lavado pleural recuperado foi centrifugado a
770 x g por 10 min e do sobrenadante livre de células foi quantificado o conteudo
protéico pelo método de Bradford (BRADFORD, 1976) com o auxilio de um
espectrofotdmetro em comprimento de onda de 595nm.



4.4 Avaliacoes dos leucdcitos

O numero total de leucdcito recolhido no lavado pleural foi avaliado através da
contagem em camara de Neubauer em microscopio éptico. As amostras foram
diluidas (40X) em liquido de Turk. A contagem diferencial dos leucécitos foi feita em
citocentrifugado corados pelo método de Pandético rapido. As contagens da andlise
diferencial foram realizadas em microscopio 6ptico com a objetiva de imersao onde

se contou 100 células por lamina.

4.5. Quantificacao do RNA mensageiro de proteinas inflamatdrias

Com o objetivo de verificar o efeito dos extratos sobre a indugdo de proteinas
envolvidas na modulagédo da inflamacgao alérgica, foram avaliados os niveis do RNA
mensageiro (RNAm) para duas proteinas: IL-5 e CCL11 (eotaxina). Para tanto,
células foram recolhidas do sitio inflamatério em condigbes livres de RNAse.
Posteriormente, as amostras foram homogeneizadas e o RNA total extraido
utilizando reagente TRIzol. A transcrigao reversa (RT) foi realizada com 2 pg de RNA
total, utilizando OLIGO DT como primer (0,05 pg), RT (50 Ul), dNTP (144 uM),
tampao de reacao (DTT 10 mM, MgCl, 3 mM, KCI 75 mM e Tris-HCI 50 mM em pH
8,3) e 2 U de RNAsin Plus, em volume final de 12,5 pl. Para obtencao do DNA
complementar (cDNA) as amostras foram aquecidas por 5 min a 70 °C, resfriadas a
4 °C por 5 min e mantidas a 25 °C durante a adicdo da enzima RT. Apds a adigdo da
enzima, as amostras foram mantidas a 37 °C por 60 min, 70 °C por 5 min e
resfriadas a 4 °C por 5 min. A amplificagdo do cDNA de seqliéncias de interesse foi
obtida por PCR utilizando seus respectivos primers sense (IL-5: 5-TCA TAA AAA
TCA CCA GCT ATG C-3° e CCL11: 5-GCT CAC CCA GGC TCC ATC-3') e
antisense (IL-5: 5- TTG GAA TAG CAT TTC CAC AGT -3’ e CCL11: 5-TGT TGT
TGG TGA TTC TTT TGT AGC-3"). Para esta reagao, aliquotas de 2 ul do RT foram
adicionadas e um tampao contendo: TRIS-HCL 10 mM (pH 9), MgCl> 1 mM, dNTP
200 pM, 300 nM de cada primer e 5 U de Taq polimerase, em um volume final de 30
pl. Aliquotas de 5 ul de cada amostra sera analisada em gel Tris/borato/EDTA
(TBE)-poliacrilamida 6% e coradas com nitrato de prata. As andlises quantitativas
foram realizadas em relacdo a banda da B-actina (sence: 5-GCT ATC CAG AAA
ACC CCT CA 3’ e antisense: 5’- GCG GGT GGA ACT GTG TTA C-3)



4.6. Estimulacao antigénica tecidual in vitro

Fragmentos da hipoderme dorsal provenientes de animais sensibilizados
foram removidos, lavados em liquido nutritivo de Tyrode, colocados em placa de 24
poc¢os e posteriormente incubados com OVA (300 pg/ml) ou meio RPMI 1640 por 15
min em estufa de CO.. O tratamento constitui da pré-incubagdo com EABv (10 ou 50
png/mL Em seguida, a placa foi centrifugada a 150 x g por 10 min e 0 sobrenadante
recolhido para posterior quantificacao de histamina liberada por espectrofluorimetria
segundo Shore (1959). Os fragmentos de tecido foram colocados para secar em
estufa (40 °C) para obtencao dos valores de peso seco (mg) (CARVALHO e col.,
2006).

Para quantificacdo de histamina aliquotas 0,02 ml foram adicionadas a igual
volume de acido perclérico (HCLO4, 0,8 N) e centrifugado a 850 x g durante 10
minutos. Fragbes deste sobrenadante foram misturados sequencialmente com &cido
cloridrico (HCL, 0,1 N) hidréxio de sédio (NAOH, 0,8 N), o-ftaldialdeido (OPT, 0,1%)
e acido cloridrico (HCL, 3 N) As leituras foram feitas com auxilio de um
espectrofluorimetro (360 nm e leitura a 450 nm

4.7. Formacao de granuloma por implante de algodao

Em condicbes assépticas e sob anestesia com tiopental sédico (40 mg/kg, i.p)
efetuou-se incisdo longitudinal dorsal (1 cm) em cada animal e implantou-se,
mediante divulsdo do tecido subcutaneo, um disco de algodao branco pesando 10
mg. Os discos de algodao foram previamente esterilizados por autoclavagem em
lotes de dez unidades, e, imediatamente antes do implante, foram tratados com 0,4
mL de solugdo aquosa de penicilina a 5%. O tratamento com o EABv (10 mg/kg,
i.p.), salina ou dexametasona (1 mg/kg, i.p.) foi iniciado no dia seguinte e mantido
durante sete dias consecutivos. No 8° dia, os animais foram sacrificados em camara
de CO: e o tecido granulomatoso removido e seco a 37 °C por 6 horas para posterior
pesagem. Em seguida, foi determinado a massa bruta em balanga analitica, sendo a
massa do granuloma calculada pela diferenga entre a massa seca inicial (10 mg) e a

massa final.



4.8. Avaliacao da imunidade inespecifica

Para avaliagdo preliminar da imunidade inespecifica in vivo foi utilizado o
modelo de formagdo de granuloma descrito anteriormente. Neste modelo, animais
que receberam algodao no subcutaneo apresentaram no 8° dia ap6s implante um
intenso aumento no peso do linfonodo braquial. O tratamento com o EABv (10
mg/kg, i.p.), salina ou dexametasona (1 mg/kg, i.p.) foi iniciado no dia seguinte e
mantido durante sete dias consecutivos. Apdés 24 h do ultimo tratamento, foram
retirados os linfonodos braquiais de cada animal em seguida pesado e macerado em
uma solugao de PBS (1X) e EDTA (10 mM). As amostras foram recolhidas e diluidas
(60X) em liquido de Tirk para avaliar o numero total de linfocitos através da
contagem em camara de Neubauer com auxilio do microscopio 6ptico. Animais

operados e que nao receberam implante (SHAM) foram usados como controle.

Em outro experimento, animais foram submetidos ao modelo de peritonite
induzida por zimosan. O zimosan € uma preparacao de células de levedura
(Saccharomyces cerevisiae) que induz ao processo de fagocitose. A incorporacao
do zimosan pelos leucécitos é classificada como uma fagocitose nao especifica,
sendo esta nao-especificidade distinta da incorporacdo de antigenos mediada por
receptores de superficie (CARVALHO e col.,, 2000). Neste modelo, animais
receberam injecao de zimosan (2 mg, i.p.) diluida em salina estéril. Quatro horas
apos estimulo os animais foram sacrificados camara de CO. e tiveram a cavidade
peritoneal aberta, lavada com 3 mL de solucdo de PBS (1X) contendo EDTA (10
mM) e volume recuperado com o auxilio de pipeta automatica para posterior analise
de células totais em camara de Neubauer. Para avaliar o indice de fagocitose de
particulas de zimosan, foi preparado um citocentrifugado de aliquotas do lavado
peritoneal corado pelo método de May-Grunwald-Giemsa. Utilizando microscopio
optico foram contadas 100 células por lamina analisando-se quantas células
fagocitaram acima de 3 particulas de zimosan, representando a taxa de fagocitose.
Os animais foram pré-tratados com EABv (10 mg/kg, i.p.) € o grupo controle recebeu

salina 1 hora antes da injecdo com zimosan.



4.9. Avaliacao do perfil de toxicidade Aguda

A toxicidade aguda foi avaliada através da administragcdo do extrato aquoso
por via i.p. no volume de 0,2 mL/cavidade durante 7 dias na dose de 100 mg/kg. Os
parametros observados diariamente neste periodo foram: morte, variagées de peso,
variagdo comportamental, contagem total de leucécitos no sangue e medula. A
analise diferencial das células do sangue foi realizada por esfregaco corado segundo
May-Grunwald-Giemsa, enquanto andlise diferencial da medula foi realizada em
citocentrifugados corados pelo mesmo metodo. Foram contados os neutrdfilos,
eosindfilos, linfécitos € mondcitos em um total de 100 células por lamina. O grupo

controle foi tratado por via i.p. com mesmo volume de salina.

5. Analise estatistica

Os resultados obtidos foram analisados através do teste de andlise de
variancia do teste t (ANOVA), seguido do teste estatistico one-way de Newman-
Keuls-Student. Os dados foram expressos como a média + erro padrao da média
(EPM.) de no minimo 6 animais, onde os valores de P<0,05 foram considerados

estatisticamente significantes.



RESULTADOS




1. Analise da atividade antinociceptiva do extrato aquoso bruto da casca de
Bowdichia virgilioides (EABV)

1.1. Efeito do EABvV na nocicepcao induzida por injecao intraperitoneal
de acido acético

A contor¢do abdominal observada apds a injecdo do acido acético ocorre
devido a irritagdo quimica na cavidade peritoneal. Embora seja um modelo de
nocicepgao de facil execucdo, ele permite avaliar a atividade antinociceptiva de
varias substancias que atuam tanto em nivel central como a morfina, quanto
periférico como os AINES (SHINDE e col., 1999). Por se tratar de um método de facil
execugao, econdmico e que fornece resultados rapidos, este modelo foi o primeiro

passo no estudo da atividade antinocicetiva do EABVv.

Conforme apresentado na tabela 1, o pré-tratamento dos animais por 1 hora
com EABv (50, 100, 200 e 400 mg/kg, v.0.) foi capaz de produzir uma inibigcdo
significativa das contor¢gées abdominais induzidas pelo acido acético nas doses de
200 e 400 mg/kg, representando uma reducdo, quando comparado ao grupo
controle, de 61,4 % e 74,0 %, respectivamente. De modo semelhante, a

indometacina (20 mg/kg, v.0.) apresentou inibicdo de 84,9 %.

Com proposito de avaliar um possivel envolvimento do sistema opidide sobre
a antinocicepcao induzida pelo EABv, os animais receberam um tratamento prévio
com naloxona (5 mg/kg, i.p.) 30 min antes da administragdo do extrato (400 mg/kg,
v.0.). O resultado mostrou que o pré-tratamento com naloxona nao reverteu o efeito
do EABv, sugerindo que o sistema opidide ndo esteja envolvidos nas acdes

antinociceptivas do EABv.



Tabela 1. Efeito do extrato aquoso de B. virgilioides na nocicep¢ao induzida por

acido acético em camundongos.

Grupo Dose (mg/kg) Numero de contorcdes Inibicdo (%)

Controle - 35,8+3,2 -

50 34,0+45 5,0

100 25,3+3,9 29,3
EABv

200 13,8 £4,5** 61,4

400 9,3+4,1* 74,0
Indometacina 20 5,4+ 3,6 *** 84,9
Naloxona + EABv 5+ 400 10,8 + 3,6 *** 69,8

Grupo controle recebeu solugdo salina como tratamento. O EABv nas diferentes
doses foi administrado por via oral 1 h antes do acido acético. Naloxona (5 mg/kg,
i.p.) foi injetado 30 min antes do EABv. Cada valor representa a média £+ EPM (n =
6). As diferencas estatisticas foram determinadas pela analise de variancia (ANOVA)
seguida pelo teste de Student-Newman-Keuls. (*) denota nivel de significancia

comparado ao grupo controle. **P<0,01 e ***P<0,001.



Buscando avaliar a duragdo do efeito antinociceptivo induzido pelo EABv, os
animais foram submetidos ao estimulo algico com &cido acético em diferentes
tempos (30, 60, 120, 240 e 480 min) apds tratamento com extrato. Como mostrado
na figura 1, o tratamento com EABv (200 mg/kg, v.o.) revelou um efeito
antinociceptivo ja em 30 min, mostrando-se maximo em 60 min e mantendo-se
assim por no minimo até 4 h ap6s estimulo. No tempo de 8 h apds o estimulo algico

o extrato néo foi capaz de apresentar efeito antinociceptivo.
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Figura 1. Duragdo do efeito antinociceptivo do EABv. O numero de contorgdes
abdominais foi registrado em diferentes intervalos de tempo apés tratamento com
extrato (200 mg/kg, v.0.). Animais controles receberam tratamento com salina. Cada
ponto representa a média £+ EPM de 6 animais. As diferencas estatisticas foram
detectadas com ANOVA seguidos com o teste de Newmann-Keuls-Studant. (*)

denota nivel de significaAncia comparado ao grupo controle. **P<0,01 e ***P<0,001.



Interessados em saber se a propriedade antinociceptiva do EABv permanecia
presente ao longo do ano, cascas foram coletadas em diferentes meses (marco,
junho, setembro e dezembro) para que fosse feito o extrato aquoso. Conforme
apresentado na tabela 2, podemos observar que apenas nas doses de 200 e 400
mg/kg houve atividade antinociceptiva diferente estatisticamente do respectivo grupo
controle, indicando que o perfil de resposta ndao variou quando os extratos foram

feitos com cascas coletadas em diferentes meses ao longo do ano.

Tabela 2. Efeito da sazonalidade no efeito antinociceptivo do extrato aquoso de B.

virgilioides na contor¢ao induzida por acido acético em camundongos.

Grupos
Controle EABv (mg/kg, v.0.)
Més do Ano 50 100 200 400
Margo 346+3,0 312+35 242+36 129+42"™ 96+3,6™
Junho 344+28 32021 238+32 18,0+6,4"™ 12,6+3,4""
Setembro 323+34 30,132 253%21 19,7+23" 10,3+4,2*
Dezembro 336+33 308+21 224+28 145+35" 11,2+3,8*

O EABVv ou salina foram administrados por via oral 1 h antes do acido acético. Cada
valor representa a média + EPM (n = 6). As diferencas estatisticas foram
determinadas pela analise de variancia (ANOVA) seguida pelo teste de Student-
Newman-Keuls. (*) denota nivel de significAncia comparado ao respectivo grupo

controle. **P<0,01 e ***P<0,001



1.2. Efeito do EABvV na nocicepcao induzida pela placa quente

Realizou-se o teste da placa quente para avaliar a reagdo nociceptiva em
resposta ao estimulo térmico manifestada por reflexo de retirada de pata. Como
parametro avaliado, observou-se o tempo (em segundos) que o animal apresentou
comportamento tipico (saltar ou lamber uma das patas posteriores) como resposta
nociva. Como apresentado na figura 2, os animais pré-tratados com EABv (400
mg/kg, v.0.) ndo apresentaram diferenca significativa no tempo laténcia quando
comparado ao grupo de animais tratados com salina (0,9% NaCl) até 8 h apos
tratamento. Entretanto, o grupo tratado com morfina (5 mg/kg, i.p.) revelou um

aumento significativo no tempo de laténcia que iniciou em 30 min e permaneceu por
até 480 min.
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Figura 2. Efeito do EABv no modelo de placa quente. A resposta foi analisada nos
tempos de 0, 30, 60, 120 e 480 min apds administracdo de salina, AEBv (400 mg/kg,
v.0.) ou morfina (5 mg/kg, i.p.). Os resultados foram representados pela média +
EPM de 6 animais. As diferencas estatisticas foram detectadas com ANOVA
seguidos com o teste de Newmann-Keuls-Studant. (*) denota nivel de significancia
comparado ao grupo salina. * P<0,05 e **P<0,01.



1.3. Efeito do EABvV na nocicepcao induzida pela formalina

Como mostrado na figura 3, o tratamento por via oral com o EABv (200
mg/kg) néo foi capaz de interferir com a resposta nociceptiva na fase neurogénica (0
a 5 min). Entretanto, este mesmo tratamento foi capaz de inibir de maneira
significativa a nocicepgao na fase inflamatéria (15 a 30 min) induzida por formalina,
sendo esta inibicdo de aproximadamente 58 % quando comparado ao controle
tratado com salina. Vale destacar que os animais que receberem indometacina (20
mg/kg, v.0.) também apresentaram perfil de acdo semelhante ao extrato neste teste,
ou seja, animais tratados com indometacina nao exibiram alteracdo significativa da
resposta nociceptiva na fase neurogénica (0 a 5 min), porém a dor inflamatéria (15 a

30 min) foi completamente suprimida.
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Figura 3. Efeito do tratamento com EABv sobre a nocicepg¢do induzida por formalina.
Os animais foram tratados por via oral com EABv (200 mg/kg), salina ou
indometacina (20 mg/kg) e a nocicep¢ao medida de 0-5 min (na primeira fase) e de
15-30 min (na segunda fase) apds a injecao i.pl. de formalina. Os resultados foram
representados pela média + EPM de 6 animais. As diferencas estatisticas foram
detectadas com ANOVA seguidos com o teste de Newmann-Keuls-Studant. (*)
denota nivel de significAncia comparado ao grupo salina da respectiva fase.
“**P<0,001.



1.4. Efeito do EABv por v.o. ou i.p. na nocicepcao induzida por acido
acético

Como apresentado na figura 4, comparamos o efeito antinociceptivo do EABv
quando administrado por via oral ou intraperitoneal no modelo de contorgéo
abdominal induzida por acido acético. Para isso, os animais foram tratados com
EABv em diferentes doses no tempo de 1 hora antes da injegdo com estimulo algico.
Quando o EABv foi administrado por via oral apenas as doses de 200 e 400 mg/kg
foram capazes de inibir as contor¢ées abdominais de modo significativo. No entanto,
o extrato por via i.p. apresentou a partir da dose 10 mg/kg uma supressao dose
dependente na resposta nociceptiva induzida por acido acético. Os grupos controles
foram injetados por via i.p. com salina ou indometacina (20 mg/kg). De maneira
semelhante ao observado anteriormente, o tratamento com indometacina foi capaz
de inibir de maneira significativa a nocicep¢ao induzida por acido acético quando
comparado ao controle tratado com salina.
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Figura 4. Efeito antinociceptivo do EABv quando administrado por v.0. ou i.p. no
modelo de contor¢cdo induzido por acido acético. Animais controles receberam
tratamento com salina ou indometacina (20 mg/kg, i.p.). Cada ponto representa a
média £ EPM de 6 animais. As diferencas estatisticas foram detectadas com ANOVA
seguidos com o teste de Newmann-Keuls-Studant. (*) denota nivel de significancia

comparado ao grupo salina. **P<0,01 e ***P<0,001.



2. Anadlise da atividade antiinflamatoéria do extrato aquoso bruto da casca de
Bowdichia virgilioides (EABV)

2.1. Efeito do EABvV na inflamacao induzida por carragenina

Com propoésito de avaliar o efeito do EABv sobre o processo inflamatério,
utilizamos inicialmente o modelo de pleurisia induzida por carragenina. Neste
modelo, verificamos inicialmente que os animais estimulados com carragenina (1%)
exibiram um aumento na exsudagao plasmatica para o espaco pleural quando
comparado ao grupo controle injetado com salina (figura 5A). Entretanto, o pré-
tratamento com EABv (10 mg/kg, i.p.) mostrou-se ineficaz em inibir o
extravasamento de proteina no tempo de 4 h apos injecdo de carragenina (figura
5A). A dexametasona (1 mg/kg, i.p.) injetada 1 h antes do estimulo inflamatério foi

capaz de suprimir o extravasamento protéico induzido por carragenina.

Neste mesmo experimento, verificamos que a injecdo intratoracica de
carragenina induziu, no tempo de 4 h, um aumento significativo no acumulo de
neutrofilos para o espago pleural quando comparado ao grupo injetado com salina
(Figura 5B), sendo esta neutrofilia inibida pelo tratamento prévio com EABv (10
mg/kg, i.p.). Aléem disso, cabe destacar que administracdo de dexametasona (1
mg/kg, i.p.) suprimiu o acumulo de neutréfilos induzidos por carragenina (Figura 5B).



[ Salina
Carragenina

Proteina total (mg/cav)
i

0-
EABv (mg/kg)

Dexa (mg/kg) - - 1

e T 2 9

Neutréfilos (x10%/cav)
©
(3, ]

0.0-
EABv (mg/kg)

Dexa (mg/kg) - - 1

Figura 5. Efeito do EABv sobre a pleurisia induzida por carragenina. Os animais
foram injetados com salina ou carragenina (1 %, i.t.) e sacrificados apoés 4 h. O
grafico A representa o acumulo total de proteina na cavidade pleural e B representa
o total de neutréfilos recrutados para cavidade apés injecdo com carragenina. Dexa
representa animais pré-tratados com dexametasona (1mg/kg, i.p.) 1 h antes do
estimulo. Os resultados foram representados pela média + EPM de 6 animais. As
diferengas estatisticas foram detectadas com ANOVA seguidos com o teste de
Newmann-Keuls-Studant. *P<0,001 denota nivel de significancia comparado ao
grupo salina. ***P<0,001 denota nivel de significAncia comparado ao grupo

carragenina.



2.2. Efeito do EABvV na inflamacao induzida por antigeno

Dando continuidade ao trabalho, avaliamos a atividade do EABv sobre a
inflamagé@o alérgica pleural. Neste modelo, os camundongos foram ativamente
sensibilizados e 14 dias apods, desafiados intratoracicamente com OVA (12
pg/cavidade). No grupo controle os animais sensibilizados foram desafiados com
salina estéril. Como apresentado na figura 6, os animais sensibilizados que
receberam OVA apresentaram um intenso acumulo de proteina na cavidade em 30
min quando comparado ao grupo controle estimulado com salina. Verificamos que o
tratamento prévio com EABv (10 mg/kg, i.p.) foi capaz de inibir de modo significativo
o extravasamento plasmatico (Figura 6). N6s notamos também que a dexametasona
(1 mg/kg, i.p.) foi capaz de produzir uma inibigdo do acumulo de proteina induzido

por antigeno.
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Figura 6. Efeito do EABv sobre o acumulo de proteina induzida por antigeno em
animais sensibilizados. Os animais foram sensibilizados e ap6s 14 dias desafiados
com OVA (12 g, i.t.). Apés 30 min do estimulo, o lavado pleural foi recolhido e
aliquotas foram retiradas para dosagem de proteina. Dexa representa animais pré-
tratados com dexametasona (1 mg/kg, i.p.) 1 h antes do estimulo. Os resultados
foram representados pela média + EPM de 6 animais. As diferengas estatisticas
foram detectadas com ANOVA seguidos com o teste de Newmann-Keuls-Studant.
"P<0,001 denota nivel de significAncia comparado ao grupo salina. ***P<0,001
denota nivel de significaAncia comparado ao grupo estimulado com OVA.



Com propésito de caracterizar o efeito do EABv sobre a desgranulacado de
mastocito, fragmentos da hipoderme dorsal de camundongos sensibilizados foram
incubados por 1 h com EABv (10 e 50 ug/mL) e estimulados antigenicamente para
avaliar a influéncia deste extrato sobre a liberagdo de histamina in vitro. Como
demonstrado na figura 7, apds o tempo de 15 min de contato com antigeno (OVA,
300 pg/ml) os fragmentos da hipoderme de animais ativamente sensibilizados
promoveram uma intensa liberagcado de histamina quando comparados com o grupo
controle estimulado com veiculo. Quando a hipoderme de animais sensibilizados
foram pré-incubadas com EABv (10 ou 50 mg/mL) foi observado uma inibigao
significativa a estimulagdo mostrada pela inibicdo completa na capacidade de liberar
histamina apos ativacao antigénica.
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Figura 7. Efeito do EABV sobre a liberagdo de histamina em fragmentos de tecido de
animais sensibilizados. Todos os animais utilizados neste experimento foram
ativamente sensibilizados e tiveram seus tecidos isolados para estimulagao in vitro
por 15 min com veiculo (RPMI) ou antigeno (OVA, 300 mg/mL). Os resultados foram
representados pela média + EPM de 6 animais. As diferencas estatisticas foram
detectadas com ANOVA seguidos com o teste de Newmann-Keuls-Studant.
"P<0,001 denota nivel de significancia comparado ao grupo controle. ***P<0,001

denota nivel de significaAncia comparado ao grupo estimulado com antigeno (OVA).



Com propédsito de avaliar a influéncia do EABv sobre o recrutamento de
eosinofilos, animais tratados com EABv foram submetidos ao desafio antigénico no
modelo de pleurisia alérgica (SILVA e col., 2001). Neste modelo observou-se que o
estimulo com OVA (12 pg/cavidade) foi capaz de induzir um significativo acumulo de
eosindfilos no espago pleural quando comparado ao grupo estimulado com salina
(Figura 8). O tratamento prévio com EABv (10 mg/kg, i.p.) inibiu de modo
significativo a eosinofilia para esta cavidade apds estimulo. Além disso, cabe
destacar que o pré-tratamento com dexametasona (1 mg/kg, i.p.) foi capaz de

suprimir o recrutamento de eosindfilos induzidos por antigeno (Figura 8).
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Figura 8. Efeito do EABv sobre a eosinofilia induzida por antigeno em animais
sensibilizados. Os animais sensibilizados foram injetados com OVA (12 pg/cavidade)
e sacrificados apds 24 h. Animais foram pré-tratados com dexametasona (Dexa, 1
mg/kg, i.p.) 1 h antes do desafio pleural. Os resultados foram representados pela
média £ EPM de 6 animais. As diferencas estatisticas foram detectadas com ANOVA
seguidos com o teste de Newmann-Keuls-Studant. “P<0,001 denota nivel de
significancia comparado ao grupo salina. ***P<0,001 denota nivel de significancia
comparado ao grupo estimulado com OVA.



Para avaliar o possivel mecanismo pelo qual o EABV foi capaz de promover a
inibigdo do recrutamento eosinofilico, animais sensibilizados e desafiados com OVA
(12 pg/cavidade) foram sacrificados apds 6 h do estimulo antigénico para determinar
o conteudo relativo de RNA mensageiro (RNAm) das citocinas IL-5 e CCL11
expresso nos leucécitos pleurais. Neste experimento, verificamos que o desafio
antigénico induziu um aumento significativo na expresséao relativa de IL-5 (figura 9A)
e CCL11 (figura 9B) nos leucdcitos presentes no espaco pleural quando comparado
ao grupo estimulado com salina. O tratamento prévio por 1 hora com EABv (10
mg/kg, i.p.) inibiu de modo significativo a expressdo de RNAm para IL-5 (figura 9A) e
CCL11 (figura 9B). De maneira semelhante, dexametasona (1 mg/kg, i.p.) foi
também capaz de suprimir a expressdo de RNAm para IL-5 e CCL11 (figura 9).
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ANOVA seguidos com o teste de Newmann-Keuls-Studant. "P<0,001 denota nivel
de significancia comparado ao grupo salina. ***P<0,001 denota nivel de significancia

comparado ao grupo estimulado com OVA.



2.3. Efeito do EABv no modelo de inflamacao cronica induzido por implante de

algodao

O implante do algodao na regiao subcutanea dos animais induziu a formacao
do tecido granulomatoso, observado em todos os grupos no final do sétimo dia,
sendo que, no grupo controle tratado com salina, esta formacao foi mais expressiva.
A administragdo diaria de EABv (10 mg/kg, i.p.) por 7 dias, inibiu de forma
significativa a formacéao do tecido granulomatoso em 36,5 %, enquanto que no grupo

tratado com dexametasona (Dexa, 1 mg/kg, i.p.) a inibicao foi de 47% (figura 10).

N
T

)
e

*k%k
*k%k I

gy
a
1

iy
o
1

Peso granuloma (mg/g)
(3)]

0 T T T
Tratamento Sal Dexa EABv

Figura 10. Efeito do tratamento com EABv (10 mg/kg, i.p.) durante 7 dias sobre a
formacdo do tecido granulomatoso. Os animais controles foram tratados com
solugdo salina (Sal) ou Dexametasona (Dexa, 1mg/kg, i.p.) por igual periodo. Os
resultados foram representados pela média £+ EPM de 6 animais. As diferencas
estatisticas foram detectadas com ANOVA seguidos com o teste de Newmann-

Keuls-Studant. ***P<0,001 denota nivel de significancia comparado ao grupo salina.



2.4. Efeito do EABvV sobre a resposta imune inespecifica in vivo

Para avaliar a possivel influéncia do EABv sobre a resposta imune
inespecifica, o numero de linfocitos foi avaliado nos linfonodos braquiais que drenam
a regidao onde o algodao foi implantado. Como representado na figura 11A, o
implante de algodao ocasionou um aumento significativo no peso relativo do
linfonodo braquial quando comparado ao grupo falso operado (SHAM). O tratamento
i.p. com EABv (10 mg/kg) ou dexametasona (Dexa, 1 mg/kg) por 7 dias consecutivos
apdés implante promoveu uma inibicdo significativa na formagdo do tecido
granulomatoso. Este fenbmeno apresenta uma relacao direta com o numero de
linfécitos presentes no linfonodo braquial, pois o implante de algodao proporcionou
um aumento no numero de linfécitos em relacdo ao grupo SHAM, e o tratamento

com EABv ou Dexa foi capaz de prevenir este aumento (figura 11B).
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Buscando dar continuidade a investigacdo da atividade imunomoduladora do
EABv, utilizamos o modelo de peritonite induzida por zimosan (2 mg/cav). Neste
experimento avaliamos a taxa de fagocitose pelos leucocitos in vivo. Conforme a
figura 12A, o zimosan induziu um aumento dréstico no recrutamento de leucécitos
para a cavidade peritoneal ap6s 4 h, fenbmeno que foi significativamente suprimido
pelo pré-tratamento por 1 h com EABv (10 mg/kg, i.p.). Conforme exibido na figura
12B, analise do citocentrifugado preparado a partir do lavado peritoneal de animais
estimulados com zimosan revelou que os leucécitos apresentaram um indice de
fagocitose acima de 80% de particulas de zimosan, enquanto que animais
submetidos ao tratamento com EABv exibiram uma significativa reducao neste
indice de fagocitose para aproximadamente 60%.

[ Salina
Zimosan

n
-

Leucécito total
(x10%/cavidade)
&

o
3

0.0-
EABv (mg/kg) - - 10

100+

1 Total de células que fagocitam
Fagocitose acima de 3 particulas

Taxa de fagocitose (%)

Salina EABv (10 mg/kg)

Figura 12. Efeito do EABvV sobre a fagocitose in vivo. Em A, representa o influxo de
leucdcitos induzido pela injegdo de zimosan. Em B, a taxa de fagocitose de zimosan
por leucécitos provenientes de animais tratados com salina ou EABv. Os resultados
foram representados pela média + EPM de 6 animais. As diferengas estatisticas
foram detectadas com ANOVA seguidos com o teste de Newmann-Keuls-Studant.
"P<0,001 ou *P<0,05 denota nivel de significAncia comparado ao grupo salina.

**P<0,01 denota nivel de significAncia comparado ao grupo estimulado com
zimosan.



3. Avaliacao preliminar do potencial toxico do EABv

Para avaliar o potencial téxico do EABv, animais foram tratados com extrato
por 7 dias consecutivos com a dose de 100 mg/kg (i.p.). Sob este tratamento,
nenhuma morte foi observada e nenhuma alteragdo comportamental (ambientacéo,
piloerecéo, socializagao e mobilidade) foi detectada. Como observado na tabela 3, a
administracdo EABv néo interferiu com o ganho de peso dos animais durante o
experimento. Além disso, sob esta mesma condicdo de tratamento, nenhuma
alteracdo hamatolégica ou na celularidade da medula 6éssea foi detectada. Vale
destacar que a andlise macroscépica da mucosa estomacal e intestinal, rins, baco,
pulmdo e coracdo ndo revelaram nenhuma alteragdo visivel sob condigdo de

tratamento com extrato.

Tabela 3. Efeito do tratamento com EABv (100 mg/kg) ndo altera parametros
celulares e peso corpéreo de camundongos.

Parametro Grupo Dia 1 Dia 8
i Salina 30,9 £0,86 31,7£2/4
Peso corpéreo
EABv 32,0 £0,62 33,2+0,5
Leucdcito total do sangue Salina 8,4 £2,09 8,7 2,1
(x10°/mm) EABv 9,3 + 0,81 9,2+1,6
Leucdcito total da medula Salina 20,4 £4,5 19,7+4,4
((x10%/fémur) EABv 21,8 £ 3,4 22,0+ 3,6
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Compostos derivados de plantas possuem valor histérico como fontes de
agentes antiinflamatérios. Desta forma, a busca por novos farmacos que interfiram
efetivamente com os processos inflamatoérios é de grande importancia (CALIXTO, e
col., 2004).

Atualmente, varias doencas ainda permanecem com sua etiologia
desconhecida ou apresentam multiplos fatores que contribuem para a permanéncia
da doenca no organismo. Algumas dessas doencas podem apresentar um carater
inflamatoério e/ou doloroso persistente, sendo tratadas com medicamentos do tipo
AINES, corticosterdides ou opidides, na tentativa de melhorar a sintomatologia geral
do paciente (GUPTA e DUBOIS, 2002). Assim, a descoberta de novas substancias
com atividade analgésica e/ou antiinflamatéria € ainda um aspecto altamente
desejavel e de enorme importancia para a utilizagdo clinica. Varias evidéncias
demonstram que um grande numero de medicamentos utilizados terapeuticamente
deriva direta ou indiretamente de produtos naturais, especialmente de plantas
superiores, sendo esta uma fonte inesgotavel de possibilidades para a descoberta
de novas substancias bioativas (KOEHN e CARTER, 2005). Entretanto, varias
dificuldades sdo encontradas por aqueles que desejam estudar as ag¢des das plantas
medicinais em sistema biolégico, como por exemplo, a escolha de modelos
experimentais, obtengdo de extratos padronizados, dificuldade de obtencdo e
isolamento e identificacdo das substancias ativas. Além disso, muitas doengas estao
associadas a multiplos fatores, dificultando a escolha de um alvo especifico para o
estudo (COOKSON, 2004).

Dentre as varias familias do reino vegetal com potencialidade de fornecer
entidades quimicas esta a familia Fabaceae. As fabaceas s&o compostas por
inumeros membros com vasto espectro de atividades biol6gicas, e que sao
largamente empregados na medicina popular para os mais variados fins (ROCHA e
col., 1994). Nesta familia encontra-se a espécie B. virgilioides que apesar de muito
utilizada folcloricamente n&o ha registro cientifico sobre suas a¢des analgésicas e/ou

antiinflamatoéria.

Neste contexto, o trabalho demonstrou, pela primeira vez, que o extrato
aquoso da casca de B. virgilioides (EABv) apresentou além de acoes

antinociceptivas em modelos experimentais de dor, ag¢des antiinflamatorias,



antialérgicas e imunomoduladora, sem apresentar efeitos téxicos associados a seu

uso.

Os resultados obtidos no presente estudo indicaram que o EABv apresentou
efeito antinociceptivo, o qual foi detectado em modelos de estudo baseados em
estimulo nociceptivo quimico, como a formalina e o acido acético. Assim, a reducao
nas contor¢gées abdominais induzidas por acido acético, a nao alteracdo no tempo
de laténcia ao calor no teste da placa quente e a reducao da resposta nociceptiva a
formalina apenas na segunda fase do teste, sugerem que o EABv apresente
importante efeito antinociceptivo estando de acordo com o efeito analgésico

sugerido pelo uso popular.

Além disso, no teste das contor¢gdes abdominais, o tratamento com dose
unica de EABvV produziu uma inibi¢do que se iniciou em 30 min e se entendeu por no
minimo 4 h apos estimulo algico indicando um tempo de acao prolongado para um
extrato bruto, tendo visto que outros AINES possui agdo por um periodo de tempo
semelhante neste mesmo modelo (SOUSA e col., 2004). Vale destacar que o extrato
mantém seus efeitos antinociceptivos mesmo quando se compara as coletas das
cascas em diferentes meses do ano, sugerindo que, para producédo de substancias
com potencial analgésico, esta espécie vegetal ndo € sensivel as variacoes

sazonais.

Adicionalmente, o efeito analgésico do EABv parece ser decorrente de
mecanismos que nao dependem da ativagdo do sistema opidide uma vez que o
efeito antinociceptivo nao foi revertido pelo pré-tratamento com naloxona. Além
disso, quando os animais tratados com EABv foram submetidos ao teste da placa
quente, que é um teste utilizado para deteccdo de substancias analgésicas com
efeito central (ANKIER, 1974), verificamos que os animais permaneceram com 0O
mesmo perfil de nocicepcao térmica quando comparado ao grupo controle,
indicando que os efeitos antinociceptivos do EABv parecem nao decorrer de uma
acao central. Portanto, com este perfil de agao antinociceptiva, periférica e de longa
duracdo em dose Unica, o EABv apresenta-se com um bom perfil de acgéo
analgésica, caracteristicas semelhante aos farmacos analgésicos/antiinflamatorios
nao-esterdidais (FARSAM e col., 2000). E possivel que, assim como os AINES,

componentes deste extrato estejam inibindo a biossintese de prostaglandinas.



O teste da formalina permite diferenciar a dor neurogénica (12 fase) da dor
inflamatoria (22 fase) (ABBOTT e col., 1995). A primeira fase de nocicepcao (5
minutos iniciais) decorre, em parte, do estimulo direto do formaldeido nos
nociceptores, enquanto a segunda fase (15 a 30 minutos) € produzida pelos
mediadores inflamatérios. O pré-tratamento com EABv resultou em diminuigdo da
reatividade apenas na segunda fase de nocicep¢cdao, quando comparado ao grupo
controle, resultado que sugere a participagdo de mecanismos antiinflamatérios no
efeito analgésico do EABv. Adicionalmente, a auséncia de inibicdo da primeira fase
de nocicepgao (dor neurogénica) e a nao efetividade no teste da placa quente
reforcam que os mecanismos determinantes da atividade antinociceptiva do EABv

envolvem mecanismos antiinflamatérios de agéo periférica.

O extrato é utilizado popularmente na sua forma aquosa ingerido como cha
(solugao de concentragdes variadas preparadas por manipulagao a partir do extrato
bruto da planta), topico sobre areas de processos inflamatérios (traumaticos ou
infecciosos) ou sobre feridas cuténeas. Verificamos que a administragdo oral do
EABv ndo ocasionou a perda dos efeitos antinociceptivos, sugerindo que o(s)
principio(s) ativo(s) ndo sofre(m) alteragdes metabdlicas hepaticas (consequéncia do
efeito da primeira passagem) ou inativacao pelas secre¢ées da mucosa do sistema
digestério. Entretanto, a administragéo intraperitoneal permitiu o uso de uma dose 20
vezes menor capaz de promover o mesmo efeito analgésico que a dose eficaz por
via oral. Além disso, a via intraperitoneal tem a vantagem de apresentar uma rapida

absorcao proporcionando efeitos mais agudos (BENET e col., 1996)

Para confirmar a possivel atividade antiinflamatéria sugerida no teste da
formalina, o EABv foi avaliado no modelo de pleurisia induzido por carragenina. A
carragenina produz inflamacdo por estimular a liberagdo de mediadores,
ocasionando a formacdo de edema e recrutamento celular, em especial neutrdéfilo
(HENRIQUES e col., 1987). Foi observado que o EABv nao foi capaz de prevenir o
extravasamento plasmatico para a cavidade pleural. Entretanto, a mesma dose se

mostrou capaz de inibir o recrutamento de neutrofilos.

Foi demonstrado que as respostas inflamatorias observadas tanto no modelo
da formalina quanto na pleurisia envolvem fatores fortemente dependentes da
ativacao celular. Durante a inflamagéo pleural aguda por estimulo nao-alérgico, as
células mesoteliais e macrofagos sdo as principais responsaveis pela secrecédo de



mediadores que recrutam neutrofilos e células mononucleares (DAMAS &
LIEGEOQIS, 1999). A interferéncia do extrato no influxo de neutréfilo para cavidade
pleural sugere que substancias presentes nas cascas podem estar interferindo
diretamente na resposta inflamatoria celular, responsavel pela liberagcdo de
mediadores capazes de mobilizar leucdcitos para o sitio inflamado, tal como o TNF-a
(CAILHIER e col., 2006). Além disso, ndo se pode descartar também um possivel

efeito direto do extrato sobre os neutroéfilos.

Com intuito de avaliar se o efeito do EABv era extensivo a outros tipos de
reacbes inflamatorias, submetemos o extrato ao modelo de pleurisia alérgica em
camundongos. Neste modelo, verificamos que o EABv, de modo diferente ao que foi
observado na carregenina, inibiu de maneira significativa a exsudacao protéica
induzida por antigeno em animais sensibilizados. Este resultado sugere a atuacao
do EABv em fendbmenos relacionados a ativagdo de mastécitos, visto que tais
células sao capazes de liberar aminas vasoativas que atuam diretamente na
formacdo do edema alérgico (BARRETO e col., 2003). Reforcando estes resultados,
Lima e col. (1996) demonstraram que a deplecdo de mastocitos residentes na
cavidade toracica foi capaz de promover a redugdo na formag¢ao do edema pleural
induzido por antigeno.

Para investigar esse possivel efeito sobre os mastocitos, fragmentos de tecido
provenientes de animais sensibilizados ativamente foram estimulados in vitro com
antigeno. Verificamos que o tratamento prévio destes tecidos com o EABv foi capaz
de interferir diretamente com a liberagdo anafiladtica de histamina, indicando efeito
sobre a desgranulacao mastocitaria.

Além disso, o tratamento dos animais alérgicos com o extrato antes do
estimulo antigénico foi capaz de prevenir o influxo de eosindfilos para o espaco
pleural, mostrando que EABv possui substdncias com importante atividade
antiinflamatéria neste modelo de inflamacao alérgica. Os eosindéfilos sdo células
produzidas em quantidades significativas somente em situacdes especificas, tal
como alergia. Mesmo ainda ndo estando completamente esclarecido todas as
etapas responsaveis pela eosinofilia tecidual induzida pelo estimulo alergénico,
sabe-se que algumas moléculas estdo diretamente envolvidas no controle deste
processo, tais como IL-5 e CCL11 (eotaxina) (SILVA e col., 2001). Portanto, com
propdsito de avaliar o possivel envolvimento do EABv na inibicdo de producao



destas moléculas, avaliamos os niveis de expressdo de RNAm destas proteinas na
condicao alérgica submetida ao tratamento com extrato. Assim, verificamos que o
tratamento prévio com EABv foi capaz de suprimir a expressdo destes genes
relacionados ao ativacao/recrutamento de eosinoéfilos. Sugerindo que este possa ser
um dos mecanismos responsaveis pelo menor recrutamento de eosindfilos quando
do tratamento com o extrato. Sustentando estes achados, diferentes autores relatam
que a menor expressao de RNAm para IL-5 e CCL11 estéd diretamente relacionada
com um menor influxo de eosindfilos para o sitio estimulado (EUM e col., 2005;
SEHMI e col., 2003).

Com propésito de avaliar se o efeito antiinflamatério do EABv em situagdes de
inflamacao crénica, foi investigado o efeito deste extrato sobre a formacao do
granuloma induzido por implante de algodao. Neste modelo, verificamos que animais
que receberam o implante e foram tratados com o extrato exibiram uma drastica
inibicdo na formacéao do tecido granulomatoso. Dessa forma, podemos sugerir que o
EABv mostra-se capaz de inibir parametros inflamatérios agudos e resposta
inflamatoéria de longa duragdo. Neste modelo, substancias capazes de suprimir a
acao/producao de mediadores pré-angiogénicos mostram-se eficazes em bloquear a
formacdo do tecido granulomantoso (SWINGLE e SHIDEMAN, 1972), sendo
possivel a inibicdo de alguns desses mediadores pelo extrato.

Neste mesmo modelo, a presenca do estimulo nao-imunogénico foi capaz de
induzir, além de uma marcada reacgao inflamatéria local, um expressivo aumento no
peso dos linfonodos braquiais, indicando que esta alteracdo mostra-se relacionado
com a funcdo imunolégica. Assim, animais que receberam implante e foram
submetidos ao tratamento com EABv exibiram uma drastica redugdo no tamanho
dos linfonodos, fenbmeno que mostrou-se associado com 0 menor numero de
linfocitos totais neste 6rgéo linféide. Revelando que além do efeito antiinflamatorio o
EABv também apresenta agdes imunomoduladoras.

Utilizando o modelo de peritonite induzida por zimosan, estendemos nossas
analises para avaliar o possivel efeito do EABv sobre a resposta imune inata,
representada pelo modelo de fagocitose in vivo. Inicialmente verificamos que a
injecao de zimosan proporcionou um drastico aumento nos leucécitos para o sitio
estimulado, e que o tratamento com EABv mostrou-se eficaz em inibir esta

leucocitose. Além disso, observamos também que leucécitos provenientes de



animais tratados com extrato exibiram uma importante reducdo na taxa de
fagocitose de particulas de zimosan, fendmeno que sustenta um possivel efeito

imunomodulador do extrato.

Com propdsito de avaliar possiveis agoes tdxicas associadas ao uso continuo
do EABv, os animais foram submetidos ao tratamento, por uma semana, com extrato
em uma dose dez vezes acima daquela responsavel por causar os efeitos
antinociceptivos, antiinflamatérios e imunossupressores. Durante este tratamento,
nao foram observados sinais de toxicidade e nenhuma morte foi registrada. Além
disso, ndo se detectou nenhuma modificacao no perfil hematol6gico, nem mesmo na
celularidade da medula 6ssea. Em adicdo, a andlise macroscopica de diferentes
orgaos examinados apresentou-se dentro dos parametros de normalidade. Assim,
estes resultados sugerem que o uso do EABv néo foi capaz de promover efeitos

toxicos sobre ao parametros analisados.



CONCLUSAO




O extrato aquoso da casca de Bowdichia virgilioides foi capaz de apresentar
importante atividade analgésica por um periodo de no minimo 4 h apés sua
administracao, fenémeno que parece estar relacionado a uma acao periférica

e independer do sistema opidide.

O efeito analgésico do extrato aquoso da casca de Bowdichia virgilioides nao
foi alterado quando preparado com cascas coletadas ao longo do ano,
indicando que a(s) substancia(s) responsavel(eis) por este efeito bioldgico

nao sofrem influencia sazonal.

Nos modelos de inflamacdo nao-alérgica o extrato aquoso da casca de
Bowdichia virgilioides mostrou-se capaz de inibir apenas o recrutamento

leucocitario.

Na inflamag&o alérgica, pleurisia induzida por ovoalbumina, o extrato inibiu
nao apenas o edema anafilatico, mas também o influxo de eosinéfilos por um
mecanismo que parece depender da producao de proteinas eosinofilotaticas
IL-5 e CCL11.

No modelo de liberacdo de histamina in vitro, o extrato aquoso da casca de
Bowdichia virgilioides mostrou-se capaz de atuar diretamente sobre a

desgranulacao de mastocitos.

No modelo de inflamag¢do crdnica, granuloma induzido por implante de
algodao, o extrato aquoso da casca de Bowdichia virgilioides mostrou-se
capaz de inibir tanto a formacdo do granuloma quanto a resposta

linfoproliferativa.

O extrato aquoso da casca de Bowdichia virgilioides foi capaz de inibir a
resposta imune inata revelada pela redugcdo na taxa de fagocitose de

particulas de zimosan pelos leucocitos.

O tratamento com extrato aquoso da casca de Bowdichia virgilioides nao foi

capaz de revelar nenhum efeito téxico associado ao seu uso.

O conjunto de resultados obtidos neste estudo sustenta o uso popular do
extrato aquoso da casca de Bowdichia virgilioides tendo por base seus efeitos
analgésicos, antiinflamatorios, antialérgicos e imunossupressores, associada

a uma baixa toxidade.
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