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1. Introducéao

Plantas, animais e minerais tém sido usados historicamente por toda a
civilizacdo humana para fazer remédios curativos. Registros escritos como o0s
antigos hieréglifos egipcios, os manuais chineses de fitoterapia e a Biblia descrevem
0 uso extensivo de produtos naturais para fins medicinais. Até hoje a natureza
continua a ser uma grande fonte de medicamentos para a humanidade. Na
Inglaterra e nos Estados Unidos, por exemplo, quase 25% dos compostos ativos de
medicamentos correntemente prescritos foram inicialmente identificados em plantas
superiores (Brown, 1994). Poucos dados existem sobre o comercio de fitoterapios ou
plantas mediciais. Dados obtidos do IMS (Institute of Medicai Statistics, 1994) e do
The Herbal Medicai Data Base em 1993 indicam que nos paises desenvolvidos, os
fitoterapicos movimentam cerca de 12 bilhdes de ddélares anuais, onde $6 bilhdes
sdo comercializados na Europa, $2.1 bilhdes no Japdo, $2.3 bilhdes no resto da
Asia, e aproximadamente $1.5 bilhdes na América do Norte (Griinwald, 1995).

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), 80% da humanidade nao
tem acesso a medicina ocidental, seja por habitar longe dos centros urbanos, seja
por ndo poder pagar um tratamento medicamentoso. Além disto, os inimeros efeitos
colaterais associados tanto ao uso correto quanto indevido dos medicamentos
sintéticos, além da incapacidade dos modernos recursos terapéuticos em tratar
eficazmente inUmeras doencas, proporcionaram, nos ultimos anos, um incremento
consideravel na utilizacdo de produtos naturais. As razdes sdcio-econdmicas para a

substituicdo de farmacos industrializados por plantas ja sdo bem conhecidas e esta



pratica ndo se restringe apenas a zonas rurais ou regides desprovidas de
assisténcia médica e farmacéutica (Moerman, 1991, Simdes etal., 1986).

O uso de espécies vegetais, com fins de tratamento e cura de doencas e
sintomas, remonta ao inicio da civilizacdo, desde o momento em que 0 homem
despertou para a consciéncia e comegou um longo percurso de manuseio,
adaptacao e modificacdo destes recursos para seu proprio beneficio.

Esta pratica milenar, atividade humana por exceléncia, ultrapassou todas as
barreiras e obstaculos durante o processo evolutivo e chegou até os dias atuais,
sendo amplamente utilizada por grande parte da populagcdo mundial como fonte de
recurso terapéutico eficaz.

Muitas descobertas foram feitas durante a procura de novas fontes de
alimentos, mas provavelmente um namero significativo foi devido & curiosidade e ao
desejo natural de investigacdo do ser humano. InUmeros médicos gregos utilizavam
plantas medicinais, entre eles pode-se destacar Dioscorides (séc. Il, a. C.), que
escreveu um livro chamado ‘“De matéria medica libri cinque”, onde descreveu 0 uso
de mais de 600 plantas, além de inUmeras substancias de origem animal e mineral,
que foram a base das farmacopéias durante 16 séculos (Silva, 1973).

Durante um longo periodo, as plantas medicinais constituiram a base da
terapéutica e, somente em meados do século passado € que as substancias puras
isoladas ou sintetizadas foram incorporadas ao arsenal terapéutico. Entre as plantas
mais conhecidas popularmente e que contribuiram para o desenvolvimento da
Farmacologia pode-se mencionar a papoula {Papaver somniferum - opiaceos), a
quina {Cinchona ledgeriana - quinina), a digitalis ou dedaleira {Digitalis purpurea e D.
lanata - digitoxina e digoxina), a beladona {Atropa belladona - atropina), o café e o

cha {Coffea arabica e Thea sinensis - cafeina e teofilina), a coca {Erythroxylon coca



- cocaina), o tabaco {Nicotiana tabacum - nicotina), o jaborandi {Pilocarpus
jaborandi ou Pilocarpus microphyllus - pilocarpina), o curare {Chondrodendron
tomentosum) entre outros (Silva, 1973; Budavari, 1996).

Nos ultimos 20 anos o interesse pelas plantas medicinais tem-se elevado
intensamente na sociedade ocidental e em todos os seus niveis, desde o uso dos
produtos naturais como medicamentos utilizados pela populacdo até as
investigacdes cientificas sobre os efeitos bioldgicos de plantas medicinais nos seres
humanos. As plantas medicinais parecem ser os substratos ideais para a obtencéo
de um medicamento inovador, pois sd80 insumos acessiveis e naturalmente
valorizados, isto é, ja tém, pela aceitacdo popular, um alto valor agregado que facilita
a aderéncia terapéutica e a competitividade de marcas. Um exemplo cientifico
incontestavel da utilizacdo de fitoterdpicos € a incorporacdo de medicamentos
inovadores a base de ginkgo-biloba (Tanakan® e Tebonin®) um dos fitoterapicos
mais vendidos na Europa, com especifica atividade antagonista do fator de
agregacdo plaquetaria. Ainda se pode citar um derivado do taxol, o paclitaxel
(Taxol®), usado no tratamento do cancer de ovéario e de mama, além de outras
drogas, também anticancer, tais como: vincristina (Oncovin®), vinoreibina
(Naveibine®), teniposida (Vumon®), topotecan (Hycamtin®) (Pezzuto, 1997). Ainda
como exemplos podem ser citados alguns compostos de origem vegetal aprovados
pelo FDA (Food and Drug Administration), como por exemplo o Marinol®
(tetraidrocanabinol - Cannabis sativa) usado como antiemético para pacientes em
quimioterapia e como estimulante do apetite para pacientes aidéticos, este € um
medicamento controlado e esta listado no Cdodigo de Regulacdo Federal dos

Estados Unidos (Budavari, 1996).



Existe uma controvérsia devido principalmente & imprecisdo de dados e da
falta de pesquisa sobre o numero de espécies vegetais existentes no Brasil. Estima-
se que a flora brasileira possui cerca de 40 a 55 mil espécies (Farnsworth e
Soefarto, 1991; Ming, 1996). Segundo Plotkin (1991) o Brasil é o pais com maior
nimero de espécies no mundo. Nos Ultimos 20 anos, as pesquisas pré-clinicas e
clinicas na éarea de produtos naturais por parte de O6rgdos governamentais,
fundacdes, empresas nacionais e grandes empresas estrangeiras tém aumentado
as possibilidades de desenvolvimento de novos medicamentos. Estes estudos
demonstram o grande potencial econdmico e tecnoloégico que a flora brasileira
representa, exigindo, por outro lado, preocupacdes adicionais quanto a preservacao
destes recursos naturais.

No presente trabalho objetivou-se o estudo farmacoldégico de uma planta
medicinal, visando verificar cientificamente, através de ensaios pré-clinicos, algumas
propriedades terapéuticas preconizadas popularmente. Além disso, foram
investigados o0s possiveis constituintes quimicos responsaveis por estas acoes.
Estes estudos representam 0s primeiros passos, 0S quais sao determinantes para
estudos mais aprofundados visando ao desenvolvimento de novos medicamentos.
Para tanto, escolheu-se a espécie Wilbrandia ebracteata Cogn. (IV. ebracteata) da
familia Cucurbitaceae, conhecida popularmente como taiuia. As raizes desta espécie
sdo empregadas na medicina popular no tratamento de doencas reumdticas,
afeccOes da pele, como laxante, etc.

Tendo por base as indicagOes populares, os dados da literatura sobre esta
espécie vegetal, bem como os resultados farmacologicos preliminares realizados

com O extrato bruto, indicando uma acdo antinociceptiva e antiedematogénica.



procurou-se investigar as possiveis atividades analgésica e antiinflamatéria de

extratos, fracdes e subfracdes e compostos das raizes de \N. ebracteata.

1.1. Revisao bibliografica

A seguir serd apresentada uma revisdo bibliografica sobre a familia
Cucurbitaceae, a espécie Wilbrandia ebracteata Cogn. {W. ebracteata) e as
atividades farmacoldgicas das cucurbitacinas em geral, seguida por uma revisao do

processo inflamatério e as novas abordagens sobre as prostaglandinas.

1.1.1. Familia Cucurbitaceae

A familia das Cucurbitaceae Juss. compreende varias espécies utilizadas na
medicina popular, porém algumas delas apresentam elevada toxicidade. Outras
espécies, utilizadas na alimentacdo, possuem grande importancia agronémica
(Hoehne, 1939; Pio Corréa, 1926 - 1978). No Brasil, a familia é representada por
cerca de 30 géneros, com um total de 200 espécies (Klein, 1990), das quais 36 sao
citadas como medicinais, principalmente na literatura do século passado e inicio
deste (Castro, 1879 Schindier, 1884; Silveira, 1889; Hoehne, 1920, 1939; Silva,
1923; Pio-Corréa, 1926-1978; Peckolt, 1937). As indicacOes terapéuticas mais
comuns atribuidas as espécies de Cucurbitaceae sdo como laxantes, anti-
helminticas, anti-reumaticas, anti-sifiliticas, em afeccdes da pele, contraceptivas ou

abortivas e como iscas biolégicas, por sua propriedade de atratividade de insetos.



Estudos fitoquimicos demonstraram que 0s principais representantes do
metabolismo secundéario desta familia sdo cucurbitacinas, saponinas triterpénicas,
Oleos fixos contendo acidos triénicos conjugados e aminoacidos nao-protéicos, além
de A”-esterdides (Hegnauer, 1989). Recentemente, foi descrita a presenca de
proteinas e polipeptideos biologicamente ativos, além de C-glicoflavondides (Ling et
ai, 1993; NG et al., 1993a, 1993b; Gao et ai, 1994; Hamato et ai, 1995, Santos et
ai, 1996).

Um trabalho de revisao apresentado por Miré (1995) cita inUmeras espécies
desta familia, apresentando as cucurbitacinas isoladas destas, bem como dados
farmacoloégicos descritos na literatura para estas substancias.

Dentre as diferentes plantas medicinais pertencentes a esta familia,
empregadas popularmente no Sul do Brasil, encontram-se as raizes de taiuia. Esta
droga vegetal foi descrita na 1- edicdo da farmacopéia brasileira (1926) como
proveniente da espécie Cayaponia tayuya (Vell) Cogn. No entanto, na literatura
especializada do século passado e inicio deste, diversas espécies, principalmente
dos géneros Cayaponia e Wilbrandia, sdo denominadas popularmente taiuid. Em
estudos realizados com diversas espécies destes géneros foi constatado que a
espécie W. ebracteata € a mais freqlientemente utilizada na elaboracdo de
fitoterapicos comercializados como taiuia no Sul do Brasil (Farias e Schenkel, 1997;

Santos ef a/., 1996)



1.1.2. Wilbrandia EBRACTEATA CoGU.

Esta é uma planta da América do Sul, conhecida popularmente no Brasil
como ‘taiuia”, na realidade, o nome nativo de muitas espécies desta familia. As
raizes sao indicadas na medicina popular para o tratamento da sifilis, leprose,
dermatites, amenorréia, Ulceras gastricas, reumatismo agudo e crbénico, como
antiinflamatorio, entre outros (Peckolt, 1937; Pio Corréa, 1926 - 1978).

Estudos farmacolégicos realizados com espécies de Wilbrandia ou, mais
especificamente, com W. ebracteata, praticamente ndo existem. Estudos realizados
por Pereira et ai (1996) mostraram que o extrato bruto e fracOes de W. ebracteata
nao apresentaram efeito mutagénico nas condicOes experimentais testadas. As
raizes de Wilbrandia sp. demonstraram um efeito antitumoral em ratos com carcino
sarcoma Walker 256 e também acédo citotdxica para células KB In vitro (Almeida et
ai, 1991). Estudos realizados com Wilbrandia cf. verticiliata mostraram um efeito
inibidor da fertilidade em ratas e uma potente inibicdo da artrite causada por
formaldeido na articulacdo de ratos, bem como uma inibicdo dose-dependente na
formacado de lesdo granulomatosa induzida pelo 6leo de créton (Matos et ai, 1991;
Almeida et ai, 1991; Teixeira et ai, 1994).

Estudos fitoquimicos das raizes de W. ebracteata levaram ao isolamento de
varias cucurbitacinas, tais como, diidrocucurbitacinas B e E, diidroisocucurbitacina B,
cucurbitacinas B, D, E, G, H, P e a 22 - desoxicucurbitacina D, além de 4 novas
cucurbitacinas apresentadas na figura 1 (Schenkel et ai, 1992; Farias et ai, 1993).

Cucurbitacinas séo triterpenos tetraciclicos polidroxilados, geralmente de
sabor amargo, encontradas tanto na forma de agliconas, quanto de heterosideos

(Lavie e Glotter, 1971). Os estudos existentes sobre cucurbitacinas demonstram



tratar-se de compostos com diferentes atividades farmacoldgicas: contudo, os dados
sdo pouco conclusivos a respeito do mecanismo de acgéo. A investigacao sistematica
sobre as possiveis atividades farmacolégicas desta classe de compostos poderia
contribuir para a descoberta de novas substancias biologicamente ativas, bem como
para o desenvolvimento de novos farmacos ou, ainda, como ferramentas
farmacoldgicas para o estudo do mecanismo de acdo de outros farmacos.

Os dados apresentados até entdo indicam a potencialidade de 1. ebracteata
como fonte de substancias biologicamente ativas. As cucurbitacinas isoladas desta
espécie apresentam grande variabilidade estrutural, mas a maioria ainda nao foi

estudada do ponto de vista farmacologico.
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(cont...) Figura 1; Estrutura das cucurbitacinas isoladas de espécies de Wilbrandia
ebracteata Cogn.

Cucurbitacina com cadeia lateral insaturada e hidroxilas em C-22 e C-24
—H “OH H -OH A23,.24

Cucurbitacinas com cadeia lateral insaturada, auséncia de caitoonilaem C-22 e presenca de hidroxila em C-24
22-deoxocucurt)itacina D
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Cucurbitacina com cadeia lateral saturada, auséncia de carbonila em C-22 e presenca de hidroxilaem C-24
22-deoxocucurbitacina L s , a'2
-OH =0 -H -H -OH

cucurbitacinas com anel adicional na cadeia lateral
—H

=<

O H R 2

R r' R outros
cucurbitacinas com estrutura aromatica no anel A, cadeia lateral saturada

— OGhi — OH — 0 — OCOCHS3
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1.1.3. Propriedades farmacoloégicas de algumas cucurbitacinas.

As espécies da familia Cucurbitaceae bem como as cucurbitacinas possuem
propriedades biol6gicas e farmacologicas de grande interesse. Algumas
cucurbitacinas atuam como inibidoras do crescimento vegetal, antigiberilina (Guha e
Sen, 1973) e tém acdo atrativa de insetos (Sharma e Hall, 1971a; 1971b). Uma
revisdo sobre os efeitos biolégicos das cucurbitacinas foi apresentada recentemente
por Mir6 (1995).

Vérias espécies da familia das Cucurbitaceae tém sido utilizadas na medicina
popular por suas propriedades laxativas decorrentes da acdo das cucurbitacinas (Le
Men et al., 1969; Yesilada et al., 1988; Bruneton, 1993). No estbmago, as
cucurbitacinas estimulam secrec¢des gastricas, devido ao seu forte sabor amargo e
isto tem estimulado o uso de algumas espécies como estomaquicas (eupépticas):
Momordica charantia e Momordica balsamina (Okabe et al., 1982; Falope et al.,
1990).

O fruto verde de espécie Cucumis melo (meldo) contém cucurbitacinas B e E
e € indicada pela medicina tradicional chinesa para tratar hepatite (Hu et al., 1982).
A cucurbitacina B mostrou-se efetiva no tratamento da hepatite cronica,
normalizando os niveis de proteinas hepéaticas no plasma de animais (Han et al.,
1979).

Almeida et al. (1991) observaram que o ciclo estral de camundongos foi
alterado ap6s o tratamento dos animais com a fracado purificada de Wilbrandia sp., a
qual possui duas cucurbitacinas contendo estruturas aromaticas no anel A,
sugerindo um possivel efeito inibitério da ovulagdo. Os mesmos autores

demonstraram também que a administracdo da fracdo purificada em ratas de 1 a 7
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dias de gravidez provocou uma auséncia total ou uma reducdo do numero de
nidacgoes.

Algumas cucurbitacinas presentes em Momordica charantia (meldo-de-sao-
caetano) apresentam atividade antibacteriana (Falope et ai, 1990). Outras sao
fungicidas, como as cucurbitacinas | e D isoladas Ecballium elaterium que inibiram a
formacdo do ARNm (acido ribonucléico mensageiro) que expressa a enzima laccase
em culturas de Botrytis cinera, 0 que poderia ser interpretado como efeito fungicida
(Bar-Nun e Mayer, 1989; Gonen et ai, 1996).

A acdo anti-helmintica da abdbora, cujas sementes sdo usadas contra Taenia
em criancgas, é atribuida a presenca de cucurbitacinas. Albert et al (1970) testaram
diferentes cucurbitacinas em ratos infestados com Syphacia obvelata e Hymenolepis
nana var. fraterna, obtendo-se resultados interessantes com as cucurbitacinas L e E
e com alguns derivados semi-sintéticos.

Bean et ai (1985) verificaram que a cucurbitacina B, a iso-cucurbitacina B, e
espécies de plantas nas quais elas sdo encontradas, demonstraram potente acao
citotdxica quando testadas em culturas de células KB provenientes de carcinomas
nasofaringeos humanos. A atividade citotéxicas destes compostos, bem como a
possivel acdo antitumoral, foram investigadas em varios modelos experimentais
(para revisao ver Mir6, 1995).

Outras espécies, tais como Ecballium elaterium (ecbdlio), Bryonia aiba
(bribnia) e Cayaponia tayuya (taiuid) sdo utilizadas na medicina popular como
antiinflamatérias e sdo também aplicadas topicamente para curar problemas de
sinusite e reumatismo (Bauer e Wagner, 1983, Yesilada et ai, 1989). Yesilada et ai
(1988) demonstraram uma atividade antiinflamatéria dose-dependente para o extrato

de Ecballium elaterium. Estes mesmos autores observaram uma reducdo da
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permeabilidade vascular induzida pelo acido acético e a cucurbitacina B, isolada
deste extrato, também demonstrou uma acéo antiinflamatoéria significante. Outro fato
interessante € que a acdo antiinflamatoria da cucurbitacina B poderia estar
relacionada com a sintese dos eicosanodides, uma vez que esta modificou a sintese
de leucotrieno Bs. Rios et al. (1990) demonstraram que a fracdo apoiar de
Cayaponia tayuya (taiuid), composta principalmente de cucurbitacinas, exibiu
potente atividade antiinflamatdria, no entanto, com alta toxicidade oral e parenteral; a
fracdo flavonoidica (polar) foi menos toxica mas menos ativa. Estudos realizados por
Almeida et al. (1991) mostraram que a principal fracdo das raizes de Wilbrandia sp,
contendo cucurbitacinas, produziu, na dose de 200 mg/kg, uma inibicdo significativa

do edema de pata produzido pela carragenina e da lesdo granulomatosa.
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1.1.4 Processo inflamatdrio

A inflamacdo é um mecanismo de defesa do corpo envolvendo uma série de
eventos que podem ser iniciados por numerosos estimulos, entre eles, agentes
infecciosos, isquemia, interacdo antigeno-anticorpo, lesdo fisica ou térmica. Cada
tipo de estimulo desenvolve uma caracteristica particular de resposta dependendo
do agente lesivo, das caracteristicas do tecido ou do 6rgao afetado e da existéncia
de estados patolégicos (Rocha e Silva, 1978; Scott et al, 1994).
Macroscopicamente, a reacdo inflamatoria € acompanhada de sinais cardinais tais
como: eritema, hiperalgesia (brandura) e dor.

A resposta inflamatéria ocorre em trés fases distintas, cada uma
aparentemente mediada por diferentes mecanismos: a fase aguda transitoria,
caracterizada por vasodilatacdo local e aumento na permeabilidade capilar; a fase
tardia subaguda, é caracterizada pela infiltracdo de leucécitos e células fagociticas
e a fase cronica proliferativa, em que ocorre fibrose, degeneracdo tecidual e
disfuncao do 6rgéo.

A vasodilatacdo que ocorre na fase aguda transitoria se deve a acdo dos
mediadores sobre as arteriolas e vénulas. E reconhecido que nesta fase s&o
liberados inimeros mediadores, entre 0s quais podemos citar as cininas, histamina
(Hist), serotonina (5-HT), fator de ativacdo plaquetéria (PAF), proteinas do sistema
complemento, produtos da via do acido araquidénico (AA), como os leucotrienos
(LT), prostaglandina Da (PGD:2), prostaglandina E: (PGE:2) e prostaglandina p:a
(PGp2a)- Além disto, algumas substancias s&o liberadas localmente pelas

terminacdes nervosas como as taquicininas, o peptideo relacionado ao gen da
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calcitonina (CGRP) e o peptideo vasoativo intestinal (VIP) (Hua, 1986; Haanen e
Vermes, 1995; Ichikawa et ai, 1996).

Na fase tardia subaguda ocorre a quimiotaxia, processo pelo qual as células
migram para o sitio inflamatério. Os fatores quimiotaticos ocorrem tanto na corrente
sanglinea quanto no sitio da lesdo. Para este evento destacam-se o sistema
complemento e as cininas, importantes fatores quimiotaticos dé origem plasmatica
(Burch e DeHaas, 1990; Abbas et ai, 1991; Davies et al., 1994). Esta mobilizacéo
adequada dos leucdcitos circulantes é fundamental para a defesa do organismo,
devido a sua capacidade fagocitica e de destruicdo do agente nocivo. Outros
eventos como a degranulacdo local de mastécitos e a inducdo da agregacao
plaquetaria podem resultar na liberacdo de mediadores que sdo quimiotéticos para
0s macrofagos e os mondcitos (Sibille e Reynolds, 1990). Entre os mediadores
considerados quimiotaticos estdo a PGD2, PGEz, PGp:a, prostaciclina (PGlz), acido
5-hidroperoxido-eicosatetraendico (5 - HETE), cininas, fibrino-peptideos, peptideos
liberados por neutréfilos e o leucotrieno 84 (LTB4), entre outros (Fontone, 1985;
Beutier e Cerami, 1986, Haanen e Vermes, 1995). Paralelamente ocorre a
marginalizacdo leucocitaria, processo pelo qual os leucdcitos passam a ser
detectados nas proximidades da parede do vaso, uma vez que estes normalmente
circulam no centro da luz do vaso. Além disto, a migracdo celular é facilitada pela
expressdao de moléculas de adesdo em diferentes tipos de células (Bevilacqua,
1993).

As células que migram ou que sdo ativadas para o sitio do processo
inflamatério s&o, portanto, responsaveis pela geracdo e manutencdo dos
mediadores inflamatorios. Assim sendo, a mobilizacdo de leucdcitos

(polimorfonucleares e mononucleares) para o sitio inflamatério resulta na ativacao
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destas células que, por sua vez, passam a sintetizar e liberar um grande numero de
agentes tipo produtos da via do AA e citocinas, entre outros (Wolfe e Horrocks,
1994).

Os neutrdfilos sdo ativamente fagociticos e a destruicdo de microorganismos
esta intimamente associada ao processo de degranulacdo, onde ocorre a liberagédo
de granulos do fagossoma dessas células (Cramer, 1992). Outras células ativadas
neste processo sdo os eosindfilos. Estas células, quando ativadas, liberam
mediadores lipidicos bioativos, derivados do AA, proteina catibnica e basica
principal, peroxidase, entre outros.

Na fase crdnica proUferativa ocorre a perda da funcionalidade do érgéo, que
normalmente € um efeito secundario da resposta inflamatéria tecidual e da dor. A
dor associada nesta reacdo se deve a estimulacdo de fibras sensoriais nociceptivas
locais por mediadores quimicos tais como a bradicinina e a histamina (Dray e Bevan,
1993). A transducéo da dor envolve interacOes de mediadores com os receptores de
membrana que s&o acoplados a canais i0nicos e ou sistema de segundo
mensageiro, resultando na mudanca da excitabilidade da membrana celular. A
resposta dolorosa induzida por estes mediadores é potencializada por produtos da
via do AA (PGE:z, PGIlz2, PGD2) e por aminas simpatomiméticas, possivelmente a
dopamina liberada localmente. A producdo de hiperalgesia também deve ser vista
Ccomo um importante mecanismo que contribui para a regeneracéo e reparo tecidual
(Andy etal., 1994). Além disto, outros mediadores séo liberados no sitio inflamataorio,
entre eles estédo as citocinas, como por exemplo, as interleucinas (IL) do tipo IL-1, IL-
6 e IL-8, fator de necrose tumoral (TNF) e interferon (IFN). Estes mediadores, exceto
a IL-8, medeiam a resposta febril através da inducdo da sintese de PGEz em areas

especificas do hipotalamo (Dinarello etal., 1988, 1991).
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Assim como os mediadores inflamatérios derivados da via do AA, atualmente
€ reconhecida a participagdo do Oxido nitrico (NO) no processo inflamatério
(Salvemini et al., 1993). Um mecanismo pelo qual o NO pode exercer seu efeito
inflamatério, é através do aumento da producado de prostaglandinas (Salvemini et al.,
1993; Davidgeeia/., 1995).

Como descrito anteriormente diversos estimulos, sejam eles exdgenos ou
enddgenos, desencadeiam uma reacao inflamatéria onde sao liberadas substancias
quimicas que amplificam este processo. Na tabela 1 esta relacionada a maioria dos

mediadores da inflamac&o.
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Tabela 1. Mediadores envolvidos no processo inflannatério

Sistema mediador

Radicais derivados do Oxigénio

{02", H202, HO)

Constituintes dos granuios lisossomai

(proteases, lisozimas, iactoferrina,

proteinas catidnicas)

Citocinas e TNF

Complemento

Cininas (Bradicininas, caiicreina)

Coagulacéo

Aminas vasoativas (Hist, 5-HT)

PAF

NO

Prostaglandinas (PGs)

Produtos da lipoxigenase: (5- HETE),

leucotrienos (LT): LTB4, LTD4, LTE4.

Fontes (localizagdo) Ac0Oes

Leucacitos e células

endoteliais
Neutrdfilos,
monocitos

Mondcitos,

macréfagos

Plasma

Plasma

Plasma

Plaquetas,
mastdcitos e
baséfilos
Leucdcitos, células
endoteliais
Plaquetas, células

endoteliais

Membrana celular

Leucdcitos

Dano tecidual através de citdlise,
ativacado do complemento e geracéo de
lipidios quimiotéticos.

Dano tecidual através de protedlise e

catélise das reacfes gerando oxidantes.

Quimiotaxia, ativacéo celular, febre,
resposta da fase aguda.
Quimiotaxia,extravasamento vascular,

ativacao celular

Dor, extravasamento vascular

Extravasamento vascular

Extravasamento vascular

Extravasamento vascular, ativacdo

celular.
Vasodilatacéo

Coagulacéo, vasodilatacdo, regulacdo
da producado de mediadores
Extravasamento vascular, ativacdo

celular, quimiotaxia.

Assim sendo, a inflamagdo € um processo complexo que envolve Vvarios

mediadores provenientes das células e do plasma, originando a elaboracdo de

efeitos biologicos inter-relacionados. As prostaglandinas, produtos da via do AA, sé@o

os mediadores encontrados em todos os estdgios da inflamacdo. Estes mediadores

sdo produzidos em grande quantidade e participam do desenvolvimento das reacdes
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inflamatdrias, principalmente por potencializar os efeitos dos outros mediadores

(Scotteial., 1994; Vane, 1994).

1.1.4.1. As PROSTAGLANDINAS

Os eicosandides sado produtos bioativos derivados da ciclooxigenacdo e
peroxidacao do acido araquiddnico, liberados das membranas de diferentes células.
A primeira conversdao do acido araquiddonico para prostandides, incluindo
prostaglandinas (PGs), prostaciclinas (PGb) e tromboxano Az (TXA:), é catalisada
pela enzima prostaglandina H sintase (PGHS). A PGHS é uma enzima bifuncional.
Ela possui um sitio ciclooxigenase (COX), que torna ciclico o AA e adiciona o
grupamento 15 - hidroperéxido para formar prostaglandina Gz (PGG:z). Ela também
contém um sitio peroxidase que reduz o grupamento hidroperéxido para um
grupamento hidroxila formando prostaglandina Hz (PGH:). A figura 2 demonstra que
a PGH:z é convertida em uma das varias prostaglandinas. Este produto possui

diversos papéis fisioldgicos ou patoldgicos (Pairet e Engelhardt, 1996).
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Prostaglandinas
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Prostaciclina (PG12) Tromboxano A 2 (TXA2;
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(metabdlito estavel) (metabdlito estavel)

Figura 2. Conversdo do 4&acido araquidénico em prostaglandinas,

prostaciclinas etromboxanos (Pairete Engelhardt, 1996)
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As prostaglandinas, principalmente PGE:z, tém sido largamente conhecidas
como mediadores da inflamacdo (Ferreira, 1972; Zurier, 1993; Pairet e Engelhardt,
1996). Contudo, elas participam na modulacdo de muitos processos fisiologicos,
assim como a regulacdo da temperatura corporal (Milton, 1989), neurotransmissao
(Okia et al.,, 1990) e sono (Hayashi, 1989). As prostaglandinas controlam a funcéo
renal por varias vias (Stokes, 1981; Bonvalet etal., 1987; Sonnenburg et al., 1990).
A PGIl2 aumenta o fluxo sangliineo e a taxa de filtracdo glomerular. A PGE: inibe o
transporte de cloretos através da alca de Henie e bloqueia os efeitos do hormonio
antidiurético (ADH) no tubulo coletor, reduzindo a absorcdo de agua. Além disto,
PGl e PGE:2 estimulam a secrecdo de renina pelo rim, levando a liberagcdo de
aldosterona que, por sua vez, promove a reabsorcdo de sddio com conseqlente
excrecdo de potassio no tubulo contorcido distai e coletor.

Uma variedade de prostandides (PGEz, PGlz2) que sdo produzidos durante a
inflamacdo s&o conhecidos por excitar 0s nociceptores, ou mais usualmente,
sensibilizando-os para outros estimulos, contribuindo para a hiperalgesia periférica
(Dray etal, 1994).

Na Figura 3 estdo representadas as atividades citoprotetoras das
prostaglandinas no estdbmago. As prostaglandinas por inibirem a atividade da
adenilato ciclase (AC) estimulada pela histamina, diminuem a secrecdo acida pelas
células parietais. As prostaglandinas também estimulam a secrecdo de muco e
bicarbonato pelas células epiteliais superficiais adjacentes (Reeves etal., 1988).

Adicionalmente, a PGIz liberada do endotélio inibe a agregacdo plaquetéria e
€ considerada um potente vasodilatador. Em contraste, o TXAz € um potente
agregante plaquetario e vasoconstritor, produzido pelas plaquetas e outras células

em resposta a uma estimulo ou injuria vascular (Bhagwat et al., 1985).
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Gastrina

Lumen
Géstrico pH 2

PGl

AINES

Células epiteliais

Figura 3. Regulacdo da secrecao gastrica pelas prostaglandinas. Este
esquema mostra que a histamina liberada pelas células enterocromafins (CEC). A
histamina liga-se com o receptor de histamina (Hz) promovendo a liberagdo de &cido
(H™). As PGE:z, através dos receptores de PG, nas células parietais inibem (-) a
liberacdo de acido. Nas células epiteliais superficiais a PGIlz estimula (+) a liberagéo
de muco e bicarbonato (HCO3). Os antiinflamatérios ndo esteroidais (AINES) inibem
a producdo de prostaglandinas. A marca vermelha (X) indica um ponto de

antagonismo farmacologico.
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Desta maneira, a classificacdo das prostaglandinas como mediadores da
inflamacédo é, portanto, incompleta. As prostaglandinas exercem seus efeitos na
célula de origem ou em estruturas vizinhas, assim, sdo melhor descritas como
autacoides ou hormonios locais (Maciel etal., 1995).

Os antiinflamatoérios ndo esteroidais (AINEs), assim como a aspirina, tém sido
usados por muitos anos no tratamento de doencas inflamatdrias e, ao longo deste
tempo, vém demonstrando indmeros efeitos colaterais. Estes efeitos incluem
toxicidade gastrintestinal, como mostra a figura 3 (Boilini et al.,, 1992; Scheiman,
1992), mudancas das funcOes renais (Wen et al.,, 1992; Perneger et al., 1995),
reacbes alérgicas (rashes), eventos no sistema nervoso central e infiltracdo
pulmonéria com eosinofilia (Goodwin e Glenny, 1992), entre outros.

Atualmente é bem aceito que o efeito sistematico da inibicdo de
prostaglandinas pelos AINEs, bem como a inibicdo da sintese de PGE:
gastrintestinal, levam a um aumento na secrecao gastrica e a uma diminui¢cdo do
muco protetor das células superficiais da mucosa, como apresentado na figura 3
(Simon, 1993). Quanto ao mecanismo de acdo dos AINEs, tanto os efeitos
terapéuticos (antiinflamatorio) quanto os colaterais, sdo provavelmente devidos a
mesma acdo bioquimica como, por exemplo, a inibicdo da ciclooxigenase. A
dissociacdo entre os efeitos desejaveis e indesejaveis destas drogas séao
praticamente impossiveis. Recentes avancos do estudo farmacolégico das
prostaglandinas podem, no entanto, levar a identificacdo de novos alvos para o
tratamento das doencas inflamatérias e degenerativas. Uma vez que as
prostaglandinas ajudam a manter a protecdo gastrica, o estudo da regulacdo de sua
producdo pode ser importante para o desenvolvimento de formas de terapia mais

aceitaveis.
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Recentes estudos tém mostrado a existéncia de duas isoformas de COX
(Rosen et al., 1989; Hla e Nielson, 1992). A primeira é descrita como prostaglandina
H sintase - 1 (PGHS -1) ou ciclooxigenase-1 (COX-1). Sob determinadas condi¢cOes
fisiologicas, a COX-1 esta predominantemente ativa e atua como uma enzima
“housekeeping”, na maioria dos tecidos, incluindo a mucosa gastrica, os rins e as
plaquetas. Além disto, a COX -1 é expressa constitutivamente e esta distribuida em
todos os tecidos (0’Banion et al, 1991; 1992a). A isoenzima recentemente
descoberta é chamada de prostaglandina H sintase - 2 (PGHS-2) ou ciclooxigenase
- 2 (COX-2). Ela estad usualmente ausente ou presente em pequenas quantidades
em células nédo-proliferativas, mas sua expressdao pode ser aumentada por
mitdégenos e condi¢cBes que estimulam a proliferagdo celular (Herchman, 1992; Raisz
et al., 1993), bem como por estimulos quimicos como éster de forbol (Kujubu et al.,
1991), prostaglandinas (Takarashi et al., 1994), calcio ionéforo (Ristamaki et al.,
1994) e diferentes citocinas (Ristamaki et al., 1994; 0 ’Banion et al., 1992a). Por
outro lado a expressdo de COX-2 pode ser inibida por glicocorticoides (Masferrer et
al., 1990; 0’Banion et al.,, 1991; O’Banion et al., 1992a e 1992b; Herchman et al.,
1992).

As enzimas COX-1 e COX-2 possuem aproximadamente 60% de homologia,
no entanto, ambas possuem valores similares de Kme Vimex para a metabolizagdo do
acido araquidénico (Meade et al.,, 1993). Como descrito anteriormente, as enzimas
COX-1 e COX-2 séo expressas sob condic¢des fisiologicas em tecidos de ratos (Feng
etal., 1993) e humanos (O’Neill e Ford-Hutchinson, 1993). No entanto, a expressao
de COX-2 pode ser aumentada mais de 20 vezes durante processos inflamatoérios
(Hla et al., 1993; Masferrer et al.,, 1994; Vane et al., 1994; Cavanaugh et al., 1995;

Harada et al.,, 1995), j4 a atividade da COX-1 permanece inalterada ou aumenta
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marginalmente de 2 a 3 vezes. As diferengcas na expressdo das isoenzimas PGHS
sugere que a COX-1 e a COX-2 exercem seus efeitos em diferentes eventos
fisiolégicos. Como estd representado na figura 4, a COX-1 encontra-se
predominantemente no reticulo endoplasmatico, j& a COX-2 encontra-se duas vezes
mais concentrada no envelope nuclear do que no reticulo endoplasmatico (Morita et
al., 1995; Otto e Smith, 1995).

A COX-1 e a COX-2 sao inibidas diferentemente pelos AINEs (Smith e
DeWitt, 1994; Vane e Botting, 1995) e a natureza da inibicdo tempo-dependéncia
das duas isoformas varia com os AINEs (Ouellet e Percival, 1995). Na tabela 2 é
apresentada uma comparacao entre COX-1 e COX-2, quanto as suas estruturas

genéticas, funcdes, propriedades fisico-quimicas e distribuicédo tecidual.
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Tabela 2. Comparacéo entre COX-1 e COX-2

ADNc

ARNmM

HOMOLOGIA

Regulacéao

Efeito dos

glicocorticoides

Expressao

tecidual

Papel fisiologico

das isoenzimas

COX-1

Cromossomos 2 ou 9

22 kb

72kDa
600 - 602 aminoacidos

estrutura conhecida
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COX-2

Cromossomo 1

8,3 kB

72kDa

603 - 604 aminoacidos

Aminoéacidos: 90% entre as espécies para ambas as enzimas

COX-1 e COX-2: aproximadamente 60% de identidade, 75% similar

Valores de \Wexe Rmsimilares para acido araquidénico

Constitutive!: expresséao ativada durante o

desenvolvimento/diferenciacéo celular

Pequeno ou nenhum efeito sobre a

expressao

Encontrada na maioria dos tecidos: vesicula
seminal, plaquetas, células endoteliais, rins,

estdbmago.

Isoenzima “housekeeping’: produz
prostaglandina para a manutencgéo das
funcdes fisioldgicas, assim como a fungéo

do rins e estdmago e homeostase vascular

Induzivel: expressao ativada de 10 a 80 vezes
através de fatores de crescimento, citocinas e
éster de forbol

Constitutivel no SNC

Inibe a expressao nas células ativadas.

Altamente induzida por estimulos
inflamatoérios em: macréfagos/mondcitos,
sinovidcitos, condrdcitos, fibroblastos, células
endoteliais. Induzida por honnénios nos
ovarios e na membrana de células fetais.
Isoenzima “differentiative” : produz
prostaglandina para processos inflamatérios,

ovulacao e mitogéneses
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O fato de que a enzima COX-1 é expressa em pequena quantidade e de
forma constante, e que a expressdao de COX-2 € aumentada por citocinas
inflamatorias e proliferacdo celular, sendo inibida pelos corticosterdides, sugere que
COX-1 é uma enzima constitutiva. Assim a COX-1 é responsavel pela sintese basal
de prostaglandina, participando nos processos fisioldgicos e a COX-2 é responsavel
pela producdo de prostaglandinas em situacdes patolégicas. Esta teoria tem sido
reforcada pela demonstracdo de que COX-2 é a isoenzima mais importante na
membrana sinovial reumatéide de humanos (Crofford et al., 1994), no modelo da
bolsa de ar em ratos (Masferrer et al., 1994), no edema de pata e pleurisia induzidos
pela carragenina em ratos (Seibert et al., 1994; Harada et al., 1996). Sendo assim, o
desenvolvimento de inibidores especificos da COX-2 oferece o prospecto para uma
nova geracao de AINEs mais seletivos, com menos efeitos colaterais atribuidos a
inibicdo da enzima constitutiva, COX-1. Neste contexto, a inibicao seletiva da COX-2
poderia proporcionar uma acao antiinflamatéria tdo potente quanto a dos
corticosterdides sem os efeitos colaterais tipicos destes hormobnios e dos AINEs
disponiveis. Tém sido descritos alguns compostos com atividade inibitoria
preferencial sobre COX-2 em relacdo a COX-1(Figura 5). Esta acdo tem sido
efetivamente sugerida para o composto NS-398, um inibidor seletivo da COX-2, com
acdo antiinflamatoria no modelo da bolsa de ar em ratos, e que, ao contrario dos
outros AINEs, ndo é ulcerogénico (Futaki et al., 1994; Masferrer et al., 1994). No
entanto, o desenvolvimento de alguns deste compostos tem sido descontinuado,
uma vez que ndo sao provadas nos ensaios In vivo a tolerancia gastrintestinal e

renal.
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2. Objetivos

0 presente estudo procurou avaliar os efeitos analgésico e antiinflamatorio

dos produtos de \N. ebracteata em diferentes modelos experimentais in vivo e in vitro

com 0s seguintes objetivos especificos:

1

Investigar as possiveis acdes antinociceptivas do extrato bruto metandlico de W.
ebracteata e de suas fragcdes no teste de contor¢gfes abdominais induzidas pelo
acido acético.

Avaliar se a atividade antinociceptiva da fracdo, que mostrou ser mais efetiva no
teste de contorgbes abdominais, estd envolvida com a dor de origem
neurogénica ou inflamatdria, através dos testes da dor induzida pela formalina ou
atraveés do teste do tail-flick que avalia dor neurogénica.

Avaliar o efeito da fracdo que apresentou maior atividade antinociceptiva, bem
como de suas fracdes purificadas e de seus compostos isolados no teste do
edema de pata induzido pela carragenina.

Avaliar a atividade antiinflamatéria da fracdo, de suas fracOes purificadas e de
seus compostos isolados, que apresentaram atividade antiedematogénica, na
pleurisia induzida pela carragenina, onde o0s parametros analisados serdo a
migracdo celular, o extravasamento plasmético e a producdo de prostaglandina
E2 na cavidade pleural de camundongos.

Avaliar o efeito da fracdo que apresentou atividade antiinflamatéria sobre a
mucosa gastrica.

Analisar se os efeitos antiinflamatorios observados in vivo resultam da inibicdo da

atividade da enzima humana COX-2 in vitro.
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3. Materiais e métodos

3.1. Animais

Para os experimentos de toxicidade aguda, dose letal (DL50) e farmacoldgicos
foram utilizados camundongos suico, machos, com idade entre 1,5 a 3 meses,
pesando em média 20 - 30g e ratos Wistar machos com idade entre 1,5 a 2 meses
pesando em média 150 - 220g.

Todos os animais foram provenientes do Biotério Setorial da Coordenadoria
Especial de Farmacologia (CCB, UFSC) e, alojados em gaiolas plasticas, mantidos
em temperatura ambiente controlada (22 + 2 °C), com ciclo claro/escuro de 12 horas,

recebendo dieta comercial e agua ad libitum.
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3.2. Material Botanico

Foram utilizadas raizes de W. ebracteata (Figura 6) coletadas em Nova
Petrépolis, Rio Grande do Sul, Brasil, em dezembro de 1987. A planta foi identificada
pelo Professor Sérgio Bordignon (Departamento de Botanica da Universidade de
Pelotas, RS, Brasil). Amostras da espécie estdo depositadas no Herbario da
Faculdade de Farmacia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto

Alegre, Brasil.

Figura 6. Folhas e raizes de W. ebracteata Cogn.
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3.3. Fracionamento eisolamento de principios ativos de w. ebracteata.

Os procedimentos de fracionamento e isolamento de principios ativos de W.
ebracteata, foram executados pela Prof. Dra. Mareni Rocha Farias, do departamento
de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade federal de Santa Catarina. As raizes de
W. ebracteata foram secas em estufa (45°C/5 dias) e moidas. Inicialmente foram
desengorduradas atraves de maceracdo com eéter de petroleo. Posteriormente, as
raizes foram maceradas com metanol (5 1/ 30 dias). O extrato metandlico foi
concentrado sob pressao reduzida e o residuo suspenso em H:0. Esta suspensao
foi sucessivamente extraida com solventes de polaridade crescente: éter de
petréleo, diclorometano, acetato de etila e n-butanol. O extrato bruto metandlico e as
fracOes diclorometano (F - CH:Cl2), acetato de etila (F - AcOEt) e n- butanol (F- n
- BuOH), bem como a fracdo aquosa residual (F - H20) foram investigadas no
presente trabalho. A F - CH2Clz (28 g) foi cromatografada em coluna MPLC em siiica
gel 60 (10 X 50 cm), por gradiente de eluicdo com éter de petroleo/acetato de etila
(AcOEt) 1:3,5 (8 1), éter de petrdleo/AcOELt/i-PrOH 1:3,5:3,5 (3,6 1) e depois AcOEt/i-
PrOH 1:1 (2,5 1), 20 ml/min. Conforme o esquema da figura 7 foram, entdo coletadas
dez fragOes purificadas (FP): 1 (2.350 ml), Il (1.200 ml), Il (1.500 ml), IV (1.500 ml), V
(650ml), VI (900 ml), VIl (1.200 ml), VIII (2.400 ml), IX (1.000 ml), X (2.500 ml). A
fracdo Il foi recromatografada em silica gel G (2,5 x 80 cm), hexano/acetona 1:1, 2,5
ml/min da qual foram isoladas, na forma pura, cucurbitacina E (5 mg), cucurbitacina
B (50 mg) e diidrocucurbitacina B (40 mg) com estruturas quimicas demonstradas na
figura 8. Os compostos foram identificados através dos seus dados fisicos e

espectroscopicos (Farias et al., 1993)
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Figura 8. Estrutura quimica da cucurbitacina B, diidrocucurbitacina B e

cucurbitacina E.
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3.4. Protocolos experimentais “in vivo~.

3.4.1. Atividade Geral - Toxicidade Aguda e DLsoem camundongos

Este ensaio foi realizado de acordo com o método proposto por Carlini (1972)
e Malone (1977, 1983). A observacdao comportamental geral foi realizada
simultaneamente a determinacdo da DLso- Vinte e quatro horas anteriores ao inicio
do experimento, os animais foram retirados do Biotério Setorial e colocados na sala
de experimentos in vivo para ambientacdo. Os camundongos foram privados de
racdo e 4gua, 6 h antes do inicio dos experimentos, tendo acesso a alimentacéo e
agua apos o tempo de observacdo de 120 minutos (min). Grupos de camundongos
machos foram tratados pelas vias intraperitoneal (i.p.) ou oral (v.0.) com o veiculo
(0,1 ml de DMSO 1%/10 g de peso corporal), considerados grupo controle, ou com
diferentes doses da F-CH2Cl2 (3, 10, 20 e 30 mg/kg, i.p.) ou (10, 30, 50 e 100 mg/kg
v.0.). Os camundongos foram observados em grupos de cinco, em gaiolas de vidro
medindo 26 x 14 x 19 cm, com fundo de tela de arame, aos 0, 15, 30, 45, 60, 120
min e as 18 e 24 horas apds a administracdo da F - CH:Clz. Todas as gaiolas de
observagao foram mantidas em sala com temperatura controlada (22 - 23°C) em
ciclo claro/escuro. Os parametros comportamentais observados, para cada intervalo
de tempo, foram os seguintes: contor¢cdes abdominais, pélos arrepiados, ptose,
movimentacdo, hipotermia, tébnus muscular, tremores, paralisia, secrecoes,

convulsdes e morte.
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3.4.2. Atividade antinociceptiva

3.4.2.1. Teste das contorc¢cdes abdominais induzidas pelo acido acético em

CAMUNDONGOS.

Para investigar o possivel efeito analgésico do extrato bruto metandlico e de
suas fracBes utilizou-se o teste das contor¢des abdominais induzidas pelo acido
acético. Apesar deste teste ser um modelo de nocicepcdo simples e pouco
especifico, permite avaliar a atividade antinociceptiva de véarias substancias que
atuam tanto no sistema nervoso central quanto no periférico. Assim foi empregada a
metodologia descrita anteriormente (Koster et al., 1959; Colier et al., 1968).

Os diferentes grupos experimentais de camundongos machos (25 - 30 Q)
foram tratados por via i.p. com o veiculo (0,1 ml /10 g, grupo controle), com extrato
bruto metandlico (1 - 30 mg/kg), com as diferentes fracdes; F - CH2Cl2 (1-10
mg/kg); F - AcOEt (3 - 100 mg/kg); F - n-BuOH (30 mg/kg); F - H20 (100 mg/kg) ou
ainda com &cido acetilsalicilico (AAS, 100 mg/kg), como grupo controle positivo.
Apd6s 30 min de tratamento, os animais foram injetados por via i.p. com &cido
acético diluido em salina (0,6%; 0,2 ml/10g). As contorcfes abdominais foram
consideradas como contracbes da parede abdominal seguidas por extensdo de
pelos menos uma das patas posteriores (Vacher et al., 1964) e foram contadas
acumulativamente por 20 min em camundongos colocados individualmente sob
funis de vidro.

Para determinar o tempo de duragcdo da atividade antinociceptiva produzida

pela fracdo mais potente (F - CH2Clz; 10 mg/kg, i.p.), grupos de animais foram pré -
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tratados nos tempos 30, 60, 120 e 240 min antes da injecdo do acido acético. Em
todos os casos, os resultados foram expressos como as médias dos numeros de

contor¢Oes abdominais acumuladas durante 20 min de avaliacao experimental.

3.4.2.2. Teste da formalina em camundongos.

Para avaliar o efeito antinociceptivo da F - CH2Cl: foi utilizado o teste da dor
induzida pela injecdo intraplantar de formalina, um modelo experimental mais
especifico que o teste de contor¢cdes abdominais, onde pode-se avaliar duas fases
distintas de dor induzida pela formalina: a primeira, observada nos 5 primeiros min
apos a injecdo da formalina, considerada dor de origem neurogénica; a segunda,
que ocorre entre 15 e 30 min apds a injecdo do agente nociceptivo. Esta Ultima fase
representa a resposta tbnica a dor acompanhada de uma resposta inflamatéria
relacionada com a liberacdo de mediadores inflamatérios (Hunskaar e Hole, 1987).

Neste experimento foram utilizados camundongos machos (25 - 35 Q)
tratados por via i.p. ou v.0. com o veiculo ( 0,1ml/10g, grupo controle) ou com a F-
CH2Cl2 (1-10 mg/kg, i.p) ou (3 - 30 mg/kg, v.0.). Os animais do grupo controle
positivo, foram tratados com indometacina (10 mg/kg, i.p.). Apés 30 min dos
tratamentos por via i.p. ou 60 min por v.0., 0s animais foram injetados com 20|al de
formalina 2,5% (formaldeido 0,92% em solugdo tampédo fosfato: PBS) na regido
intraplantar da pata posterior direita e colocados individualmente sob funis de vidro
localizados a frente de um espelho (20 x 50 cm) para facilitar a observagdo. Em

seguida foi observada a reatividade, considerada como o tempo gasto em segundos
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pelos animais lambendo ou mordendo a pata injetada, durante as duas fases da dor;
a primeira, quando decorridos de 0 a 5 min; e a segunda fase, quando decorridos de
15 a 30 min da avaliagcdo experimental (Hunskaar et al., 1985; Murray et al., 1988).
Os resultados foram expressos como as medias + E. P. M. dos tempos de
reatividade dos animais, cronometrados em segundos, durante as duas fases de dor
avaliadas.

No final do tempo de observacdo os animais foram sacrificados por
deslocamento cervical, e suas patas posteriores foram cortadas na articulacéo tibio-
tarsal e pesadas. A diferenca entre o peso (em mg) das patas posteriores foi

considerada como indice de edema.

S.4.2.3. Teste do tail-flick em camundongos.

A atividade analgésica da F - CHzCl: foi a seguir avaliada no teste do tail-flick,
um modelo de dor muito sensivel para investigar drogas que atuam no sistema
nervoso central, como a morfina e seus derivados. Para este teste foi empregada a
metodologia descrita por D’Amour e Smith (1941) utilizando-se 6 camundongos por
grupo experimental, previamente selecionados quanto as suas reatividades ao
estimulo térmico nociceptivo, sendo desprezados aqueles animais cujas leituras
foram superiores a 8 segundos. O ensaio consistiu em medir a reatividade dos
animais ao estimulo térmico nociceptivo induzido por um foco de luz (90 W)

convergente na cauda, utilizando-se um analgesimetro (modelo: Tail-flick Analgesia
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Meter - ALBARSCH). A reatividade dos animais ao estimulo térmico foi avaliada a
cada 15 min até 45 min apds o tratamento dos animais por via i.p. com o veiculo
(0,1 ml / 10g, grupo controle), F - CHz2Cl2 (10 mg/kg) ou por via subcutanea (s.c.)
com morfina (10 mg/kg), como grupo controle positivo. Os resultados foram
expressos como as meédias dos tempos de reacdo ao estimulo nociceptivo em

segundos, nos diferentes tempos de avaliagdo experimental.

3.4.3. Atividade antiinflamatoria

3.4.3.1. Teste do edema de pata induzido pela carragenina em ratos

A carragenina desencadeia um processo inflamatério agudo com diferentes
fases onde ocorre a liberagcdo de diferentes mediadores envolvidos na inflamacéo,
tais como as aminas biogénicas (Hist o 5-HT), cininas e eicosandides (Di Rosa et
al., 1971). O edema de pata induzido pela carragenina € um modelo muito utilizado
para avaliar a acdo de drogas com possivel atividade antiinflamatoria, isto porque o
processo inflamatério induzido na pata € sensivel a acado inibitoria de drogas
antiinflamatdrias ndo - esteroidais e esteroidais.

Para este experimento foram utilizados ratos machos (180 - 200 g) tratados
por via i.p. ou v.0. com o veiculo (0,1 ml/IOOg, grupo controle), com a F - CH2Clz (1 -
IOmg/kg, i.p ou 3 - 30 mg/kg, v.0.) ou com as fragcdOes purificadas por via i.p. nas
doses de 3 mg/kg (FP - | a ll) e de 10 mg/kg (FP - IV a X). Outros grupos

experimentais foram tratados com os compostos isolados por via i.p., que foram
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cucurbitacina B (1 mg/kg), diidrocucurbitacina B (1 mg/kg) ou cucurbitacina E
(Img/kg). Os animais do grupo controle positivo foram tratados com indometacina
(10 mg/kg, i.p.). Apés 30 min de tratamento por via i.p. ou 60 min por v.0., 0S
animais foram injetados na regido intraplantar da pata posterior direita com 0,1 ml
de carragenina (300 fig/pata) e na pata posterior contralateral com o mesmo volume
de PBS (0,1 ml).

Arquimedes, cientista e matematico grego (287 - 212 a.C.), postulou o
seguinte principio: todo o corpo total ou parcialmente imerso em um fluido recebe
deste um empuxo vertical dirigido para cima, de modulo igual ao peso do fluido
deslocado pelo corpo (Resnick e Hailiday, 1985).

Levando em consideracdo o Principio de Arquimedes o volume da pata foi
determinado através do aumento do peso promovido pela imersdo da pata até a
articulacéao tibio-tarsica num becker (capacidade de 80 ml) contendo lauril sulfato de
sodio, colocado sobre uma balanca eletrénica (Marte) tarada (Larsen e Arnt, 1985).
As variacdes do volume das patas foram registradas numericamente pela balanca
nos tempos zero (antes da injecdo do agente flogistico) e apdés 30, 60, 120 e 240
min. Os resultados foram expressos como as meédias + E.P.M. das diferencas de
volume das patas posteriores injetadas com carragenina e das patas posteriores
contralaterais injetadas com salina (Leme et al., 1973). As percentagens de inibicédo
para cada grupo tratado em relagcdo ao controle foram calculadas através da area

sob a curva.
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3.4S.2. Teste do edema de pata induzido pela carragenina em ratos

adrenalectomizados

Para avaliar a possivel interferéncia dos glicocorticoides enddgenos no efeito
antiinflamatério da F - CH2Cl2 os aninnais foram adrenalectomizados. Diferentes
grupos de animais foram anestesiados com tribromoetanol (2,5%) e
adrenalectomizados bilateralmente através de incisdo no dorso. Os animais controle
(falso operados) foram submetidos ao mesmo procedimento cirdrgico, sem no
entanto serem removidas as adrenais. ApOs as cirurgias, 0s animais
adrenalectomizados (ADL) receberam ad libitum NaCl (0,9%; v.0.) a fim de serem
evitados os efeitos da auséncia dos mineralocorticéides, e os falsos-operados (FO),
agua de torneira. Decorrida uma semana do procedimento cirdrgico, os animais ADL
e FO foram tratados pela via i.p. com o veiculo (0,1 ml/I0OOg) ou F - CH2Cl2 (10
mg/kg i.p.). Apos 30 min, carragenina (300 fig/pata) foi administrada na regido
intraplantar da pata posterior e a pata contralateral com o mesmo volume de salina

(0,1 ml). Procedeu-se, entdo de acordo com o protocolo do item 3.4.3.1.

3.4.3.3. Teste da pleurisia induzida pelacarragenina em camundongos

A pleurisia € um modelo utilizado para a caracterizacdo e ‘screening” de

novas drogas com atividade antiinflamatéria (De Brito, 1989). Neste modelo

experimental é possivel avaliar, simultaneamente, o nimero total e diferencial de
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células, bem como o extravasamento plasmatico (Lo et al., 1982), além da
concentracdo de mediadores inflamatérios (Capasso et al.,, 1975) na cavidade
pleural.

Para este experimento foram utilizados camundongos machos (18 - 25 Q)
tratados por via i.p. ou v.0. com o veiculo (0,1 ml/10g) considerado grupo controle
ou com a F - CHz2CI2 (0,01 a 10 mg/kg, i.p.) ou (3 a 30 mg/kg, v.0.). Outros grupos
experimentais foram tratados com a FP - Ill (3,0 mg/kg, i.p.) ou com cucurbitacina E
(1,0 mg/kg, i.p.). Para controle positivo, grupos de animais foram tratados com
indometacina (5 mg/kg, i.p.) ou dexametasona (0,5 mg/kg, i.p.). Apos 30 min para 0s
tratamento por via i.p. e 60 min para v.o., foi induzido a pleurisia com a injecdo de
carragenina 1% (1mg/cavidade) no espaco pleural direito dos camundongos. Os
animais foram sacrificados quatro horas apds a aplicacdo da carragenina com uma
overdose de éter. A seguir, abriu-se o torax, expondo-se a cavidade pleural, a qual
foi lavada com 1 ml de PBS (pH 7,4; heparinizado: heparina 20 IU/ml) sendo o
volume coletado com pipeta automatica (Saleh etal, 1996).

A contagem dos leucocitos totais foi realizada em camara de Neubauer por
meio de um microscopio 6ptico comum apods diluicdo do liquido pleural em solucédo
de Turk (1:200). Para a contagem do diferencial celular, as células foram coradas
com May-Greenwald-Giemsa e contadas através de microscopico Optico comum
sob objetiva de imersao.

Para avaliar o grau de extravasamento plasméatico no espaco pleural,
diferentes grupos de animais foram injetados com uma solugdo de azul de Evans

(25 mg/kg, 0,2 ml, i.v.), 2 horas antes dos experimentos. Uma amostra do fluido
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coletado (500 ~L) do espaco pleural foi separada e estocada em freezer (-20°C)
para posterior determinacdo da concentracdo do corante azul de Evans. A
quantidade do corante foi entdo determinada através de colorimetria (Compu-
Espectro Spectrometer, Brasil) a 600 nm por interpolacdo de uma curva padrao

construida ao azul de Evans na faixa de 0,01 - 50 |ag/ml.

3.4.S.4. Dosagem dos niveis de PGEa no exsudato induzido pela carragenina

NA CAVIDADE PLEURAL DE CAMUNDONGOS

Para quantificar os niveis de prostaglandina Ez no exsudato pleural,
diferentes grupos de animais foram tratados por via i.p. ou v.0. com o veiculo (0,1
ml/10g, grupo controle), com F - CH2Clz (0,001 - 10 mg/kg, i.p.) ou (0,03 a 10 mg/kg,
v.0.). Outros grupos experimentais foram tratados com cucurbitacina B (0,1 mg/kg)
ou como grupo controle positivo com indometacina (10,0 mg/kg, i.p.) ou aspirina
(100 mg/kg, i.p.). Apdés 30 min para os tratamento por via i.p. € 60 min para v.o. foi
injetada a carragenina, procedendo-se como descrito anteriormente no item 3.4.3.3.
a excecao que os animais ndo receberam previamente azul de Evans. Os exsudatos
foram coletados e acondicionados em tubos de polietileno. As células foram
separadas do exsudato através de centrifugacdo (1500 rpm/5 min) e os
sobrenadantes foram entdo congelados a -70°C até serem utilizados.

Os niveis de PGE: no exsudato pleural foram medidos através de

radioimunoensaio (RIA). O principio geral do RIA baseia-se em uma reacdo de
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competicdo. O antigeno marcado reage com 0O anticorpo dando origem a um
complexo marcado, numa reacao em que € atingido o equilibrio (Voet e Voet, 1995).
As amostras dos exsudatos pleurais (sobrenadantes) foram descongeladas a
temperatura ambiente no dia do experimento. A seguir foram acrescentadas as
aliquotas de 50" da amostra o mesmo volume de TRIS(pH 7,4), ficando esta
mistura em repouso por 2 h sob temperatura de 4°C. ApdOs este procedimento,
acrescentou-se a mistura 50 |gl do anticorpo anti-prostaglandina Ez. Este anticorpo
ndo discrimina a prostaglandina Ei (PGEi) da prostaglandina E: (PGE-2).

Posteriormente, as amostras foram incubadas com (“H)PGE: ( 50 ™NCi/ml) por 24

horas. As fracdes ligadas (B) e livres (Bo) foram separadas acrescentando-se 100 M
de uma suspensao de carvao ativado, dextrana e TRIS (pH: 7,4) na proporcéao de
(5:1:250). Em seguida, a mistura foi centrifugada durante 10 min (4°C, 3400 rpm). O
sobrenadante foi cuidadosamente transferido para os recipientes apropriados, cada
um contendo 4 ml do liquido de cintilacdo. As amostras foram colocadas no
contador (Beckman, LS 6800), para medir a quantidade de radiacdo em cintilagao
por minuto (cpm). A quantidade de PGE: foi entdo estimada pela interpolacédo de
uma curva a PGE:2 padrdo na faixa de 0,5 a 20 ng/ml. A sensibilidade do RIA foi
definida como 90% intercepcdo de uma curva padrdo B/Bo e foi julgada ser de

2 ng/mil.
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3.4.3.S. Avaliacédo dos efeitos da F-CH2CI2 de W. ebracteata sobre a mucosa

GASTRICA de ratos.

Ja estd bem estabelecido que a supresséo da sintese de prostaglandinas é
um componente chave do mecanismo da ulceracdo géastrica causada pelos AINEs
(Vane, 1971; Wallace e Tigley, 1995). Sob este aspecto, procurou-se avaliar os
possiveis efeitos da F - CH2Clz sobre a mucosa gastrica, onde utilizou-se ratos
machos Wistar (200 - 240g) mantidos em jejum por 24 horas antes do experimento.
Grupos de animais foram tratados com 0,2 ml de veiculo, F - CH2Cl2 (30 mg/kg, i.p.
e V.0.), indometacina (30 mg/kg, i.p. € v.0.) ou aspirina (100 mg/kg, v.0). Apds quatro
horas os animais foram sacrificados com uma dose excessiva de éter e atraves de
uma incisdo abdominal, os estdbmagos foram retirados e abertos ao longo da
pequena curvatura e lavados com salina. O nimero e severidade das Ulceras foram
observadas a olho nu, anotadas e numeradas de acordo com uma escala arbitraria
de 0 a 6 pontos (Tabela 3) descrita por Magistretti et al (1988). O indice de
ulceracdo (IU) de cada estdmago foi expresso através dos pontos obtidos em cada

experimento.

Tabela 3. Escala para determinacdo da severidade da ulcera formada.

= sem leséao
= 1-3 lesbes pequenas (< 10 mm comprimento)
= 1-3 lesdes grandes (> 10 mm comprimento)
1 -3 lesOes profundas

= mais de 3 lesbGes pequenas
= mais de 3 lesdes grandes
= mais de 3 lesbes profundas

o, wWNEL O
11
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3.5. Protocolos experimentais “in vitro~ .

3.5.1. Estudos do efeito da F - CH2CI2 e FP - ill de W. EbraCteata sobre a

ATIVIDADE DA CICLOOXIGENASE HUMANA-2 (liCOX-2).

3.5.1.1. Cultura celular

Para avaliar o efeito da F - CH2Cl2 e FP-lll foram utilizadas células Cos-7,
uma linhagem imortalizada de células renais de macaco, cultivadas em placas de
Petri 100 mm (Falcon, Becton Dickinson Labware, Lincoln, Park, NJ), em meio de
cultura Eagle modificado por Dulbecco (DMEM), complementado com 10% de soro
fetal bovino (SFB), penicilina (100 U/ml), e estreptomicina (100 ng/ml) em pH 7,4, a
37°C, em atmosfera umidificada contendo 5% de CO:. Para o procedimento de

transfeccédo, as células foram cultivadas em placas de 6 pocos.

3.5.1.2. Preparacédo do plasmideo

Para a transfeccdo transitoria foi utilizado o plasmideo hCOX-2pcDNA1,
gentilmente cedido pelo Dr. Timothy Hla. Os plasmideos foram transfectados em
bactérias E. coli competentes e purificados em dez fragdes, de volumes variados.

Para pequenas quantidades foi realizada uma preparacao do tipo “miniprep” e para

' Estes protocolos experimentais foram realizados no Departamento de Reumatologia, Faculdade de Medicina da
Universidade de Sherbrooke, Quebec, Canada, através de intercambio com o Prof. Dr. Artur J. de Brum Fernandes.
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quantidades nnaiores, do tipo “maxiprep” (IVlaniatis et al., 1982) conii o Kit QIAGEN

(QIAGEN Inc, Chatsworth, CA).

3.5.1.3. Transfeccédo transitdria.

Quando as culturas das células Cos-7 estavam confluentes (confluéncia
maxima de 60% a 75%), foram transfectadas com hCOX-2 inserido em plasmideos
pcDNAI, usando o procedimento otimizado com o reagente LipofectAMINE™(Gibco
BRL). Este reativo (5 f por poco) e o plasmideo (2 jxg por poco) foram incubados
em DMEM (volume final de 200 |nL por poco), durante 45 min, em temperatura
ambiente. Apos, estes 200 |jL foram adicionados a uma placa de cultura, cujos
pocos ja continham 800 ixL. de DMEM, sendo incubadas por 5 horas em estufa
(837°C, 5% de CO:2, atmosfera umidificada). A seguir, o0 meio usado foi removido e

substituido por DMEM mais 10% de SFB (Figura 9).
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Figura 9. Representacdo esquematica

transitoria.

procedimento de transfeccéo
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3.5.1.3. Infecgcdo com virus vaccinia recombinante inserido em bacteri6éfago

T7 RNA POLIMERASE.

Para maximizar a expressao de hCOX-2, foram utilizadas culturas de células
Cos-7 (confluéncia maxima de 60% a 75%) cultivadas em placas de 6 pocos com
DMEM mais 10% de SFB. As células foram infectadas com o virus vaccinia
recombinante inserido em bacteriofago T7 RNApolimerase. Uma hora apos a
infeccdo, as células foram lavadas com PBS-MB (Salina tampédo fosfato, ImM
MgCb) e executou-se conforme explicado anteriormente. Este vetor viral foi
escolhido por produzir a T7 polimerase em grande quantidade, o que permite
aumentar a transcricdo dos RNAmM que contém o promoter T7 relacionados com o

DNA complementar da COX-2(Figura 10)

PROMOTOR
VIRAL PROMOTOR

mm.

Figura 10. Representacdo esquematica da infeccdo com o virus vaccinia

recombinante inserido em bacteriéfago T7 RNA polimerase.
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3.5.1.4. Ensaio de inibicdo da atividade enzimatica da ciclooxigenase humana-

2 (hCOX-2)

As células foram mantidas como descrito anteriormente. O meio foi removido
e substituido por 1 ml de tampao HEPES (110 mM NaCl, 1,1 mM KHzPOa, 4,7 mM
KCI, 5 mM D-glicose anidra, 21 mM HEPES, pH 7,4) contendo diferentes
concentragOes da F - CH2Clz, FP-lll, NS-398 ou indometacina, incubadas durante 45
min em estufa (37°C, 5% de CO:2, atmosfera umidificada). As concentractes da F-
CH2Clz2 e da FP-Ill foram obtidas a partir de analise prévia das Dlso estimadas nos
experimentos in vivo. Apds este procedimento, adicionou-se o acido araquiddnico
(40 liM), sendo a amostra incubada por 20 min em estufa (37°C, 5% de COg,
atmosfera umidificada). Apds o periodo de incubacédo, o sobrenadante foi coletado e
estocado a -80°C. No dia dos experimentos, as amostras foram brandamente
descongeladas em temperatura ambiente e a concentracdo de prostaglandina E2 no
sobrenadante foi determinada através da técnica de RIA, como descrito

anteriormente para as amostras de exsudato pleural no item 3.4.3.4.
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3.6. Analise estatistica

Os resultados foram expressos como médias + erro padrdao das médias
(EPM), exceto as Dlso (dose do extrato bruto metandlico e das fracbes que
produziram 50% de inibicdo da resposta induzida pelo agonista, em relacdo ao
grupo controle) que sao apresentadas como as médias geométricas acompanhadas
de seus respectivos intervalos de confianca (IC) em nivel de 95%. A DLso foi
calculada através de regresséo linear. As diferencas estatisticas entre os grupos
experimentais foram detectadas com analise de variancia (ANOVA) seguida pelo
teste de Dunnett e/ou Newman-Keuls quando necessério. Valores de p menores

que 0,05 (p < 0,05) foram considerados estatisticamente significativos.
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3.7. Drogas e reagentes

As seguintes drogas foram usadas: carragenina lambda (tipo V),
indometacina, AAS, dexametasona, PGE: padrdo, anticorpo anti - PGE2, tampéao
TRIS (pH: 7,4 Trisma base 100mlVlI e Trisma HCI IOOmM), dextrana, carvao ativado,
DIVIEM, SFB, penicilina, estreptomicina, tampdo HEPES, tribromoetanol (Sigma
Chemical Co, EUA). [5, 6, 8, 11, 12, 14, 15 (n) - "HIJPGEz (Amersham Life Science
Inc., Canada), Kit Qiagen (Qiagen Inc, Canada), hCOX-2pcDNAL1, LipofectAMINE®
(Gigco BRL, EUA), Heparina (Liguemine®, Roche, Brasil), 4cido acético, formaldeido,
hidrocloreto de morfina (Merck, Alemanha), Azul de Evans, solugcéo tampé&o fosfato
(PBS - pH 7,6: NaCl 137 mM, KCI 2 mM e tampéao fosfato 10 mM) (Merck, Brasil) e
NS-398 (Calbiochem, Canada), liquido de cintilagdo (Ready Safe™, Beckman,
USA).

As solucbes estoque de indometacina, AAS, NS - 398, extrato bruto
metandlico, fracles, fracdes purificadas e compostos isolados foram preparados em
dimetilsuiféxido (DMSO, Fisher Chemical, EUA). A formalina 2,5% (formaldeido
0,92%) foi preparada antes do uso, em PBS. No dia dos experimentos as dilui¢cdes
das drogas foram realizadas em salina estéril (0,9%). A concentracdo final de
DMSO usada para os experimentos in vivo ndo ultrapassou 1 % e a usada nas
culturas de célula {in vitro) nunca foi maior que 4 %. Todos os sais utilizados foram
de alto grau de pureza (MERCK); reagentes e solucdo de salina esterilizada (NacCl

0.9%) foram obtidas de diferentes fontes comerciais.
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4. Resultados

4.1. Estudos farmacoldégicos e bioquimicos “in vivo~

4.1.1 Atividade Geral - Toxicidade Aguda e DL50 em camundongos

Os animais tratados por via i.p. (10 mg/l<g) e v.o. (30 mg/l<g) com a F-CH2Cl:
nado apresentaram alteracfes comportamentais nem indicios de toxicidade em
comparacdo com o grupo controle. O tratamento do animais com a F-CH2Cl. dose
de 20 mg/kg (i.p.) desenvolveu o aparecimento contor¢gfes abdominais nos animais.
O tratamento por v.o. com a F-CH2Cl2 (50 mg/kg) fez com que o0s animais
apresentassem paralisia dos membros posteriores, contor¢cdes abdominais e
diarréia. A DLso por via i.p. foi de 17,7 (8,4 - 32,8) mg/kg e por v.o. 62,4 (28,4 -

96,3) mg/kg (Figura 11).
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F-CH2Cl2 de W. ebracteata (mg/kg)

Figura 11. Regressao linear do numero de morte induzidas pelo tratamento
dos animais com a F - CH2CIl2 (10-30 mg/kg, =, r*= 0,92) por via i.p. ou (30 - 100
mg/kg, O, = 0,91) por v.0. Cada simbolo representa a percentagem de mortes em

cada grupo experimental (n = 5).
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4.1.2. Atividade Antinociceptiva

4.1.2.1. Teste das contorcdes abdominais induzidas pelo acido acético em

camundongos.

O numero de contor¢cBes abdominais induzidas pelo &cido acético (0,6%;
0,2ml/10g, i.p.) nos animais (controle) previamente tratados por via i.p. com O
veiculo (0,1ml/10g) foi de 49,0 + 5,2 (contor¢des/20 min.). A administracdo prévia do
extrato bruto metandlico (30 mg/kg, i.p.) reduziu significativamente as contorcfes
abdominais em 62% (18 £ 3,6 contor¢cOes/20 min)(p < 0,01) (Figura 12A e D, Tabela
5). O tratamento com a F - CH2Cl2 (10 mg/kg, i.p.) resultou em reducao significativa
das contor¢gbes abdominais em 78,0 % (10,8 £ 5,1 contor¢cOes/20 min) (p < 0,01)
(Figura 12B e D, Tabela 5). A F - AcOEt (30 mg/kg, i.p.), também reduziu
significativamente as contor¢gfes abdominais em 62% (18 + 8,4 cont/20 min) (p <
0,01) (Figura 12C e D, Tabela 5). Os valores estimados das Dlso (mg/kg) com seus
respectivos IC para o extrato bruto metandlico, F-CH2Cl: e F-AcOEt foram 11,35
(8,60 - 14, 99), 5,62 (3,23 - 9,93) e 16,21 (12,35 - 21,33), respectivamente. Ja as
F - n-BuOH e F - H20 ndo reduziram significativamente as contor¢cdes abdominais
induzidas pelo &cido acético nas doses avaliadas (Tabela 5). O tratamento dos
animais com AAS (100 mg/kg, i.p.), reduziu significativamente as contorgcoes
abdominais em 76% (11,6 £ 3,5 cont/20 min)(p < 0,01) (Tabela 5). O efeito maximo
antinociceptivo da F - CH2Clz (10 mg/kg, i.p.) ocorreu 30 min apdés sua

administracéo, persistindo este efeito por mais de 4 horas (Figura 13).
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c 3 10 30
Extrato Bruto Metandlico de 10 30
W. ebracteata (mg/kg, i.p.) F - AcOEt de W. ebracteata (mg/kg, i.p.)
D m EBM W. ebracteata
o F-CH:Cl2 W. ebracteata
C 1 3 10

F-CH:Cl- deW. ebracteata (mg/kg, i.p.) concentracéo (nig/kg)

Figura 12. Contor¢cbes abdominais induzidas pelo acido acético (0,6%;
0,2ml/10g, i.p.) em camundongos previamente tratados (30 min) pela via i.p. com o
veiculo (coluna cheia) ou extrato bruto metandlico (3 - 30 mg/kg, A), F - CH2CI2(1-
10 mg/kg, B), F - AcOEt (3 - 30 mg/kg, 0) de W. ebracteata. As colunas e barras
verticais representam as medias = E.P.M. de 6 a 10 animais por grupo experimental.
Difere significativamente do grupo controle (C, coluna cheia), *p < 0,05 e **p < 0,01.
No gréfico D estéd representado a regressdo linear da relacdo dose-resposta dos

diferentes tratamentos, onde os simbolos representam a média de 6 animais.
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Tabela 5. Efeito do tratamento por via i.p. com o veiculo, com o extrato bruto

metandlico, com as fracOes de W. ebracteata ou AAS sobre

contor¢cOes abdominais induzidas pelo acido acético (0,6%) em camundongos.

Grupos

Controle
Extrato bruto metandlico
F- CH2Cl2
F-AcOEt
F-n- BuOH
F-H:20

AAS

Dose_
(mg/kg, i.p.)

30

10

30

30

30

100

Numero de contorc¢des
(cont./20 min.)

49,0 + 5,2
18,0 £3,6**
10,8 + 5,1**
18,0 + 8,4**
31,7+10,1
41,3 £5,8

11,6 +3,5**

Difere significativamente em relagcdo ao grupo controle, **p < 0,01

0 numero de

Inibicdo das
contorcoes
(%)

0
62,0 £7,3
78,1 £ 10,4
62,2 17,1
35,2 +£20,6
16,5+11,8

76,7 £7,1
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Figura 13. Perfil temporal da atividade antinociceptiva produzida pelo F -
CH2Cl2 de W. ebracteata (10 mg/kg, i.p.*) ou do veiculo (DMSO, 1% 0,1 ml/10g de
animal, 0). no modelo das contor¢cdes abdominais induzidas pelo acido acético em
camundongos. Nas ordenadas estdo representados os numeros da contorcfes
abdominais induzidas pelo &cido acético durante 20 min. e na abcissas o tempo em
minutos de pré tratamento. Os simbolos e a barras verticais representam as médias
+ E.P.M. de 6 animais por grupo experimental. Difere estatisticamente do tempo

zero (*P< 0,05 e**P< 0,01)
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4.1.2.2. Teste da formalina em camundongos.

A injecao intraplantar de 20 ({4 de formalina a 2,5% (formaldeldo 0,92%) na
pata posterior direita de camundongos induziu um quadro nociceptivo intenso com
duas fases bem definidas, e parcialmente, a formacdo de edema. Na primeira fase
(dor de origem neurogénica), a resposta dos animais tratados previamente com
veiculo por via i.p. foi de 67,4 + 3,9 segundos (s) e por via oral foi de 68,9 + 45 s
(Figuras 14 A e 15A). Enquanto que na segunda fase (dor de origem inflamatéria), o
tempo de reatividade foi de 171,5 + 14,8 s (i.p.) ou 173,2 + 20,64s (v.0.) (Figuras 14
B e 15B), e a formacdo do edema foi de 79,0 = 5,0 mg (i.p.) ou 98,0 + 8,0 mg (v.0.)
(Figuras 14C e 15C)

O tratamento prévio dos animais por via i.p. com a F - CH2Cl2 (1,0 mg/kg)
reduziu significativamente a reatividade na primeira fase de nocicepcdo em 37,8 %
(Figura 14A)(p < 0,05) e a segunda fase em 50,3 % (Figura 14B) (p < 0,01). J&4 as
doses de 3 ou 10 mg/kg da F - CH2Cl2 por via i.p. reduziram significativamente
somente a segunda fase de nocicepcédo em 55,6 e 92,5% (Figura 14B)(p < 0,01),
respectivamente. O edema produzido pela formalina foi reduzido significativamente
em 45,5% (p < 0,01), somente na dose de 10 mg/kg da F - CH2Cl: (Figura 14C).

Em relacdo a via oral, o tratamento prévio dos animais, com a F - CHz2Cl2 (30
mg/kg), inibiu significativamente a reatividade de ambas as fases de nocicepcdo em
39,8 e 99,7% (figura 15A e 15B)(p < 0,01), respectivamente, bem como a formacéo
do edema em 41,8% (p < 0,05). Ja a F - CH2Cl2 na dose de 10 mg/kg, determinou

apenas inibicdo significativa da reatividade da segunda fase de nocicepcdo de
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71,9% (Figura 15B). O valor estimado das Dlso para a segunda fase da nocicepgéao
por via i.p. foi de 1,65 (0,81 - 3,58) mg/kg e por via oral foi de 6,45 (4,64 - 8,24)
mg/kg. A indometacina (10 mg/kg, i.p.), usado como controle positivo, reduziu
significativamente apenas a reatividade da segunda fase de nocicepgédo em 43,6%

(P<0,01).
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Figura 14. Efeito antinociceptivo promovido pela F - CHz2Cl2 de W. ebracteata
(0,3 - 10 mgl/kg, i.p.) administrada 30 min antes, sobre a reatividade da primeira
fase (A) e segunda fase (B) e do edema de pata (C) induzidos pela injecao
intraplantar de formalina em camundongos. As colunas e as barras verticais
representam as meédias + E.P.M. de 6 a 10 animais por grupo experimental. Difere

significativamente do grupo controle (C, coluna cheia), **P < 0,01.
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Figura 15. Efeito antinociceptivo promovido pela F - CH2Cl> de W. ebracteata
(83 - 30 mg/kg, i.p.) administrada 60 min antes, sobre a reatividade da primeira fase
(A) e segunda fase (B) e do edema de pata (C) induzidos pela injecé&o intraplantar
de formalina em camundongos. As colunas e barras verticais representam as
meédias + E.P.M. de 6 a 10 animais por grupo experimental. Difere significativamente

do grupo controle (C, barra cheia), *P < 0,05; *P < 0,01.
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4.1.2.3. Teste do Tail-flickem camundongos

Nos animais injetados com o veiculo pela via i.p., o tempo de reatividade ao
estimulo térmico nociceptivo, 30 min apds o tratamento, foi de 9,6 + 15 s. O
tratamento com a F-CH:Clz (10 mg/kg, i.p.) ndo alterou significativamente a
reatividade dos animais ao estimulo nociceptivo durante os 45 min de avaliagcdo
experimental. No entanto, os animais tratados com morfina, controle positivo
(10mg/kg, s.c.), a reatividade dos animais ao estimulo térmico, apés 30 min de

tratamento, foi aumentada significativamente para 21,3 £ 3,8 s (p < 0,01) (Tabela 6).

Tabela 6. Efeito do tratamento com morfina (s.c.) ou com a F-CH2Cl. de W.

ebracteata (i.p.) no teste do Tail-flick

Tratamento Dose(mgzkg) Laténcia (s)
Controle 9,63 £1,59
F-CH2Cl2 10 9,48 £ 1,26
Morfina 10 21,34 £3,88**

(n = 6 animais)

Difere significativamente em relagcdo ao controle, **p < 0,01.
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4.1.3. Atividade antiinflamatéria

4.1.3.1. Teste do edema de pata induzido pela carragenina em ratos

No grupo de animais tratados com veiculo (0,1 ml/IOOg) (grupo controle) por
via i.p. ou por v.0., a injecao intraplantar de carragenina (300 jig/pata) promoveu a
formacdo de um edema progressivo, que em 240 min apds a injecdo do agente
flogistico foi de 0,73 + 0,05 e de 0,88 + 0,06 ml, respectivamente. O tratamento dos
animais por via i.p., 30 min antes da carragenina, com a F - CH2Cl2 nas doses de 1,
3 e 10 mg/kg inibiu significativamente de maneira dose - dependente o edema de
pata em 26,3; 60,0 e 77,7%, para as respectivas doses (p < 0,01) (Tabela 7, Figura
16). O valor da Dlso estimada para o tratamento por via i.p. foi de 1,86(0,62-5,73)
mg/kg. No grupo controle positivo, o tratamento dos animais com indometacina (10
mg/kg, i.p., 30 min) inibiu significativamente o edema formado pelo agente flogistico
em 58,3% (p <0,01) (Tabela 7). {

Nas mesmas condi¢des experimentais, o tratamento por v.0. dos animais 60
min antes da carragenina com a F-CH2Clz, nas doses de 3, 10 e 30 mg/kg, produziu
o mesmo perfil de resposta anterior, com inibicdo significativa do edema de pata em
34,4; 48,1 e 58,4%, para as respectivas doses (p < 0,01) (Tabela 8, Figura 17). O
valor da DI50 estimada para este tratamento foi de 15,84 (10,39 - 23,98) mg/kg. Da
mesma maneira, a indometacina (10 mg/kg, v.o., 60 min) promoveu inibicdo do
edema formado em 65,2% (p < 0,01)(Tabela 8).

Para avaliar as fracGes purificadas da F-CH2Cl2 grupos experimentais foram

tratados com as diferentes fragdes purificadas (FP-I - FP-X). Apenas o tratamento
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dos animais com a FP-lll (3 mg/kg, i.p. 30 min), inibiu significativamente o edema
formado pelo agente flogistico em 47,7% (em 240 min.) (p < 0,01). No entanto A FP-
Il (3 mg/kg) reduziu significativamente o edema produzido pela carragenina, apenas
em 30 min (p < 0,01) e a FP-IX promoveu uma reducao significativa do edema nos
tempo de 60 (P < 0,05) e 120 min (p < 0,01)(Tabela 9).

Os efeitos dos compostos isolados, também foram avaliados, no edema de
pata induzido pela carragenina. O tratamento por via i.p. com diidrocucurbitacina B
(Img/kg, i.p.), o principal composto da F-CH:Clz, ndo foi capaz de inibir
significativamente o edema formado. J& os tratamentos por via i.p. tanto com
cucurbitacina B (1 mg/kg) ou com cucurbitacina E (1 mg/kg) reduziram
significativamente o edema de pata induzido pela carragenina em 60,8 e 58,1%,

respectivamente (p < 0,01) (Tabela 10).
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Figura 16. Efeito antiedematogénico induzido pela F-CH2Clz de \N.
ebracteata (I1mg/kg, O, 3 mg/kg, « ou 10mg/kg, O), administrados por via
intraperitoneal (i.p.) 30 min antes, sobre o edema de pata induzido pela injecao
intraplantar de carragenina (300 (xg/pata) em ratos. Animais que receberam apenas
veiculo (controle, m). Os simbolos e barras verticais representam as meédias *
E.P.M. de 6 animais por grupo experimental. Difere significativamente do grupo

controle, *p<0,05 ou **p< 0,01.
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Tabela 7. Efeito antiedematogénico produzido pela F-CH2CI2 de \N. ebracteata e pela

indometacina administradas por via intraperitoneal (i.p.) sobre o edema de pata induzido pele

carragenina em ratos.

Grupos Dose
(mg/kg, i.p.)
Controle
F - CH2CI2 1
3
10
Indometacina 10

(n = 6 animais).

Difere significativamente em relagéo ao controle *p < 0,05 e *p < 0,01

30min
0.37+0.04

0.36+0.02
0.20+0.06™**
0.07+0.02**

0.15+0.04**

Edema (ml)
(média £ EPM)

60 min

0.52+0.06

0.41+0.05
0.24+0.06™**
0.09+0.02**

0.19+0.03**

120 min
0.68+0.05

0.49+0.09
0.28+0.07**
0.23+0.05**

0.28+0.04**

240 min
0.73%0.05

0.49+0.09*
0.23+0.05**
0.07+0.03**

0.33+0.06**

~nibicéo do

edema (%)

00

26.3
60.0
7.7

58.3

~A percentagem de inibicdo do edema foi determinada através do célculo da area sob a

curva
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Figura 17. Efeito antiedematogénico induzido pela F - CH2CI2 de Ww.
ebracteata (3 mg/kg, 0, 10 mg/kg, « ou 30mg/kg, O), administrados por via oral
(v.0.) 60 min antes, sobre o edema de pata induzido pela injecdo intraplantar de
carragenina (300 ~g/pata) em ratos. Animais que receberam apenas veiculo
(controle, m). Os simbolos e barras verticais representam as médias + E.P.M. de 6
animais por grupo experimental. Difere significativamente do grupo controle, *p<0,05
ou **p< 0,01.
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Tabela 8. Efeito antiedematogénico produzido pela F - CH:2Clz de W. ebracteata e pela

indometacina administradas por via oral (v.0.) sobre o edema de pata induzido pela carragenina

em ratos.
Grupos Dose
(mg/kg, oral)

30min

Controle 0.40+0.06
F - CH:Cl2 3 0.24+0.02*
10 0.24+0.02*
30 0.19+0.02*
Indometacina 10 0.20+0.02**

(n = 6 animais).

Difere significativamente em relagéo ao controle * p < 0,05 e **p < 0,01

Edema (ml)

(média £ EPM)

60 min
0.59+0.11
0.29+0.03**

0.30+0.04**
0.20+0.03**

0.21+0.01**

120 min
0.70+0.08
0.54+0.05

0.38+0.06**
0.31+0.02**

0.26+0.04**

240 min
0.88+0.06
0.54+0.06**

0.42+0.06**
0.36+0.04**

0.24+0.03**

Anibicéo do

edema (%)

0.0

34.4
48.1
58.4

65.2

~A percentagem de inibicdo do edema foi determinada através do célculo da area sob a

curva
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Tabela 9. Efeito antiedematogénico produzido pelas FracGes Purificadas da F - CH2Cl2 de W.

ebracteata (FP-I a FP - X), administradas por via intraperitoneal (i.p.) sobre o edema de pata

induzido pela carragenina em ratos.

Grupos

Controle

FP-I
FP-1I
FP-IlI
FP-1V
FP-V
FP-VI
FP-VII
FP-VIII
FP-1X
FP-X

Dose
(mglkg, i.p.)

3,0

3,0

3,0

10,0
10,0
10,0
10,0
10,0
10,0
10,0

(n =4 - 6 animais).

30min

0,31 +0,03

0,20 + 0,04

0,06 + 0,01**

0,28 £ 0,04
0,24 + 0,01
0,31 £ 0,02
0,19 +0,01
0,45 + 0,07
0,35+ 0,01
0,14 + 0,07
0,29 + 0,07

Edema (ml)

(média £ EPM)

Inibicéo do

edema (%)

60min 120min
0,49 +0,05 0,67 +£0,08
0,27 + 0,09 0,54 + 0,07
0,27 £ 0,01 0,56 + 0,04
0,31 + 0,06 0,29 + 0,07**
0,35+ 0,08 0,66 +0,12
0,35+ 0,05 0,38 + 0,06
0,39 +0,01 0,74 + 0,05
0,61 + 0,05 0,51 + 0,04
0,43 + 0,05 0,48 + 0,07
0,19 + 0,04* 0,26 * 0,05**
0,58 £0,12 0,94 + 0,07

240min

0,74 +0.07 0.0
0,59 + 0,08 29,1
0,46 + 0,01 39,4
0,33 + 0,08** 43,2
0,73 0,15 12,4
0,46 + 0,04 30,8
0,71 £ 0,01 9,1
0,52 + 0,03 11
0,59 + 0,09 151
0,46 + 0,03 55,1
0,83+ 0,02 -

Difere significativamente em relagéo ao controle * p < 0.05 e ** p < 0.01

A percentagem de inibicdo do edema foi determinada através do calculo da area sob a

curva
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Tabela 10. Efeito antiedematogénico produzido pela diidrocucurbitacina B, cucurbitacina B ou E
compostos isolados da FP-lll de \N. ebracteata administradas por via intraperitoneal (i.p.), sobre

o0 edema de pata induzido pela carragenina em ratos.

Grupos Dose Edema (ml) Inibicdo do
(mg/kg, i.p.) (média + EPM) edema (%)
30min 60min 120min 240min
Controle 0,35+0,02 0,554+008 0,70+0,08 0,86+0,07 0,0
Dildrocucur - B 1.0 0,38+0,05 0,50 +0,10 0,66 +0,07 0,67 +0,08 8,6
Cucurbitacina B 1.0 0,08 +0,01** 0,12 +0,02** 0,26 +0,05** 0,44 + 0,09** 60,8
Cucurbitacina E 1.0 0,07 +0,01** 0,11 +0,03** 0,20 £ 0,04** 0,60 * 0,04** 58,1

(n =4 - 6 animais).
Difere significativamente em relagdo ao controle * p < 0,05 e * p < 0,01
~A percentagem de inibicdo do edema foi determinada através do calculo da area sob a

curva
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4,1.3.2. Efeito da F - CH2Cl2 no teste do edema de pata induzido pela
CARRAGENINA - AVALIACAO DA PARTICIPACAO DOS GLICOCORTICOIDES
ENDOGENOS EM RATOS.

Nos animais adrenalectomizados bilateralmente (ADL) ou falsos operados
(FO), tratados com o veiculo por via i.p., a injecédo intraplantar de carragenina (300
fig/pata) promoveu a formacdo de um edema progressivo, que 240 min apos a
injecdo deste foi de 1.09 £ 0,10 e 0.92 £+ 0,09 ml, respectivamente. O pré-tratamento
(30 min) dos animais ADL ou FO com a F - CH2Cl2 na dose de 10 mg/kg (i.p.) inibiu
significativamente o edema de pata induzido pela carragenina em 51,8 ou 62,7%,
respectivamente, 240 min apds a aplicacdo ao agente flogistico (p < 0,01)(Tabela

11, Figura 18).
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Figura 18. Efeito antiedematogénico da F - CH2Cl. de W. ebracteata (10
mg/kg; ADL, O e FO, O), administrados por via intraperitoneal (i.p.), 30 min antes,
sobre o edema de pata induzido pela injecéo intraplantar de carragenina (300
(xg/pata) em ratos. Animais que receberam apenas veiculo (controle; ADL, m e FO,
*). Os simbolos e barras verticais representam as meédias + E.P.M. de 6 animais
por grupo experimental. Difere significativamente dos respectivos grupo controle,

*p<0,05 ou **p< 0,01.
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Tabela 11. Efeito antiedematogénico da F - CH2Clz de W. ebracteata administrada por via
intraperitoneal (i.p.) sobre o edema de pata induzido pela carragenina em ratos

adrenalectomizados bilateralmente (ADL) ou falso operados (FO).

Grupo F - CH2ClI2 Edema (ml) Inibicdo do
experimental  (mg/kg, i.p.) (média tEPM) edema (%)
30min 60 min 120 min 240 min
ADL controle 0.28+0.01  0.38+0.03 0.63+0.10 1.09+0.04
ADL tratado 10 0.25+0.04  0.25+0.04**  0.31+0.02**  0.4210.01** 51,8
FO controle 0.3310.01  0.45+0.05 0.61+0.11 0.9210.09
FO tratados 10 0.15+0.01* 0.18+0.01* 0.23+0.01** 0.3010.03** 62,7

(n = 6 animais).

Difere significativamente em relacédo ao controle* p < 0,05 e **p < 0,01
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4.1.3.3. Teste da pleurisia induzida pela carragenina em camundongos

A injecdo de carragenina (1%) na cavidade pleural de camundongos tratados
com o veiculo (grupos controles), promoveu aumento tanto do extravasamento
plasmatico (6,70 + 0,62 |[xg/ml) quanto da migracdo celular (7,28 =+
0.58x10®celdlas/ml) (Tabela 12, Figura 19). O aumento da migracdo celular foi as
custas principalmente de neutrdfilos (5,18 + 0,6 x 10® celulas/ml), sendo que o
numero de células mononucleares nao foi diferente dos resultados do grupo injetado
com salina (Figura 19).

Primeiramente, os animais foram tratados com a F - CH2Cl2 (0,01 - 10 mg/kg,
1.p) 30 min antes da aplicacdo do agente flogistico. Nas doses de 0,3 a 10 mg/kg
(i.p.), houve reducédo significativa e de maneira independente da dose, tanto do
extravasamento plasméatico quanto da migracdo celular em relacdo ao grupo
controle (p < 0,01) (Tabela 12, Figura 19).

Em outro grupo experimental, os animais foram tratados com a FP - Il (3,0
mg/kg; i.p.), 30 min antes da injecdo de carragenina. Este tratamento inibiu o
extravasamento plasmatico em torno de 50% (3,09 + 0,71 i“g/ml) e a migracao celular
em torno de 80%(1,5+ 0,09 x 10® celulas/ml) em relacdo ao grupo controle (p < 0,05).
O mesmo efeito inibitério foi observado quando os animais foram tratados com
cucurbitacina E (1,0 mg/kg; i.p.), no qual o extravasamento plasmético foi inibido em
torno de 50% (3,89 £ 1,27 jxg/ml) e a migracdo celular em torno de 50% (3,67 £1,29 X

10® celulas/ml)(p < 0,01)(Tabela 12).
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Como grupo controle positivo, os animais foram tratados por via i.p. com
indometacina (5 mg/kg) ou com dexametasona (0,5 mg/kg), 30 min antes da
aplicacdo do agente flogistico. A tabela 12 mostra que estes tratamentos reduziram
significativamente o extravasamento plasméatico e a migracéo celular em relacdo ao
controle (p < 0,01). As percentagens de inibicdo do extravasamento plasmético e da
migracdo celular para os diferentes tratamento foram de 91,9 e 62,5%, para
indometacina e de 95,7e 69,5 % para dexametasona.

A figura 20 demonstra os efeitos da administracdo por v.o. da F-CH2Clz (3 -
30 mg/kg), todas as doses utilizadas foram efetivas em inibir o extravasamento
plasmatico e a migracdo celular induzidos pela carragenina na cavidade pleural de

camundongos(Tabela 12, Figura 20).
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Figura 19. Efeito antiinflamatério da F - CH2Cl2= de W. ebracteata (0,01 - 10
mg/kg) administrada por via i.p., 30 min antes da pleurisia induzida pela carragenina
(1%) em camundongos. Nos gréaficos, C indica o grupo controle injetado com
carragenina e S indica os animais tratados com salina na cavidade pleural. No
painel maior, as colunas fechadas indicam as células totais (x 10®) e as abertas o
exsudato (*g/ml). No painel menor, as colunas fechadas indicam os mononudeares
(x 10®) e as abertas indicam os neutrdfilos (x 10®). As linhas tracejadas indicam os
valores normais. As colunas e barras verticais representam as médias + E.P.M. de 6
animais por grupo experimental. Difere significativamente do grupo controle, *p<0,05

ou**p<0,01.
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Figura 20. Efeito antiinflamatério da F - CH2Cl. de W. ebracteata (3 - 30
mg/kg), administrada por v.0. 60 min antes da pleurisia induzida pela carragenina
(1%) em camundongos. Nos graficos, C indica o grupo controle injetado com
carragenina e S indica os animais tratados com salina na cavidade pleural. No
painel maior as colunas fechadas indicam as células totais (x 10®) e as abertas o
exsudato (Jig/ml). No painel menor, as colunas fechadas indicam os mononucleares
x 10®) e as abertas indicam os neutréfilos (x 10®). As linhas tracejadas indicam os
valores normais. As colunas e barras verticais representam as médias + E.P.M. de 6
animais por grupo experimental. Difere significativamente do grupo controle, *p<0,05

ou**p<0,01.
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Tabela 12. Efeito antiinflamatério causado pela administracdo por via i.p. ou por v.0. da F
CH:2Cl2, FP-Ill e cucurbitacina E de W. ebracteata, de indometacina ou de dexametasona ns

pleurisia induzida pela carragenina em camundongos.

Grupos Dose Células Totais Azul de E_vans
(mag/kg) (XIO®) (ng/mi)
Controle 7,28 + 0,58 6,70 £0,62
F-CH:2Cl (i.p. 01 6,48 +1,04 6,94 +1,04
0,3 2,42 +0,73** 1,33 +0,33**
1 1,75 £0,39** 3,00 £ 0,40*
3 151 +0,15** 2,00 £ 0,57*
10 1,32 +0,20** 1,10 +0,96**
F- CHzCl2 (v.0.) 3 4,23 +1,04* 3,35 +1,05**
10 4,27 £1,15* 2,83 £0,90**
30 3,87 £0,80* 2,46 +0,59**
FP - Il (I.p.) 3,0 1,50 + 0,09** 3,09 £0,71**
Cucurbitacina E (i.p.) 1,0 3,67 £1,29* 3,89 £1,27*
Indometacina (i.p.) 5 2,86 + 0,60** 0,60 £ 0,03**
Dexametasona (i.p.) 0,5 2,32 + 0,46** 0,32 £ 0,04**

(n =4 - 6 animais).

Difere significativamente em

relacdo ao grupo controle * p < 0.05, ** p < 0.01
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4.1.3.4. Dosagem dos niveis de PGE2 no exsudato pleural induzido pela

CARRAGENINA EM CAMUNDONGOS.

A aplicacdo de carragenina (1%) na cavidade pleural de camundongos
tratados com o veiculo (grupo controle) induziu um significante aumento do nivel de
PGE2 de 0.72 £ 0.23 ng/ml (animais injetados com salina) para 25,5 £ 5,9 ng/ml, 4 h
apos a administracdo do agente fiogistico. O nivel de PGE2 na cavidade pleural
diminuiu significativamente de maneira dose-dependente, em relagdo ao grupo
controle, quando os animais foram tratados com a F - CH2CI2 tanto por via i.p. (0,001
- 10 mg/kg) quanto por v.o. (0,03 - 10 mg/kg), 30 e 60 min, respectivamente, antes
da aplicacdo da carragenina na cavidade pleural de camundongos. Os valores
calculados da DIS0 para o tratamento por via i.p. foram de 0,02 (0,002 - 0,09) mg/kg
(Figura 21A) e por v.o. de 0,29 (0,06 - 1,45) mg/kg (Figura 21B).

A tabela 13 mostra que o aumento do nivel de PGE: induzido pela
carragenina também foi inibido quando os animais foram tratados por via i.p. com
cucurbitacina B (0,1 mg/kg) em 59,2% (p < 0,01). O mesmo efeito inibitério ocorreu
com 0s animais tratados com indometacina (10 mg/kg, i.p.), no qual a inibicdo do

nivel de PGE: foi de 98,8% (p < 0,01)(Tabela 13).
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Figura 21. Efeito da administracdo de F - CH2CI2 de W. ebracteata (3 - 30
mg/kg, i.p. A, 30 min antes ou 0,03 - 10 mg/kg, v.o., B 60 min antes) sobre o nivel
de PGE2 induzido pela aplicagdo da carragenina (1%) na cavidade pleural em
camundongos. Nos graficos, C indica o grupo controle injetado com carragenina e S
indica os animais tratados com salina na cavidade pleural. As colunas e barras
verticais representam as médias + E.P.M. de 4 a 6 animais por grupo experimental.

Difere significativamente do grupo controle, *p<0,05 ou **p< 0,01.
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Tabela 13. Efeito da cucurbitacina B isolada da FP-llIl de \N. ebracteata ou da indometacina

sobre os niveis de PGE: induzido pela carragenina na cavidade pleural de camundongos.

Grupos Dose Niveis de PGE: Inibicdo dos niveis de
(mgl/kg, i.p.) (ng/ml) PGE:2 (%)
1 1

Salina 0,72 £ 0,23

Carragenina : 25,53 + 5,90

Cucurbitacina B 0.1 10,41 +£2,67** 59.2

Indometacina 10 0,29 + 0,08** 98.8
(n=4- 6)

Difere significativamente do grupo controle **p < 0,01
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4.1.3.5. Avaliacdo dos efeitos da F - CH2CIl2 de W. ebracteata sobre a

MUCOSA GASTRICA EM RATOS.

O tratamento dos animais com indometacina (30 mg/kg, v.o. ou i.p.) produziu
intensas lesdes na mucosa gastrica, 4 h apds sua administracdo (Tabela 14, Figura
22A). O mesmo ocorreu com os animais tratados com AAS (100 mg/kg, v.0.), porém
com um indice de ulceracdo (lU) menos intenso (Tabela 14). No entanto o
tratamento dos animais com o veiculo (DMSO 10%) bem como com a F-CHzClz (30

mg/kg, v.0. ou i.p.) ndo produziu lesdes gastricas (Tabela 14, Figura 22B).

Tabela 14. Efeito da administracdo por via oral do veiculo, F-CH2Cl2 de W. ebracteata,

indometacina ou AAS sobre a mucosa gastrica de ratos.

Amostra Dose (mg/kg) I\ média + EPM
Veiculo 0

F-CH:zCl: (i.p.) 10 0

F-CH2Cl2 (v.0.) 30 0

Indometacina (i.p.) 30 5,0+0,25
Indometacina (v.0.) 30 4,0 + 0,63

AAS (v.0.) 100 2,6 + 0,80

n =6 - 8 animais.
Difere significativamente em relacdo ao grupo controle **p < 0,01

~indice de ulceracéo
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Figura 22. Registro fotografico tipico dos efeitos da indometacina (30 mg/lcg, i.p., A) e

F-CH2Ci2 W. ebracteata (10 mg/kg, i.p., B) sobre a mucosa gastrica de ratos.
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4.2. Estudos bioquimicos ”in vitro™

42.1. Estudos do efeito da F - CH2CI2 e FP-lll de W ebraCteata sobre a

atividade da ciclooxigenase humana 2 (hCOX-2).

A adicdo de &cido araquidbnico (40 niVl) nos recipientes contendo células
Cos-7 transfectadas com hCOX-2, produziu 252,0 + 21,4 ng/ml de PGE:z, este valor
foi assumido como 100% de atividade enzimatica para a enzima COX-2. A pré
incubacdo com F-CH2Cl2, nas concentragcbes de 25 e 250 |xg/ml, diminuiu
significativamente a atividade enzimatica de COX-2 para 54,9 + 13,4 e 73,113,7%,
respectivamente. Na presenca da FP-lll, nas mesmas concentragfes (25 ou 250
ng/ml), a atividade enzimatica de COX-2 foi reduzida significativamente para
48.7+12.7 e 25.1 + 6.5%, respectivamente em relacdo ao controle. A pré-incubacéo
com indometacina (0,5 ~g/ml), um inibidor ndo seletivo de COX-1 e COX-2, em
células COS-7, transfectadas com hCOX-2, produziu uma diminuicao significativa da
atividade enzimatica de COX-2 para 9,0 + 1,3%. O mesmo efeito inibitério ocorreu
quando estas células foram pré-incubadas com NS-398 (0,5 “Ng/ml), um inibidor
seletivo de COX-2, que reduziu a atividade enzimética de COX-2 para 5,0 £ 0,79%,

em relacdo ao controle (Figura 23).
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Figura 23. Avaliagdo da atividade enzimatica de COX-2 em células COS-7
transfectadas com hCOX-2 pré-incubadas por 45 min com F-CHzClz2 ou F-lll de W.
ebracteata, NS-398 ou indometacina. No gréfico, C indica o grupo controle, pré
incubado com o veiculo. As colunas e barras verticais representam as médias *

E.P.M. de 3 a 6 amostras por grupo experimental. Difere significativamente do grupo
controle, *P < 0,05 e **P< 0,01.
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5. Discussao

Os produtos naturais derivados de plantas tém sido, ao longo do tempo,
fontes extremamente importantes de agentes medicinais e modelos de design para
a sintese e semi-sintese de novas substancias com atividade terapéutica (Balandrin,
1993), além de poderem ser utilizados como ferramentas farmacoldgicas
(Dohadwalla, 1985).

Atualmente tém-se observado um grande consumo de plantas com
propositos terapéuticos sem ao menos serem avaliadas cientificamente. Somente
com base nos resultados dos estudos dos efeitos farmacolégicas e toxicologicas
que serd possivel ter preparacbes a base de plantas medicinais com qualidade e
segurancga.

Os dados da literatura indicam a potencialidade da familia Cucurbitaceae
como fonte de substancias biologicamente ativas. W. ebracteata forneceu
cucurbitacinas com grande variabilidade estrutural, sendo que, a maioria destas
ainda ndo foram estudadas do ponto de vista farmacolégico. Os estudos existentes
sobre cucurbitacinas revelam que se tratam de compostos com diversas atividades
farmacoldgicas. No entanto, os dados sdo poucos conclusivos. A investigacdo
sisteméatica sobre as possiveis atividades farmacoldgicas desta classe de
compostos pode contribuir para a descoberta de novas substancia ativas, bem como
para o desenvolvimento de novos farmacos ou ainda como ferramentas para o

estudo do mecanismo de agdo de novas drogas.



89

No presente trabalho foram avaliadas as propriedades antinociceptivas e
antiinflamatorias das fragOes, fracOes purificadas e compostos isolados de
Wilbrandia ebracteata (Cucurbitaceae) em modelos experimentais in vivo de
nocicepcdo e inflamacdo bem como em modelos experimentais in vitro
desenvolvidos com o auxilio de técnicas de biologia molecular.

Inicialmente foi avaliada a atividade analgésica do extrato bruto metandlico de
W. ebracteata e suas fragfes no teste das contor¢des abdominais induzidas pelo
acido acético em camundongos. Este teste foi introduzido por Siegmund et al.
(1957) utilizando a fenilquinona, sendo padronizado posteriormente para outros
agentes algogésicos tais como 4cido acético, BK, &cido araquiddnico, caolim entre
outros (Whittie, 1964; Fujiyoshi et al., 1986; Dubinsky et al., 1987; Rates e Barros,
1994). Estes agentes quimicos provocam uma irritacdo, cujo reflexo é o surgimento
de contor¢bes abdominais acompanhadas de extensdo de uma das patas
posteriores (Chau, 1989). Esses irritantes poderiam atuar indiretamente causando
liberacbes de mediadores algicos enddgenos, entre eles a BK, 5-HT, Hist e PGs
(Whittie, 1964). A nocicepcgao seria entdo, o resultado da estimulacdo dos neuronios
nociceptivos. O teste de contor¢cdes abdominais induzidas pelo &cido acético é
simples, reprodutivo, econdmico,rdpido e sensivel as drogas analgésicas
moderadas semelhantes ao AAS, aos antagonistas de receptores cininérgicos e aos
analgésicos de acao central como, por exemplo, a morfina (Siegmund et al., 1957;
Vacher et al., 1964; Steranka et al., 1987). Apesar deste modelo ser desprovido de
especificidade, existe uma estreita correlacdo com a poténcia exibida por drogas
analgésicas neste modelo e suas eficacias clinicas (Siegmund et al., 1957; Pong et

al., 1985; Dubinsky et ai, 1987). Assim, os resultados positivos deste modelo devem
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ser analisados com cautela e em conjunto com os resultados de outros testes
(Rates e Barros, 1994)

A administracdo por via i.p. do extrato bruto metandlico, assim como suas
fracOes reduziram significativamente as contor¢des induzidas pelo acido acético de
maneira dose-dependente tendo como ordem de poténcia: F-CHz2Clz > extrato bruto
metandlico > F-AcOEt. O efeito inibitério também foi observado com o AAS, usado
como controle positivo. A F - CH2Clz demonstrou rapido inicio do efeito analgésico
(cerca de 30 min) sendo esta acdo duradoura (mais de 4 h). As F-n-BuOH e F-H20
na dose de 30 mg/kg, i.p., nao reduziram significativamente as contorgdes
abdominais induzidas pelo acido acético em camundongos. Estes resultados
demonstram que o efeito analgésico do extrato bruto metandlico é devido, ao menos
em parte, aos constituintes presentes na F-CH2Clz. Sendo assim, escolheu-se esta
fracdo para dar continuidade a avaliacdo e estudos das atividades antinoceptiva e
antiinflamatoéria.

Primeiramente avaliaram-se os resultados obtidos com a F-CH2Cl2 no teste
de atividade geral. Os resultados demostraram que a administracao da F-CH2Cl2
nado produziu alteragcdes significativas dos parametros avaliados nas doses de
IOmg/kg (i.p.) e 30 mg/kg (v.0.); no entanto dose superiores levaram a Obito os
animais. Os valores estimados de DLso foram de 17,7 mg/kg por via i.p. e 62,4
mg/kg por v.o. Estes resultados indicam que a F-CH2Clz apresenta toxicidade aguda
nas doses superiores aquelas estudadas nos testes farmacologicos. Estes
resultados demonstram a necessidade eminente de uma rigorosa investigacao da
toxicidade de produtos fitoterapicos que possuem em suas formulacfes

componentes (extratos, tinturas) a base de W. ebracteata.
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Objetivando-se a melhor caracterizacdo da atividade antinociceptiva da F-
CH2Cl2, foi utilizado o teste da formalina em camundongos. Este modelo
experimental foi originalmente descrito em gatos e ratos (Dubuisson e Dennis, 1977)
e posteriormente adaptado para camundongos (Hunskaar et al., 1985). O teste da
formalina em camundongos consiste na injecao intraplantar da pata posterior direita
do animal de uma solucdo aquosa diluida de formaldeido (formalina) com
consequente processo nociceptivo caracterizado por lambidas, mordidas e
espasmos vigorosos na pata injetada com o irritante. Inicialmente a reacdo dolorosa
causada pela formalina foi observada na pata anterior do animal. No entanto, a
resposta nociceptiva torna-se mais especifica quando a injecdo do irritante é
efetuada na pata posterior, por ser raramente lambida em condi¢cbes normais
(Mi(DIsen ei a/., 1992).

Sabe-se que a estimulagdo nociceptiva prolongada pode produzir a facilitagédo
da transmissdo dolorosa, podendo esta permanecer ativada além do periodo de
estimulacdo (Coderre et al, 1993). Este fenbmeno é devido, além do aumento da
sensibilidade das terminacdes nociceptivas periféricas (sensibilizacdo periférica), ao
aumento da excitabilidade dos neurdnios dorsais medulares no SNC (sensibilizacao
central) (Coderre e Melzack, 1992). Isto ocorre, apds a injecdo de formalina na
regido intraplantar de roedores, induzindo duas fases distintas de nocicepcao
relacionadas a dois estimulos distintos (Hunskaar et al., 1985). A primeira fase
aparece imediatamente apds a injecdo de formalina durante os 5 primeiros minutos,
provavelmente devido a estimulacdo quimica das terminacbes aferentes

nociceptivas. Esta fase (dor de origem neurogénica) (Haley et al, 1990) é inibida por
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antagonistas opiodides, sendo também descrita a participacdo de varios mediadores
quimicos como o glutamato, a BK e do substancia P (Hunskaar e Hole, 1987;
Shibata et al., 1989; Corréa e Calixto, 1993). A Segunda fase (dor de origem
inflamatdria) aparece entre os 15 e 30 minutos apds a injecdo de formalina. Esta
fase esta relacionada com a liberacdo de mediadores pré-inflamatorios tais como
Hist, 5-HT, BK e PGs, sendo entdo sensivel aos AINEs e AIEs, além dos
analgésicos opidides (Hunskaar e Hole, 1987).

O tratamento prévio dos animais com a F-CH:Clz, tanto por via i.p. quanto por
v.0., foi capaz de inibir as duas fases de nocicepcao. No entanto a F-CH2Clz inibiu
significativamente e de maneira dose-dependente, apenas a segunda fase (dor de
origem inflamatdria), assim como a indometacina, contro\le positivo. As doses da F-
CH2Cl2 administradas aos animais ndao foram capazes de inibir por completo a
primeira fase e demonstraram ser pouco ativas para inibir o edema formado
associado a segunda fase. Com os resultados obtidos foi possivel calcular as DUo
para a segunda fase que foram para o tratamento por via i.p. de 1,65 (0,81 - 3,58)
mg/kg e por v.o. de 6,45 (4,64 - 8,24) mg/kg. Estes resultados sugerem que F-
CH:2Cl2 demonstra uma atividade antinociceptiva, a medida que inibe a reatividade a
dor observada na segunda fase de nocicepcao induzida pela formalina. Por ser, esta
fase, relacionada com os mediadores do processo inflamatério e inibida pelos
AINEs, o efeito antinociceptivo demonstrado pela F-CH2Cl2 poderia estar
relacionado com uma inibicdo dos mediadores do processo inflamatério. Isto
porque, varias evidéncias experimentais demonstram que tanto a segunda fase de
dor quanto o edema de pata causado pela formalina envolve a liberacdo de varios

mediadores inflamatérios como as cininas, PGE:2, aminoacidos excitatérios e NO
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(Maniberg e Yaksh, 1994, 1995; Haley et al.,, 1990; Yamamoto e Yaksh, 1992;
Coderre e Melzack, 1992; Corréa e Calixto, 1993).

A atividade antinoceptiva da F-CH:Cl: foi também estudada no teste do tail-
flick introduzido por D’Amour e Smith (1941), um modelo sensivel a modulacéo
opidide. Ao contrario da morfina, analgésico opidide controle positivo do teste, a F-
CH2Clz ndo alterou a reatividade dos camundongos ao estimulo térmico doloroso.
Estes resultados em conjunto do teste de contorgédo abdominal e formalina, sugerem
que os constituintes da F-CH2Cl2 ndo exercam suas acdes analgésica através das
vias mediadas pelo sistema nervoso central.

Assim como os AINEs, a F-CH2Clz inibiu significativamente a reatividade da
segunda fase de dor de origem inflamatoria do teste da formalina. Sob este aspecto
procurou-se avaliar a atividade antiedematogénica da F-CH2Clz usando
primeiramente o modelo do edema de pata induzido pela carragenina em ratos. A
carragenina, um polissacarideo sulfatado isolado da alga Chondrus crispus, é
amplamente usada como agente flogistico. Neste modelo agudo de inflamacéo
ocorre a liberacdo sequencial de diferentes mediadores proé-inflamatérios, como as
aminas biogénicas (Hist e 5-HT), as cininas e os prostandides (Di Rosa et al., 1971)
e é Util para identificar e caracterizar drogas como os AINEs e AIEs, mas este teste
monitora somente mudancas como edema e eritema, ndo permitindo observar
alteracdes na celularidade. Em ratos, por exemplo, a poténcia de AINEs, no teste do
edema de pata induzido pela carragenina tem boa correspondéncia no homem
(Freireich et al., 1966). Recentemente, Seibert et al, (1994) demonstraram que no
teste do edema de pata induzido pela carragenina, a COX-2 foi expressa localmente

em resposta aos estimulos pré inflamatorios e que a inducdo de COX-2 ARNmM



94

coincidiu com a sintese de PGs e com o desenvolvimento do edema e hiperalgesia.
O ARNm de COX-1 foi detectavel na pata de ratos normais, mas sua expressao nao
mudou com o inicio do processo inflamatério.

O tratamento prévio dos animais tanto por via i.p. quanto por v.o. foi capaz de
inibir significativamente de maneira dose - dependente o edema formado pela
carragenina, a semelhanca do controle positivo indometacina, um AINE que inibe a
biossintese das PGs (Vane, 1971; Flower et al., 1972; Chan, et al, 1995). O efeito
antiedematogénico da F-CH2Clz foi também avaliado em  animais
adrenalectomizados, onde ndo se observaram alteragcdes. Desta maneira, pode-se
sugerir que o0s glicocorticéides endbégenos ndo participam do efeito
antiedematogénico da F-CHzClz.

Com o objetivo de investigar os principios ativos com atividade
antiedematogénica, no edema de pata induzido pela carragenina, a F-CHzCl: foi
fracionada em 10 fragcOes purificadas e testadas posteriormente. As fracOes
purificadas FP-Il e FP-IX, reduziram significativamente o edema formado pela
carragenina. No entanto, somente a FP - 1l apresentou um perfil de inibicdo similar
ao da F-CH2Clz. Por tal motivo, escolheu-se a FP-lll para dar continuidade aos
estudos da atividade antiedematogénica. Deste modo pode-se sugerir que 0S
principios ativos responsaveis pela atividade antiedematogénica da F-CH:Clz,
poderiam estar presentes na FP - lll. A partir da FP-Ill foram isolados e testados 3
compostos; cucurbitacina B, cucurbitacina E e diidrocucurbitacina B descritos
anteriormente na literatura (Farias etal., 1993).

Os resultados demonstram que tanto a cucurbitacina B quanto a E foram

eficazes em inibir o edema de pata induzido pela carragenina em ratos. No entanto.
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a diidrocucurbitacina B néo foi capaz de exercer o mesmo efeito. Estes resultados
sugerem que o efeito antiedematogénico da FP-IIl deve ser devido, principalmente,
a presenca das cucurbitacinas B e E.

Estes resultados demonstram que pequenas mudangas ha estrutura quimica
de um composto podem alterar significativamente suas atividades farmacoldgicas.
Um fato relevante observado foi a relacdo entre a estrutura quimica dos compostos
isolados e seus efeitos antiedematogénicos. A figura 8, mostra que as diferencas
entre a cucurbitacina B e a cucurbitacina E sdo a presenca de uma ligacéo - dupla
entre os carbonos Cl1 e C2 (cucurbitacina E) e, consequientemente, a posicao do
grupamento hidroxila em C2. Com relacao a diidrocucurbitacina B, pode-se observar
a auséncia da ligacdo dupla entre os carbonos C23 e C24 da cadeia lateral do
composto. Tal diferenca foi suficiente para abolir o efeito farmacoldgico. Estes
resultados sugerem que a cadeia lateral possui um importante papel para a
atividade antiedematogénica. As mudancas estruturais no anel A parecem nao
interferir na atividade antiedematogénica, uma vez que n&o houve diferenca
significativa no efeito das cucurbitacina B e E sobre o edema de pata induzido pela
carragenina.

Recentemente, foram realizados estudos sobre as relagOes quantitativas
entre estrutura e atividade (QSARS) para as cucurbitacinas, no que diz respeito a
atividade citotdxica in vitro e a toxicidade em animais, a partir de dados ja descritos
na literatura (Dang etal., 1994). Os autores concluem que, no modelo estudado os
elementos estruturais responsaveis pelas atividades citotdxicas e toxicas ndo devem
ser idénticos. Contudo, 0 numero de compostos estudados e a sua variabilidade

estrutural foram limitados. Nos ultimos anos foram isoladas e identificadas diversas
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novas estruturas, para as quais os dados toxicologicos e farnnacoldgicos néo
existem ou s&o insuficientes (IViatos et al., 1991; Himeno et al., 1992; 1993;
Schenkel et al.,, 1992; Achenbach et al., 1993a; 1993b; 1995; Farias et al., 1993;
Stuppner e Muller, 1993; Valente et al., 1993; 1994; Weckert et al., 1993; Ahmad et
al., 1994).

Uma vez evidenciada as ac¢Oes antinociceptivas no teste de contorgcao
abdominal, na dor da segunda fase (dor de origem inflamatéria) induzida pela
formalina e antiedematogénica no teste do edema de pata induzido pela
carragenina, a atividade da F-CH:Cl2 e seus produtos foi estudada na pleurisia
induzida pela carragenina em camundongos.

O modelo da pleurisia foi originalmente desenvolvido em ratos (Spector,
1956) e mais tarde reproduzido em cobaias (Yamamoto et al., 1975; Sedgwick e
Willoughby, 1989). Com este modelo é possivel avaliar simultaneamente o
extravasamento plasmatico e a migracédo celular na cavidade pleural induzidos por
diversos agentes flogisticos (Capasso et ai, 1975; Brito, 1989; Lo et ai, 1982; Saleh
et ai, 1996), além de avaliar também a concentracdo de muitos mediadores assim
como a PGE:, (Harada et ai, 1996) e enzimas como a COX-2 e a Oxido nitrico
sintase (NOS)(Tomlinson et ai, 1994).

A injecdo de carragenina na cavidade pleural promove uma intensa reacéo
inflamatéria com formacdo de exsudato que contém principalmente neutréfilos e
também mastdcitos além de varios mediadores inflamatérios (Horakova et al, 1980;
Brito, 1989). Um numero destes mediadores, incluindo Hist, 5-HT, BK, PGE:z, PGlz,
tromboxano Az (TXAz) e LTB4, tem sido detectado no exsudato pleural induzido pela

carragenina além de ter sido determinada a cinética de suas producfes na cavidade



97

pleural (Horakova et al., 1980; Katorl et al.,, 1980; Harada et al.,, 1982; Mlkami e
Miysaka, 1983; Raychaudhuri etal, 1997).

A inflamacdo produzida na cavidade pleural é lenta e prolongada em
comparagdo com aquela desenvolvida na pele. Isto se deve ao fato de haver
diferencas na resposta ao mediador inflamatorio, na drenagem linfatica bem como
nos tipos celulares envolvidos. Os mediadores envolvidos neste tipo de inflamacéao
sao liberados por células residentes ou que migram para o local do processo
inflamatério (Doherty e Robison, 1976; Glatt et al., 1979). Os leucdcitos séo
conhecidos por serem uma das maiores fontes dos produtos da 5 - lipoxigenase,
sendo relatado que eles liberam uma quantidade substancial de prostandides
(Borgeat et al.,, 1976; Hansch et al., 1984). A PGEa causa vasodilatacdo e
potencializa a exsudacdo plasmatica induzida principalmente por diferentes
mediadores (lkeda et al., 1975; Williams e Morley, 1973). Na pleurisia induzida pela
carragenina em ratos foi observado um aumento paralelo no nivel de PGE:2 bem
como no nivel da COX-2, mas ndo da COX-1, no exsudato pleural. Isto leva a crer
que PGE: possui um importante papel na exsudacdo plasmatica e que COX-2 pode
estar envolvida na formacdo de PGE:2 no sitio inflamatério in vivo (Harada et al.,
1982, 1983, 1996). Os dados da literatura indicam claramente que a inflamacéao
aguda ndo-especifica provoca um aumento da geracdo de metabdlitos dos é&cido
araquidénico pelos fagécitos locais na cavidade pleural (Dozen et al., 1989; Mathieu
efa/., 1990).

Neste trabalho, a injecdo intrapleural de carragenina (1%) promoveu a
migracdo celular, extravasamento plasmatico (Figura 19 e 20)(Harada etal., 1982;

Katori e Majima, 1997) e aumento dos niveis de PGE: (Figura 21) (Mikami, et al.,
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1983). Os resultados demonstraram que a F-CH2Clz promoveu uma atividade
antiinflamatoéria quando administrada, tanto por via i.p. quanto por v.o., sendo capaz
de diminuir o influxo celular e o extravasamento plasméatico para a cavidade pleural,
a4 semelhanca do verificado com a indometacina e a dexametasona (Utsunomiaya,
et al., 1994). O mesmo efeito foi observado quando os animais foram tratados com a
FP-1ll ou cucurbitacina E. Além disto, observou-se que os niveis de PGE-:, avaliados
no exsudato pleural diminuiram significativamente quando os animais foram tratados
com a F-CH2Cl2 tanto por via i.p. quanto v.o., bem como com cucurbitacina B,
administrada por via i.p. Este efeito inibitorio também ocorreu com a indometacina,
inibidor ndo seletivo das enzimas COX-1 e COX-2 (Mathieu et al., 1990; Glaser et
al., 1995). Estes resultados indicam que a F-CHzCl2 possui atividade antiinflamatéria
in vivo. Sugere-se ainda que o efeito antinoceptivo observado na segunda fase da
dor (dor de origem inflamatéria) induzida pela formalina e o efeito
antiedematogénico observado no teste do edema de pata induzido pela carragenina
estejam relacionados com diminuicédo dos niveis de PGE:.

Tendo em vista que a F-CH2Cl2, bem como seus produtos causaram uma
atividade antiinflamatodria, provavelmente devido a inibicdo dos niveis de PGE:,
objetivou-se avaliar os possiveis efeitos da F-CH2Cl: sobre a mucosa gastrica. Isto
porgue ja é conhecido que os AINEs possuem toxicidade gastrintestinal (Bollini et
al., 1992). A Figura 21 demonstra que indometacina (inibidor ndo-seletivo de COX-1
e COX-2) promove o aparecimento de ulceracBes na mucosa gastrica de ratos,
devido & diminuicdo de PGs na mucosa gastrica (Waliace, 1995; Nakatsugi, et al.,
1996; Aly, 1997). Ja a F-CH2Cl2 nao foi capaz de produzir o mesmo efeito (Tabela

14, Figura 21).
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Como ja citado na introducéo, recentes estudos tém mostrado a existéncia de
duas isoformas de cicloxigenase (Rosen et al., 1989; IVilasferrer et al., 1990; Hla e
Nielson, 1992). A primeira descrita COX-1 que é expressa constitutivamente e esta
distribuida em todos os tecidos (0’Banion et al., 1991; 0’Banion et al., 1992). A
outra isoenzima é a COX-2, que é induzivel, isto é pode ter sua expressao
aumentada por mitdgenos e condi¢cdes que estimulam a proliferacdo, PGs entre
outros ( para revisdo ver Pairet e Engelhardt, 1996). A inibicdo destas enzimas
(COX-1 e COX-2) € o mecanismo de acdo dos AINEs. Por conseguinte, seus efeitos
colaterais sdo bem conhecidos, assim como toxicidade gastrintestinal (Bollini et al.,
1992; Scheiman, 1992; Robinson, 1997), mudancas na funcdo renal (Wen et al.,
1992; Perneger et al.,, 1995; Komhoff, 1997) entre outras, sendo que estes efeitos
Vane e Botting, 1995; Vane e Botting, 1997). Os resultados obtidos até entéo
sugerem que, além de apresentar uma atividade antiinflamatéria, a F-CH:2Cl2
provavelmente ndo interfere com a atividade da enzima COX-1, como observado in
vivo, a semelhanca do mecanismo de acao estabelecido para os inibidores seletivos
de COX-2 (Donnelly e Hawkey, 1997)

Em busca de um mecanismo de acdo que pudesse esclarecer os efeitos
promovido pela F-CH2Clz2 e FP-IlIl nos experimentos realizados in vivo foram, entéo,
investigados os possiveis efeitos destas fracGes sobre a atividade da enzima COX-
2, transfectadas em células COS-7, in vitro. Os resultados mostraram que a F-
CH:2Cl2, bem como a FP-lll foram capazes de inibir a atividade enzimética da COX-

2, nas doses estimadas a partir dos resultados obtidos com 0s experimentos in Vvivo.
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A indometacina, assim como o composto NS-398, inibiram significativamente a
atividade da COX-2 (Futaki etal., 1994; Lora etal., 1997; Yamada etal., 1997).

Resultados preliminares sobre a atividade da enzima COX-1, demonstraram
que tanto a F-CH2Cl2 quanto a FP-lll ndo alteraram a atividade desta enzima
(resultados ainda nao publicados). Um outro possivel mecanismo investigado, que
pudesse explicar a diminuicdo dos niveis de PGE2 no exsudato pleural dos animais
tratados com F-CH:Cl2 foi a inibicdo da expressdo da COX-2. Para testar esta
hipétese, foram utilizadas células NIH 3T3, conhecidas por expressar ambas as
enzimas (de Brum-Fernandes et al., 1994; Crofford, 1997). Estas células foram pré-
incubadas com a F-CH:2Cl2 e depois estimuladas com interleucina-1 (IL-1). A F-
CH2Cl2 ndo reduziu os niveis de COX-2 em células estimuladas com IL-1; ja a
dexametasona mostrou efeito inibitério significativo sobre a expressdo enzimatica
(Masferrer et al.,, 1990; 0 ’Banion et al., 1991; Hershman, 1992; 0 ’Banion et al.,
1992a; 0 'Banion etal., 1992b; de Brum-Fernandes etal., 1994; Belvisi, etal., 1997).
Como esperado, os niveis de COX-1 permaneceram estaveis quando as células
foram tratadas com dexametasona, controle positivo, ou com a F-CH2Clz (resultados
ainda néo publicados).

Em conclusdo, os resultados apresentados neste trabalho, demonstraram
que a F-CH2Clz e a FP - Ill possuem atividade antiinflamatéria & medida que
diminuem a migracao celular e a exsudacédo. Este efeito poderia ser explicado pela
diminuicdo dos niveis de PGE2 no exsudato pleural, promovido pela F-CH2Cl2. Além
disto, pode-se afirmar que ao menos em parte a cucurbitacina B e cucurbitacina E,
0s principais compostos da FP - lll, participam deste efeito. Estes efeitos inibitérios

foram, entdo confirmados com os resultados in vitro, onde se pode observar que
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tanto a F-CH2Cl2 quanto a FP-Ill inibiram significativamente a atividade enzimatica
da COX-2, sugerindo-se assim que a atividade antiinflamatéria da F-CH2Cl2 pode
estar relacionada com a inibicdo direta da atividade da enzima COX-2. Outro fato
interessante foi que a F-CH2Cl2 ndo exerceu um efeito ulcerogénico sobre a mucosa
gastrica; isto pode sugerir que a F-CH2Cl2 ndo exerce seus efeitos sobre a COX-1.
Este resultado foi preliminarmente confirmado pelos ensaios in vitro, onde a F-
CH:2Cl2 nao foi capaz de inibir a atividade enziméatica da COX-1.

No entanto, outros mecanismos poderiam estar envolvidos com o efeito
inibitério sobre os niveis de PGE: exercido pela F-CH2Clz, isto porque se trata de
uma mistura de varios compostos.

Estudos estdo em andamento em nossos laboratérios para esclarecer o(s)
mecanismo(s) preciso(s) da atividade antiinflamatéria dos produtos de W.
ebracteata, bem como caracterizar os compostos responsaveis pelas acfes
encontradas. Finalmente, o desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas para
as doencas reumaticas no campo da farmacologia das prostaglandinas poderia levar a

AINEs mais eficazes e seguros.
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6. Sumario e conclusoes

Wilbrandia ebracteata Cogn. € uma planta da América do Sul, conhecida
popularmente no Brasil como ‘taiuia”. Suas raizes sdo empregadas na medicina
popular principalmente para o tratamento de doencas reuméticas. O objetivo do
presente trabalho foi avaliar as atividades antinociceptiva e antiinflamatoria de W.
ebracteata em varios modelos de nocicepcdo e inflamagcdo em camundongos e
ratos {in vivo), bem como através de técnicas de biologia molecular {in vitro).

A avaliacdo da toxicidade aguda da fragdo mais ativa (F-CH2Clz2) demonstrou
que nas doses de 10 mg/kg (i.p.) e 30 mg/kg (v.0.) em camundongos, ndo causaram
alteracOes dos parametros analisados. Em doses mais altas, a F-CH2Cl2 provocou
contor¢cOes abdominais, diarréia e morte. A DLso foi estimada em 17,7 mg/kg por via
i.p. e 62,4 mg/kg por v.o.

No teste de contorcdo abdominal induzida pelo &cido acético em
camundongos, a administracdo por via i.p. do extrato bruto metandlico, da F-CH2Cl2
e da F-AcOEt, reduziu significativamente o nimero de contor¢cdes de maneira dose -
dependente, onde os valores de Dlso foram de 11,3(8,6-14,9); 5,6(3,2-9,9) e
16,2(12,3-21,3), respectivamente. As fracOes F-n-BuOH e F-H20 ndo produziram
alteracdes significativas. O pico maximo do efeito antinociceptivo da fragdo mais
ativa (F -CH2Clz2; 10 mg/kg, i.p.), ocorreu 30 min apds sua administracéo, persistindo

este efeito por mais de 4h.
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No teste da formalina em camundongos, a administracéo da F-CH2Cl2 (0,3 -1
mg/kg) por via i.p ou (3 - 30 mg/kg) por v.0. ndo foi capaz de inibir por completo a
primeira fase de nocicepcdo e o edema formado, mas inibiu significativamente de
maneira dose-dependente, a segunda fase da dor. A IDso foi estimada em 1,65
(0,81-3,58)mg/kg i.p. e 6,45(4,64-8,24)mg/kg v.o.

No teste do tail-flick, a F-CH2Cl2 ndo alterou a reatividade dos animais ao
estimulo térmico doloroso, ao contrario da morfina. Isto sugere que o efeito
antinociceptivo da F-CH2Cl2 ndo esteja envolvido com o sistema nervoso central.

No teste do edema de pata induzido pela carragenina em ratos, a F-CH2Cl2
administrada por via ip. (1-10 mg/kg) ou v.o. (3 - 30 mg/kg) reduziu
significativamente o edema formado de maneira dose-dependente com uma IDso
estimada em 1,86 (0,62-5,73)mg/kg por via i.p. e 15,84(10,3-23,9) mg/kg por v.o.

A adrenalectomia bilateral ndo alterou o efeito inibitério da F-CH2Cl2> sobre o
edema de pata induzido pela carragenina em ratos, descartando a participagéo dos
glicocorticéides endbégenos.

O fracionamento da F-CH:Cl2 deu origem a 10 fracBes purificadas (FP).
Apenas a FP - 1l (3 mg/kg, i.p.) reproduziu os efeitos antiedematogénicos
observados com a F-CH:Cl.. Estes dados sugerem que, a0 menos em parte, 0s
principios biologicamente ativos estejam presentes nesta fracao.

Foram isolados da FP-lll trés compostos: cucurbitacina B, cucurbitacina E e
diidrocucurbitacina B. Somente as cucurbitacinas B (1 mg/kg, i.p.) e E (1 mg/kg, i.p.)
reduziram significativamente o edema de pata induzido pela carragenina em ratos.

Levando em consideracdo as estruturas quimicas destas substancias, pode-se



104

sugerir que a auséncia da ligagcao-dupla entre C23 e C24 na cadeia lateral da
diidrocucurbitacina B, foi suficiente para abolir o efeito antiedematogénico.

No modelo da pleurisia induzida pela carragenina em camundongos, a
administracdo da F-CH:Cl: tanto por via i.p.(0,1-10 mg/kg) quanto por v.0.(3 -
30mg/kg), da FP-Ill (3,0 mg/kg, i.p.) ou cucurbitacina E (1,0 mg/kg, i.p.) reduziu
significativamente o extravasamento plasmético e a migracao celular, & semelhanca
da indometacina (5 mg/kg, i.p.) e dexametasona (0,5 mg/kg, i.p.).

Outro parametro avaliado na pleurisia foi o nivel de PGE2. O pré-tratamento
dos animais com a F-CH2Clz por via i.p. (0,001-10 mg/kg) ou por via v.o. (0,03 - 10
mg/kg) reduziu significativamente o nivel de PGE2 no exsudato, onde os valores
estimados de Dlso foram de 0,01 (0,002 - 0,09)mg/kg via i.p. e de 0,29 (0,05 - 1,45)
por v.0. A administracdo de cucurbitacina B (0,1 mg/kg, i.p.) aos animais promoveu
uma inibicdo significativa de 59,2% dos niveis de PGE:. Este efeito inibitério
também ocorreu quando os animais receberam previamente indometacina (10
mg/kg, i.p.), com inibicdo dos niveis de PGE2 em 98,8%.

A F-CH2Clz ndo promoveu alteracdes visiveis na mucosa gastrica, ao
contrario da indometacina, que induziu o aparecimento de ulceracfes géstricas.

Foram realizados estudos in vitro demonstrando que tanto a F-CH2Cl> quanto
a FP-Ill, inibiram significativamente a atividade da enzima COX-2.

Concluindo, estes resultados indicam que a F-CH:2Cl: de W. ebracteata
possui atividades analgésica e antiinflamatéria, confirmando as indicacdes
populares de W. ebracteata. Pode-se sugerir que as atividades farmacolégicas da F-
CH2Clz de W. ebracteata sdo devidas a diminuicdo dos niveis de PGE:

provavelmente, pela inibicdo da atividade enziméatica COX-2. Além disso, estes
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resultados sugerem que a FP-ill e os compostos isolados cucurbitacina B e E,
seriam responsaveis ao menos em parte, pelos efeitos analgésico e antiinflamatério
desta planta.

Finalmente, os resultados deste trabalho sugerem que os compostos isolados
possam servir de protétipos para o desenvolvimento de novas substancias, bem
como de novas abordagens terapéuticas dos processos inflamatérios, no campo da
farmacologia das prostaglandinas podendo, desta maneira levar a drogas

antiinflamatdrias mais eficazes e seguras.

Parte destes resultados foram submetido e aceito para publicacao:
Anti-inflammatory and analgesic effects of cucurbitacins from Wilbrandia
ebracteata Cogn. Planta Medica {in press).

Anti-inflammatory effects of the products from Wilbrandia ebracteata Cogn:
Inhibition of PGE:z - level in carrageenan-induced pleurisy in mice, (submetido para

publicacéo)
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7. Summary and conclusions

Wilbrandia ebracteata Cogn. is a South American plant that is popularly
known in Brazil as “Taiuid”. Its roots are employed in folk medicine mainly for the
treatment of rheumatic disorders. The aim of the present work was to evaluate both
the antinociceptive and anti-inflammatory activities of the W. ebracteata in several
nociception and inflammation models in mice and rats {in vivo), as well as through
molecular biological techniques (in vitro).

The evaluation of the acute toxicity of the more active fraction (F-CH2Cl2)
demonstrated that on the doses of 10 mg/kg (i.p.) and 30 mg/kg (p.o.) in mice It did
not present changes in the analysed parameters. In higher doses the F-CH:2Cl:
induced writhing, diarrhoea and death. It was possible to calculate, with these data,
the LDso that was estimated in 17,7 mg/kg by i.p. route and 62,4 mg/kg p.o. route.

In the writhing test induced by acetic acid in mice, the administration by i.p.
route of the methanolic crude extracts, F-CH2Cl. and F-EtOAc, significantly reduced
the number of writhing in the dose-dependent manner, and the values IDso were of
11,3(8,6-14,9): 5,6(3,2-9,9) and 16,2(12,3-21,3)mg/kg, respectively. The F-n-BuOH
and F-H20 fractions did not produce significant changes. The maximal
antinociceptive effect of the most active fraction (F-CH2Clz; 10 mg/kg, i.p.) occurred
30 min after its administration and it lasted about 4 hours.

In the formalin test in mice, the administration of F-CH2Clz by i.p or p.o. routes

(0.3-1 mg/kg and 3-30 mg/kg, respectively), was not able to inhibit completely the
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first phase of nociception and the formed edema, but it inhibited significantly in a
dose-dependent mode the second phase pain. The IDso calculated were 1,65 (0,81-
3,58) mg/kg by i.p. route and 6,45(4,64-8,24)mg/kg by p.o. route.

In the tail-flick test, different from morphine, the F-CH2Cl2 did not alter the
reactivity of the animals to dolorous thermal stimulus. This result suggests that the
antinociceptive effect of F-CH2Cl: is not involved with the central nervous system.

In the test of carrageenan induced edema in rats, the F-CH2Cl2, when
administrated by i.p. route (1 -10 mg/kg) or p.o. (3 - 30mg/kg) route, significantly
reduced in a dose-dependent mode formed edema. The IDso was calculated in 1,86
(0,62-5,73) mg/kg by i.p. route and 15,84(10,3-23,9) by p.o. route.

The bilateral adrenalectomy did not alter the inhibitory effects of the F-CH2Cl2
under the carrageenan induced paw edema in rats, discarded the participation of
endogenous glucocorticoids.

The fractioning of F-CH2Cl2 originated 10 purified fractions. Only FP-Ill (3
mg/kg, i.p.) reproduced the antiedematogenic effects observed in the F-CH2Clz. This
result suggests, at least in part, the presence of the biologically active principles, in
this fraction.

Three compounds were isolated from the FP-III: cucurbitacin B, cucurbitacin E
and dihydrocucurbitacin B. Only cucurbitacin B (1 mg/kg, i.p.) and E (1 mg/kg, p.o.)
significantly reduced the carrageenan induced paw edema in rats. Considering the
chemical structures of these compounds, it may be suggested that the absence of
the double bond in the lateral chain of dihydrocucurbiatcin B, was necessary to

abolish the antiedematogenic effects.



108

In the pleurisy model induced by carrageenan in mice, the F-CH2Cl:
administration by i.p. (0.1 - 10 mg/kg) and p.o. (3 - 30 mg/kg) route of FP-IIl (3
mg/kg) and cucurbitacin B (1 mg/kg, i.p.) significantly reduced fluid leakage and
cellular migration. These effects also occurred after administration of indomethacin
(5 mg/kg, i.p.) and dexamethasone (0.5 mg/kg, i.p.).

Another parameter evaluated was the PGE: levels. The pre treatment of
animals with F-CH2Clz by i.p. (0.001 - 10 mg/kg) and by p.o. (0.03-10 mg/kg) routes
significantly reduced the PGE: levels in the exsudate. The values of the IDso were
0,01 (0,002-0,09mg/kg, i.p.) and 0.29(0.05-1.45, p.o.). Cucurbitacin B (0.1 mg/kg, i.p.)
induced a significantly inhibition (59.2%) of the PGE: levels. This same effect
occurred when the animals were pre treated with indomethacin (10 mg/kg, i.p.), and
this treatment significantly inhibited the PGE: levels in 98,8%.

The F-CH2Clz did not promote visible alteration in the gastric mucosa.
However, indomethacin induced the appearing of gastric ulceration.

In vitro studying have shown that both the F-CH2Cl. and FP-IIl significantly
inhibited the enzymatic activity of the COX-2.

As a conclusion, these results suggest that the F-CH2Cl. from W. ebracteata
has analgesic and anti-inflammatory activities, which confirms its popular indications
of the W. ebracteata. It may be suggested that the pharmacology activities of the F-
CH2Cl2 from W. ebracteata are due to the decrease of PGE-:-levels probably by
inhibition of the enzymatic activity of COX-2. Furthermore, these results also suggest
that both FP-IIl and the isolated compounds (cucurbitacin B and E) could be, at least

in part, responsible for the analgesic and anti-inflammatory effects of this plant.
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Finally, the results suggest that the isolated compounds could be used as
prototypies for the development of new therapeutic approaches to the process
inflammatory, which could lead to more effective and safer NSAIDs in the field of the

pharmacology of prostaglandins.

Part of these results were submitted and/or accepted for publication:
Anti-inflammatory and analgesic effects of cucurbitacins from Wilbrandia
ebracteata Cogn. Planta Medica {in press).

Anti-inflammatory effects of the products from Wilbrandia ebracteata Cogn:

Inhibition of PGE:2 - level in carrageenan-induced pleurisy in mice (submitted for

publication)
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