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RESUMO

O uso de plantas medicinais € uma pratica milenar, cujos conhecimentos sao
preservados oralmente por geracfes. Na regido potiguar, a entrecasca da
Embiratanha (Pseudobombax marginatum) € usada principalmente no combate a
dores e inflamacdes. Este trabalho teve por objetivo elucidar as propriedades anti-
inflamatorias e antinociceptivas do extrato hidroalcodlico da entrecasca (EHE) de P.
marginatum. Aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Animais da
Universidade Federal de Sergipe (CEPA 98/2011), os experimentos foram realizados
em ratos Wistar e camundongos Swiss machos. A prospeccdo fitoquimica do
extrato, baseada no método de Matos (1997), detectou metabdlitos como taninos,
flavonois, flavanonas, flavanonois, xantonas e esteroides livres. Os animais foram
pré-tratados com o EHE de P. marginatum (10, 30, 100 e 300 mg/kg, v.0.) ou com o
veiculo (salina 0,9%, 10 mL/kg, v.0.), 60 minutos antes do teste. Grupos controle
foram pré-tratados com dexametasona (2 mg/kg, s.c) ou AAS (300 mg/kg, v.0) 60
minutos antes ou ainda com morfina (3 ou 10 mg/kg, i.p) ou diazepam (1,5 mg/kg;
i.p) 30 minutos antes do teste. No teste de edema de pata, 0s animais que
receberam as doses de 100 e 300 mg/kg do EHE P. marginatum apresentam um
perfil de inibicio do edema, ndo observado nos tratados com veiculo.
Adicionalmente, o calculo da area sob a curva da dose de 100 mg/kg detectou uma
inibicdo de 48% no volume do edema (p<0,001). A atividade da enzima
mieloperoxidase foi diminuida (p<0,001) no tecido dos animais pré-tratados com as
doses 100 e 300 mg/kg do EHE P. marginatum, 21,7+5,62 e 20,5+8,3 UMPO/mg de
tecido, respectivamente, comparado aos animais tratados com veiculo (53,2+11,38).
No modelo de peritonite, as doses de 30, 100 e 300 mg/kg, 3,1+0,25; 2,8+0,27 e
2,2+0,16 x10° leucdcitos/mL, respectivamente foram capazes de inibir a migracdo de
polimorfonucleares (p<0,001), quando comparadas ao veiculo (7,6+0,93 x10°
leucécitos/mL). A inibicdo da migracdo de leucdcitos totais foi de 56% para o0 grupo
de 300mg/kg e 53% para a dexametasona. Durante a avaliacdo antinociceptiva, no
teste de contor¢cdes abdominais, observou-se uma reducdo das mesmas nos
animais tratados com as doses de 10, 30, 100 e 300 mg/kg; 49%, 73%, 78% e 83%,
respectivamente (p<0,001). No teste da Placa quente nao foi verificado um aumento
da tolerancia a dor pelos animais pré-tratados com o EHE P. marginatum (p<0,05). E

na avaliacdo das fases do teste da formalina, os animais tratados com as dose de 30



e 100 mg/kg (64,5+7,2 s e 59,2+12,2 s) diminuiram o tempo de lambida comparado
ao veiculo (98,7+8,9 s) durante a segunda fase (p<0,05). No teste do campo aberto
foi verificado que as doses de 30 (56,6+1,8) e 100 (57,4+2,9) mg/kg nao interferiram
no desempenho motor dos animais. O EHE de P. marginatum apresenta atividade
biologica anti-inflamatéria e analgésica sobre a dor periférica de origem inflamatoria.
A dose de 100 mg/kg mostrou melhor desempenho nos testes aplicados.

Palavras-chave: Pseudobombax marginatum. Inflamagé&o. Nocicepgéo.



ABSTRACT

The use of medicinal plants is a common practice, knowledge orally pass by
generations. In potiguar region the inner bark of Embiratanha (Pseudobombax
marginatum) is used mainly to fighting pain and inflammation. The research seeks to
elucidate the anti-inflammatory and antinociceptiva properties of hydroalcoholic inner
bark (HE) of P. marginatum. Approved by The Ethics Committee on Animal Research
of the Federal University of Sergipe (CEPA 98/2011) experiments tests were carried
out with Wistar rats and Swiss mice male. The phytochemical screening, based on
the method of Matos (1997), detected metabolites like tannins, flavonols, flavanones,
flavanonois, xanthones and free steroid. The animals were pre-treated with P.
marginatum HE (10, 30, 100 and 300 mg/kg, v.0.) or with vehicle (saline 0.9%, 10
mL/kg, p.o.), 60 minutes before the test. Standard control groups were pre-treated
with dexamethasone (2 mg/kg, s.c.) or ASA (300 mg/kg, p.o) 60 minutes before or
with morphine (3 or 10 mg/kg, i.p.) or diazepam (1.5 mg/kg; i.p) 30 minutes before
the test. In the paw edema test, the animals that received the doses of 100 and 300
mg/kg of P. marginatum HE presented a profile of edema inhibition, not noted in the
ones treated with vehicle. Additionally, the calculating the area under the curve the
dose of 100 (1.9+0.3) mg/kg caused an inhibition of 48% edema’s volume (p<0.001).
The activity of the enzyme myeloperoxidase was decreased (p<0.001) in the animals
tissues pre-treated with the doses 100 and 300 mg/kg of P. marginatum HE, 21.7+
5.62 and 20.5+£8.3 UMPO/mg of tissue, respectively, compared to the animals treated
with vehicle (53.2+11.38). In the peritonitis model, the doses of 30, 100 and 300
mg/kg, 3.1+0.25; 2.8+0.27 and 2.2+0.16 x10° leukocytes/mL, respectively were able
to inhibited the migration of polymorphonuclear (p<0.001), when compared to the
vehicle (7.6+0.93 leukocytes/mL). The inhibition of total leukocyte migration was 56%
to the group of 300mg/kg of P. marginatum HE and 53% to dexamethasone. In the
antinociceptive evaluation, in the writhing test, noticed a reduction of contortions in
animals treated with the doses of 10, 30, 100 and 300 mg/kg, respectively 49%, 73%,
78% and 83% (p<0.001). In the hot plate test it was not verified an increased of pain
tolerance in the animals pre-treated with P. marginatum HE (p<0.05). And in the
evaluation of the formalin test phases, the animals treated with the doses of 30 and
100mg/kg (64.5+7.2 s and 59.2+12.2 s) decreased the duration of liking compared to
the vehicle (98.7+8.9 s) during the second phase(p<0.05). In the open field test was



verified the doses of 30 (56.6+£1.8) and 100 (57.4+2.9) mg/kg did not interfere in the
animals motor performance. The P. marginatum HE showed biological anti-
inflammatory and analgesic activity over the peripheral pain from inflammatory origin.

The dose of 100 mg/kg showed a better performance in the applied tests.

Keywords: Pseudobombax marginatum. Inflammation. Nociception
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1 INTRODUCAO

O uso de plantas medicinais é uma pratica desenvolvida pelo homem ha
milénios, para o tratamento, cura e/ou prevencdo de diversas enfermidades. No
Brasil a manipulagdo destes recursos apresenta influéncia da cultura indigena,
africana e europeia, e vem sendo acumulada em seu ‘acervo’ até hoje. O
conhecimento tradicional do uso de produtos naturais tém contribuido de forma
importante no desenvolvimento de drogas terapéuticas utilizadas atualmente pela
medicina; entretanto, este potencial é ainda largamente inexplorado (CALIXTO et al,
2000; WALKER, 2010).

O conhecimento tradicional tem sua base calcada nas experiéncias de
vivéncia e transmissédo desse conhecimento de geracdo a geracao (RICHERSON et
al, 2009). O leque de informacfes disponiveis hoje foi adquirido através do
desenvolvimento das ciéncias aplicadas a estes conhecimentos populares. No
entanto, ainda existe uma grande parcela de conhecimento desprovido de estudos
cientificos. A modernizacdo da sociedade, suas mudancas de valores e habitos,
compromete essa transferéncia de informacdes; fato que vem se observando em
varias comunidades brasileiras e de outros paises da América do Sul (OLIVEIRA et
al, 2010).

A etnobotanica é uma ciéncia que agrega conhecimentos multidisciplinares.
Silva (2002) listou o desenvolvimento do conceito desta disciplina que se propde a
resgatar os conhecimentos populares das relagcbes homem-vegetacdo. Os trabalhos
etnobotéanicos sdo mediadores na translocacdo e catalogacdo dos conhecimentos
tradicionais de uma comunidade, tornando-se instrumentos guias na realizacdo de
pesquisas com produtos naturais que visam verificar as aplicacfes bioldgicas
dessas espécies utilizadas no ambito popular ou ainda no delineamento de outras
estratégias.

As pesquisas etnobotanicas vém crescendo, particularmente em paises como
o Brasil. O enfoque dos trabalhos varia conforme a regido, mas o tema
predominantemente contemplado aborda o &ambito das plantas medicinais
(OLIVEIRA et al, 2009). Diversas substancias de origem vegetal possuem atividade
anti-inflamatéria comprovada cientificamente. Dentre elas, podemos citar como
exemplo os terpenos, 0s taninos, as saponinas e os flavonoides. Este ultimo, os

flavonoides, s@o considerados um dos grupos mais importantes, por apresentarem
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diversas atividades biolégicas, como a acdo anti-inflamatéria (COUTINHO et al,
2009). A exploracdo do potencial destes recursos, jA gerou experiéncias bem
sucedidas. O Acheflan, um medicamento fitoterapico, € um anti-inflamatério de uso
local, sintetizado a partir do 6leo essencial das folhas da Cordia verbenacea DC. O
principio ativo extraido para esta medicacdo é eficaz e seguro no tratamento de
traumas e lesdes associadas normalmente a inflamacdo muscular (ACHEFLAN,
s.d.).

O Nordeste brasileiro € uma regido com grande potencialidade para o
desenvolvimento de pesquisas relacionadas a area de etnobotanica. O uso de
plantas medicinais ainda é frequente, tanto no meio rural quanto no urbano,
principalmente por parte da populacdo carente, que recorrem a vegetacao nativa,
em busca da cura de seus problemas (MOSCA e LOIOLA; 2009). Plantas da
caatinga como Aroeira (Myracrodruon urundeuva), Pau-d’arco-roxo (Tabebuia
impetiginosa), Catingueira (Caesalpinia pyramidalis), Jatoba (Hymenaea courbaril)
entre muitas outras sdo usadas frequentemente. Na regido potiguar, a
Pseudobombax marginatum, mais conhecida popularmente por Embiratanha, é
também uma das plantas de uso medicinal, utilizada principalmente como anti-
inflamatério (CARTAXO et al, 2010; PAULINO et al, 2011; ROQUE et al, 2010).

Com o intuito de contribuir no didlogo entre os saberes tradicionais e
cientificos e na formalizacdo de novos conhecimentos, este trabalho objetivou
principalmente elucidar, por meio de ensaios biolégicos em animais de
experimentacdo, o efeito anti-inflamatorio e antinociceptivo exercido pelo extrato
hidroalcoolico da entrecasca (EHE) de P. marginatum sobre o processo inflamatorio
agudo. Especificamente, buscou-se extrair e identificar no extrato hidroalcéolico a
presenca de metabdlitos secundarios pelo método de prospeccdo fitoquimica
qualitativa. Avaliou-se a acdo do extrato sobre a resposta inflamatéria com o teste
de edema de pata em rato, o ensaio de mieloperoxidase e com o teste de peritonite
induzida por carragenina 1%; e também investigou-se a resposta nociceptiva com o
teste de contor¢gdes abdominnais, teste da placa quente, teste de formalina e teste
de campo aberto. Desta forma, a pesquisa explorou e relacionou os dados da acéo
do EHE de P. marginatum com seus constituintes e por consequéncia, validou
também o conhecimento tradicional pertencente a populacéo local, além de sugerir

uma nova espécie a ser utilizada nas pesquisas farmacéuticas.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 ETNOBOTANICA

A Etnociéncia, de acordo com Diegues e Arruda (2001), surgiu da linguistica
com o objetivo de estudar o conhecimento de diferentes populacdes sobre os
processos naturais. A disciplina busca entender a légica subjacente ao
conhecimento humano sobre a natureza, as taxonomias e as classificacbes
totalizadoras do ambiente.

A Etnobiologia € definida como o estudo das ciéncias bioldgicas praticada por
diversos grupos humanos estudados pela etnologia. A principio os estudos surgiram
nao com interesse nos conhecimentos dos povos, mas sim nos produtos que
poderiam ser usados pela civilizacdo ocidental. Da Etnobiologia, diversos campos
podem ser definidos de acordo com a compartimentalizacdo da ciéncia; como a
botanica, zoologia, farmacologia entre muitas outras areas (CLEMENT, 1998).

A Etnobotanica € um dos ramos que surgiu com estas especializacfes. Os
conhecimentos etnobotanicos ha bastante tempo sao utilizados em diversas préticas
e por diversas culturas; no entanto, como ciéncia é um campo de estudo
relativamente novo. Ao longo desse tempo diversas conceituagdes ja lhe foram
atribuidas; Borges et al (2008), conceituam a Etnobotanica como sendo a ciéncia
que “compreende o estudo das sociedades humanas, passadas e presentes, bem
como, as interacdes ecoldgicas, genéticas, evolutivas, simbdlicas e culturais destas
sociedades com as plantas”.

Hoje, a disciplina ja ganhou espaco no meio académico, e € importante
instrumento de trabalho em diversas areas. Desta forma, o “crescimento exigiu o
entendimento da disciplina na sua diversidade teorico-metodoldgica, consequéncia
do seu carater inter-, multi- e intradisciplinar, e a necessidade de sua sistematizacéo
nos cursos de graduacgédo e de pos-graduacao, especialmente no Brasil” (FONSECA-
KRUEL, SILVA e PINHEIRO, 2005).

A principal proposta desta ciéncia é a sistematizagdo do conhecimento
popular. No Brasil, a miscigenacao de etnias e culturas € um fator que contribui
diretamente na diversidade de saberes, cada um com suas particularidades. Sao

comunidades que depositam conhecimentos milenares e Unicos, que precisam ser
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preservados, e que podem desaparecer em meio as modificacdes antropicas no

ambiente.

2.1.1 Pesquisa etnobotanica de plantas medicinais

O crescimento dos trabalhos etnobotanicos apresentou um expressivo
aumento nas ultimas décadas, principalmente em paises da América Latina. No
Brasil € evidente tamanha ascensdo no numero de pesquisadores ou de trabalhos
nesta area. Destas publicacbes, aproximadamente 64% enfocam estudos sobre
plantas medicinais (OLIVEIRA et al, 2009).

Os estudos etnobotanicos voltados as plantas medicinais sdo um caminho
alternativo para a descoberta de produtos naturais bioativos. A investigacao através
desta abordagem etnodirigida para a busca de novos farmacos aumenta a
probabilidade de sucesso nas pesquisas. Pesquisas demonstram que entre as
plantas escolhidas pelo método aleatério e etnodirigido, verifica-se que apenas 43%
das plantas apresentam atividade quando coletadas aleatoriamente; enquanto que
para a coleta realizada pelo método etnodirigido, 83% delas apresentaram atividade
biolégica. (KHAFAGI e DEWEDR 2000 apud ALBUQUERQUE e HANAZAKI, 2006).

Em virtude desta maior probabilidade de acerto, as pesquisas farmacolégicas,
em sua grande maioria, optam por usar essa disciplina como uma ponte entre 0s
conhecimentos cientificos e os populares. Logo, o processamento das etapas que
compdem uma pesquisa, torna-se mais rapido e viavel em vista desta probabilidade.

As pesquisas com plantas medicinais envolvem investigacdes da
medicina tradicional e popular (etnobotanica); isolamento, purificacdo e
caracterizacdo de principios ativos (quimica organica: fitoquimica);
investigacdo farmacologica de extratos e dos constituintes quimicos
isolados (farmacologia); transformacdes quimicas de principios ativos
(quimica organica sintética); estudo da relagdo estrutura/atividade e dos
mecanismos de acdo dos principios ativos (quimica medicinal e
farmacoldgia) e finalmente a operacao de formulacdes para a producéo de
fitoterapicos. A integracdo destas areas na pesquisa de plantas medicinais

conduz a um caminho promissor e eficaz para descobertas de novos
medicamentos (MARCIEL et al, 2002).

O que se percebe, é que a pesquisa por compostos bioativos extraidos de
plantas envolve uma diversidade de profissionais, que interagem entre suas areas
de dominio e, além disto, agregam o conhecimento etnobotanico na potencializacao

de seus trabalhos para a produgéo de novos farmacos.
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Enquanto as pesquisas ndo acontecem, o uso de plantas medicinais € cada
vez mais frequente. Muitas destas plantas sdo comercializadas com a promessa de
“‘beneficios seguros, ja que se trata de fonte natural’. Mas, sem nenhuma validade
cientifica, as supostas propriedades farmacoldgicas anunciadas podem nao existir
ou ainda prejudicar o individuo que faz uso (VEIGA JR e PINTO; 2005).

2.2 CAATINGA

Na regido Nordeste do Brasil, 0 bioma Caatinga é o principal ecossistema. Ele
se estende numa é&rea de 73.683.649 ha, que equivale a 6,83% do territorio
nacional. E um bioma unicamente brasileiro que esta localizado em um dominio de
climas semiaridos e que apresenta grande variedade de paisagens e relativa riqueza
biolégica (IBAMA, 2011).

Comumente a Caatinga € descrita como um ecossistema pobre, mas o que se
vé sdo inumeros estudos que descrevem e demonstram as riquezas e
potencialidades deste bioma. Os registros detalham um numero de 932 espécies de
plantas vasculares, 187 de abelhas, 240 de peixes, 167 de répteis e anfibios, 62
familias e 510 espécies de aves e 148 espécies de mamiferos. O numero de
endemismo também surpreende; para as espécies vegetais, considerando somente
as plantas lenhosas e as suculentas, existem 18 géneros e 318 espécies endémicas.
Estas e outras potencialidades transformam este bioma em um laboratério para
estudos e pesquisas nos mais diversos campos das ciéncias (LEAL et al, 2005).

Mesmo frente a tanta riqueza a vegetacao original de caatinga ja foi alterada e
fragmentada pelas atividades humanas num percentual superior a 28%. A perda
destas paisagens tem consequéncias graves para a manutencao da biodiversidade,
podem levar ao desaparecimento de espécies e organismos endémicos (LEAL et al,
2003). Mas, ainda existem muitos remanescentes de mata preservada pelo Brasil.
Neste sentido, a implantacdo de Unidades de Conservagdo nesse bioma, € uma
estratégia eficaz, que vem sendo implantada para a manutencdo dos recursos que a
Caatinga dispde. No Rio Grande do Norte existe um total de cinco unidades de
conservacgao, dentre elas a Floresta Nacional de Agu (MMA, 2012).
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2.2.1 Floresta Nacional de Agu — FLONA/ACU

O municipio de Acu no estado do Rio Grande do Norte, hoje abriga em seu
territério um remanescente de Caatinga preservada. E uma unidade de conservacéo
de uso sustentével do tipo floresta nacional. Foi em 18 de julho de 2001, por meio da
portaria de n°. 245 g o Ministério do Meio Ambiente estabeleceu que o Horto
Florestal de Acu, criado pela Lei n°® 1.975, de 10 de agosto de 1950, teria a
destinacdo de Floresta Nacional, passando a denominar-se Floresta Nacional de
Acu (BRASIL, 2001).

A FLONA/AguU-RN (figura 01), hoje com sua delimitagdo ampliada, tem uma
area de 518,18 ha. E uma tipica area do semiarido nordestino, de clima quente-seco
e temperatura média de 27°C na maior parte do ano. Fisionomicamente tem um
aspecto marcado por uma vegetacdo exuberante do tipo arbéreo-arbustiva, com
predominancia de espécies adaptadas aos processos de dessecacao. A fauna foi
pouco estudada, mas levantamentos destacam a presenca de aves, répteis e
mamiferos. O refugio e a abundancia de alimento presente na unidade indica a

existéncia de uma fauna tdo rica quanto a flora j& mencionada (MELO, 2005).

Figura 01: Floresta Nacional de Acu. Mapa do estado do Rio Grande do Norte, com destaque para
area da Floresta Nacional de Acu no municipio de Acu. Fonte: modificado de MARTINS, 2007.



22

Dentre as espécies encontradas na FLONA/Acu, temos a Pseudobombax
marginatum. Foi de exemplares da Embiratanha existente nesta floresta, que foi
extraida a casca e entrecasca para 0s procedimentos experimentais propostos nesta

pesquisa.

2.3 EMBIRATANHA (Pseudobombax marginatum)

A Pseudobombax marginatum (A. St.-Hil.)A. Robyns, é uma planta de ampla
distribuicdo. E encontrada em dominios geograficos como a Amazonia, Cerrado,
Caatinga e Mata Atlantica. Na regidao Nordeste, se distribui pelos estados de
Maranhdo, Ceara, Paraiba e Bahia. No estado do Rio Grande do Norte trabalhos
taxondmicos, com base nas colecfes pertencentes aos herbarios do estado, citam a
espécie como uma nova ocorréncia da flora Potiguar (DUARTE, 2010; PONTES et
al, 2008).

Figura 02: Embiratanha; (a) arvore, (b) troco, (c) folhas, (d) flor e (e) fruto de Pseudobombax
marginatum. FONTE: Arquivo pessoal, 2011.
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A Embiratanha, (figura 02) conhecida também por Sumauna, Imbirucu, ou
Paineira-imbirugu € uma arvore de 6-12 m de altura, dotada de copa alongada e
rala, o tronco é mais ou menos ereto e cilindrico, com casca quase lisa e fibrosa. As
folnas sdo compostas com peciolo comum, e as flores sédo solitarias, axilares e
grandes, sobre um pedunculo longo e grosso. O fruto desenvolve-se em cépsula
elipsoide, lenhosa, e deiscente com sementes envoltas por fibras esbranquicadas
(LORENZI, 2002).

Atualmente a P. marginatum esta classificada na familia Malvaceae. Essa é
uma familia diversificada, composta por herbaceas, subarbustos, arbustos, arvores e
lianas. Constitui uma das maiores familias botanicas, com a incorporagcdo de outras
familias pelo sistema de classificacdo botanica APG (Grupo de Filogenia de
Angiospermas). Foram incluidas as familias Sterculiaceae, Tiliaceae e
Bombacaceae. Essa ultima onde esta inserida a P. marginatum (BOVINI, 2010).

Anteriormente, a Embiratanha pertencia a familia Bombacaeae, sustentada
apenas por caracteristicas taxonomicamente frageis. Os trabalhos mais recentes
corroboram com a insustentabilidade da distincdo destas familias (SOUZA e
LORENZI, 2008). Dessa forma, a familia Bombacaceae vem sendo mencionada
como subfamilia Bombacoideae da familia Malvaceae. No entanto, as duas formas
de nomenclatura ainda sdo encontradas em trabalhos cientificos e consideradas

corretas.

2.3.1 Utilizag&o da Embiratanha

Existem poucos estudos disponiveis sobre a P. marginatum. Na literatura
verifica-se que € uma planta apreciada na caprinocultura, como forragem para
ruminantes de pequeno porte. Existe o registro de seu uso na carpintaria naval,
para a confeccao de barcos. Sua madeira também é utilizada para caixotaria, forros,
confecgéo de brinquedos entre outros. Sua copa ornamental pode ser utilizada para
fins paisagisticos, enquanto que sua casca € empregada para confec¢do de cordas
rasticas, dai a razdo de seus nomes populares (LEAL et al, 2003; AMORIM,2010;
LORENZI, 2002).

Trabalhos na &rea de etnobotanica (tabela 1) citam a utilizacdo medicinal da
casca e/ou entrecasca da Embiratanha (Pseudobombax marginatum) por moradores

e especialistas de comunidades potiguares. A planta € preparada como agua ou cha
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e usada principalmente no combate a dores inflamatérias. Nota-se, ainda, que a
Embiratanha é uma arvore pouco conhecida, sendo apenas as popula¢cées mais

tradicionais que detém o conhecimento de suas propriedades medicinais.

Tabela 1 — Trabalhos de Etnobotéanica que citam a Pseudobombax marginatum.

Local/Comunidade Uso/Aplicacao Referéncia

Gais, Apodi-RN A agua da casca pode ser PAULINO et al, 2012
usada como anti-
inflamatoria,

contraceptiva, para
Ulceras e gastrites.

Estado do Rio Grande do  Planta medicinal nativa PAULINO et al, 2011
Norte

Laginhas, Caico-RN A maceragéao da ROQUE et al, 2010
entrecasca pode ser
usada para dor de coluna.

Regido Nordeste do Brasil A decocgao da entrecasca AGRA et al, 2008
pode ser usada contra
inflamacoes.

Mossoré-RN Usada como OLIVEIRA, 1976
anti-inflamatoéria

Fonte: elaborada pela autora, 2012.

2.4 INFLAMACAO

Um simples organismo unicelular, como as bactérias e o mais complexo
mamifero, como 0os humanos, possuem mecanismos que respondem a estimulos
hostis e apresentam um sistema que busca manter o equilibrio homeostatico do
organismo agredido. Nos vertebrados, a resposta deste sistema envolve a fisiologia,
bioguimica e imunologia do organismo e ¢é denominada de inflamacéo
(VOLTARELLI, 1994).

A inflamagdo é um processo fisiologico que ocorre em decorréncia da
ativacdo de alguns mecanismos que provocam alteragbes nos componentes
humorais e celulares apoés injuria tecidual. A exposi¢cdo a um patégeno gera uma
migracéo de células circulantes, que sdo direcionadas pela presenca de substancias

quimiotaticas no sitio inflamatorio. A resposta na area da leséo caracteriza a area
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inflamada que apresenta sinais clinicos como rubor, calor, edema, dor e prejuizo
funcional (CRUVINEL et al, 2010).

Sao as células do sistema imunoldgico que de forma coletiva desenvolvem a
resposta de defesa contra micro-organismos infecciosos ou substancias estranhas.
O préprio termo imunidade se refere a protecdo. Desta forma, o sistema imune esta
presente em praticamente todos os tecidos do organismo. A capacidade de circular
e realizar trocas entre o sangue, a linfa e os tecidos € de fundamental importancia
para a geracdo das respostas imunolégicas, inclusive a inflamacdo (ABBAS et al,
2011).

2.4.1 Resposta inflamatoria aguda

A resposta inflamatéria gerada pelo sistema imunologico tem a finalidade de
remover o estimulo indutor da resposta e iniciar a recuperacdo tecidual do local
agredido. Em revisdo do sistema imunitario, Cruvinel et al (2010) descrevem os
eventos da resposta inflamatoria.

A evolucado tem inicio imediatamente apdés o dano. As células residentes do
tecido sdo estimuladas e uma fase vascular € iniciada; vasodilatacdo local e
aumento da permeabilidade capilar sdo mediados por aminas vasoativas, histamina
e serotonina liberados por mastocitos e mondcitos. Estes eventos permitem que um
exsudato rico em proteinas e agua extravase para 0 espaco extravascular. Além
disto, o endotélio ativado passa a expressar moléculas de superficie que favorecem
a aderéncia e migracdo de leucécitos para o tecido. Também séo ativados
componentes do sistema complemento, do sistema de cininas e do sistema de
coagulacdo. Adicionalmente, o0s macréfagos residentes liberam citocinas
inflamatdrias, como IL-1, TNF-a e quimiocinas.

A migracao leucocitaria (figura 03) acontece com a ativacdo do endotélio. As
selectinas permitem a adesdo fraca dos neutréfilos, as integrinas promovem a
adesao forte e as quimiocinas ativam e estimulam a migracao dos neutrdéfilos para o
foco inflamatorio. Estas interacdes fazem com que os neutréfilos rolem pela parede
do vaso e sejam expostos aos fatores quimiotaticos. O gradiente quimiotatico
crescente direciona a migracdo dos neutrdéfilos ao sitio inflamatério.

Simultaneamente a este processo, mediadores lipidicos também sao

produzidos. Estes mediadores sé&o derivados do acido araquidonico; sado produzidos
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em consequéncia da ativacdo de fosfolipases que clivam fosfolipidios constituintes
da membrana celular, gerando prostaglandinas, leucotrienos e PAF (fator de
ativacado plaquetaria). As prostaglandinas produzidas tém funcdes inflamatorias que
induz a febre, a hiperalgesia e a vasodilatacdo (MESQUITA JR et al, 2008).
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Figura 03: Mecanismos de migracdo dos leucécitos para o sitio inflamatério. (A) detalhe e (B)
visdo geral das etapas da migragdo: 1. Rolamento, 2. Ativacdo das integrinas, 3. Adeséo estavel e 4.
Migracéo/diapedese. Fonte: MESQUITA Jr et al, 2008.

Este processo se inicia com um dano a membrana celular, que é constituida
fundamentalmente por fosfolipidios. Quando uma lesdo afeta esta membrana a
enzima fosfolipase A2, presente nos leucécitos e plaquetas, é ativada por citocinas
proé-inflamatérias como a interleucina IL-1. Esta enzima leva a degradacdo dos
fosfolipidios, resultando na producdo de &cido araquidénico. Este, ao ser
metabolizado, forma os leucotrienos, pela acdo da enzima lipooxigenase, e também
forma prostaglandinas, prostaciclinas e tromboxanos, pela acdo da enzima
ciclooxigenase (HILARIO, TERRERI e LEN, 2006).
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2.4.2 Dor

O desenvolvimento da resposta inflamatoria comumente € acompanhado de
sensacao dolorosa. A dor € um processo fisioldgico e necessario, ela permite que o
individuo tenha consciéncia de que sua integridade est4d sendo ameacada ou que
ocorre alguma disfungdo em seu organismo. Ela é classificada pela IASP
(International Association for the Study of Pain) como uma “experiéncia sensorial e
emocional desagradavel que esta associada com lesbes reais ou potenciais”. No
sistema nociceptivo, 0s nociceptores sao terminagdes nervosas capazes de traduzir
um estimulo agressivo de natureza térmica, quimica ou mecéanica. Este estimulo é
transmitido até o sistema nervoso central e interpretado no cortex cerebral como dor
(ROCHA et al, 2007; NETO, COSTA e SIQUEIRA, 2009).

Durante o avanco da inflamacao, a producao dos mediadores também podem
sensibilizar terminagdes nervosas livres, ativando 0os mecanismos nociceptivos e
causando a dor. Uma leséo tissular promove a liberacdo de mediadores quimicos
como as citocinas, histaminas, serotonina, eicosanodides e radicais livres. Estes
mediadores, além de participarem da resposta inflamatéria também, promovem e
facilitam a transmissdo dolorosa levando a hiperalgesia e liberacdo de
neurotransmissores excitatérios como o aspartato, glutamato e substancia P (MURI,
SPOSITO e METSAVAHT, 2009).

2.4.3 Intervengdo medicamentosa

Mesmo sendo o mecanismo de inflamacdo e nocicepcao indispensaveis a
homeostase corporea, o desconforto causado por essa resposta exige, em alguns
casos, a intervencdo com o uso de medicamentos. Os glicocorticoides ou anti-
inflamatorios esteroidais (AIES) e os anti-inflamatorios ndo esteroidais (AINES), sao
farmacos capazes de interferir neste processo reacional de defesa do organismo,
minimizando os danos e proporcionando maior conforto (COUTINHO et al, 2009).

Os glicocorticoides sdo esteroides lipofilicos. Esta classe de medicamentos
possui um amplo espectro de indicagfes terapéuticas, mas o tratamento envolvendo
mecanismos de imunomodulagédo ou de inflamagéo é a sua principal indicacdo. No

sistema imune, a agéo dos AlEs ocorre em diversos pontos, como na modulacao da
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taxa de expressao de fatores de transcricdo; ou quando inibem a fosfolipase A2
(LONGUI, 2007).

Os AINEs representam um grupo heterogéneo, em sua maior parte sao
acidos organicos com acao analgésica, antitérmica e anti-inflamatéria. Estes
medicamentos agem inibindo as enzimas COX, com consequente diminuicdo da
producdo de prostaglandinas e combate a inflamacéo, a dor e a febre (HILARIO,
TERRERI e LEN, 2006).

Estes medicamentos tem acédo eficaz sobre a inflamacéo, no entanto o uso
prolongado destas drogas pode acarretar no aparecimento de efeitos colaterais que
chegam a impossibilitar alguns tratamentos. Na corticoterapia, os efeitos estao
relacionados ao tempo de tratamento e uso de glicocorticoides de acdo mais
prolongada. Sdo implicacbes em uma variedade de sistemas no organismo; no
sistema endocrino-metabdlico, imunoldgico, cardiovascular e muitos outros. Os
efeitos colaterais causados pelo uso de AINES €& também relacionado aos
tratamentos mais longos. O uso crénico destes medicamentos pode acarretar em
esofagite, gastrite ou duodenite, Ulcera gastrica ou duodenal (LONGUI, 2007;
HILARIO, TERRERI, LEN, 2006).

Atualmente, a principal abordagem terapéutica acontece com o0 uso destes
farmacos; desta forma, a grande incidéncia de efeitos colaterais por estes
medicamentos se torna um estimulo para a procura de novas alternativas

terapéuticas.
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3 METODOLOGIA

3.1 MATERIAL BIOLOGICO E PROCESSAMENTO FITOQUIMICO

3.1.1 Identificacéo e coleta da Pseudobombax marginatum

Na FLONA-AcU/RN, mediante autorizacao (SISBIO, n° 29549-1), a coleta das
cascas e entrecascas de P. marginatum procedeu-se com uma incisao no sentido
horizontal do tronco, na altura média de 2 metros e corte no sentido vertical. Uma
quantidade média de 06 Kg de peso fresco de casca e entrecasca foi coletada.

Para a espécie testemunha, 6rgaos da arvore foram coletados, identificados,
herborizados e depositados no Herbario Dardano de Andrade Lima (MOSS -
acronimo segundo THIERS et al, 2009), localizado na Universidade Federal do
Semi-Arido (UFERSA).

3.1.2 Producdo do extrato hidroalcodélico da entrecasca (EHE) de P.

marginatum

A entrecasca de P. marginatum foi separada e seca em estufa com circulacéo
de ar por 72 horas. O material foi entdo triturado, colocado em recipiente de vidro
ambar e a ele adicionado 8 L de etanol a 70% para maceracao sob agitacdo
ocasional, durante um periodo médio de 72 horas. Foram realizadas ainda outras
duas maceracfes com a renovacgdao do liquido extrator do material.

O liguido extraido passou por uma primeira filtracdo em kitasato sobre
pressdo reduzida e uma segunda filtracdo por gravidade com funil fechado com
algodao. O filtrado em seguida foi concentrado em rotaevaporador sob pressao
reduzida a temperatura de + 80 °C, para separacao do etanol. A solucéo obtida foi
colocada para secar sobre o vapor do banho maria em temperatura constante de

100 °C para evaporacao da agua e obtencdo do material solido.

3.1.3 Prospeccéo fitoquimica do EHE de P.marginatum

O extrato foi submetido a triagem fitoquimica preliminar para deteccdo das

principais classes de metabolitos secundarios através de reacbes quimicas que
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resultam no desenvolvimento de coloracdo e/ou precipitado, caracteristico para cada
classe de substancias. Seguindo a metodologia de Matos (1997), duas aliquotas do
extrato foram separadas para os testes seguintes, uma delas foi seca e a outra foi
diluida em H,O destilada, e distribuida em 7 tubos de ensaio enumerados (3mL/
tubo):

3.1.3.1 Teste para fendis e taninos

No tubo (1), 3 gotas de FeCl; foram adicionadas. Agitou-se e observou-se
variacéo da cor e formacéo de precipitado comparando-se a um teste branco.

Coloracbes entre o azul e o vermelho séo indicativas da presenca de fendis,
quando o “branco” for negativo. Precipitado escuro em tonalidade azul indica a

presenca de taninos hidrolisaveis; e verde, a presenca de taninos condensados.

3.1.3.2 Teste para antocianinas, antocianidinas e flavonoéides

O pH foi modificado em trés tubos (2, 3 e 4), sendo respectivamente
acidulado para pH 3 e alcalinizado para pH 8,5 e 11. Foi observada a mudanca na
coloragédo do material de acordo com a tabela 2, observando que a presenca de um

constituinte pode mascarar a cor indicativa de outro.

Tabela 2 — Coloracéo indicativa da presenca de antocianinas, antocianidinas e
flavonoides

o Cor em meio
Constituintes

Acido (3) Alcalino (8,5) Alcalino (11)

Antocianinas e Antocianidinas Vermelha Lilas Azul-parpura
Flavonas, Flavonois e Xantonas - - Amarela
Chalconas e Auronas Vermelha - Verm. purpura
Flavanonois - - Verm. Laranja

Fonte: Matos (1997).
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3.1.3.3 Teste para leucoantocianidinas, catequinas e flavanonas

Dois tubos (5 e 6), foram respectivamente, acidulado com HCI| até pH 3 e
alcalinizado com NaOH até pH 11. Em seguida foram aquecidos durante 3 minutos,
e foi observado, de acordo com a Tabela 3, o aparecimento ou intensificagao da cor
indicativa do constituinte, por comparacdo com os tubos correspondentes (2 e 4) do
teste anterior. Neste teste a presenca de um constituinte pode mascarar a cor

indicativa de outro.

Tabela 3 — Coloracéo indicativa da presenca de leucoantocianidinas, catequinas e

flavanonas
o Cor em meio
Constituintes _ :
Acido Alcalino
Leucoantocianidinas Vermelha -
Catequinas (taninos catéquicos) Pardo-amarela -
Flavanonas - Verm. laranja

Fonte: Matos (1997).

3.1.3.4 Teste para flavondis, flavanonas, flavanonadis e xantonas

Em um tubo (7), alguns centigramas de magnésio granulado e 0,5 mL de HCI
concentrado foram adicionados. Ao final da reacéao (fim da efervescéncia), observou-
se por comparacéao (tubo 5) a mudanca na cor da mistura.

O aparecimento ou intensificacdo de cor vermelha € indicativo da presenca de

flavanonas, flavanonois e/ou xantonas, livres ou seus heterosidios.

3.1.3.5 Teste para esteroides e triterpenoides (Lieberman-Burchard)

Uma porc¢ao do residuo seco do extrato foi extraida com 2 mL de cloroférmio
e filtrado em um funil fechado com algodéo e alguns decigramas de Na,SO, anidro.
Ao filtrado foi adicionado 1 mL de anidrido acético e juntou-se cuidadosamente trés
gotas de H,SO, concentrado. Agitou-se suavemente para se observar o rapido

desenvolvimento de cores.
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A coloracdo azul evanescente seguida de verde permanente € indicativa da
presenca de esteroides livres. Coloracdo parda até vermelha indica triterpenoides

pentaciclicos livres.

3.1.3.6 Teste para saponinas

O residuo anterior do extrato, insolavel em cloroformio, foi dissolvido em 6 mL
de H,O destilada e filtrado. A solucdo foi agitada fortemente por 3 minutos, e
observou-se a formacédo de espuma. A espuma persistente e abundante indica a
presenca de saponinas.

A inconstancia do colarinho de espumas formado nos indicou a auséncia de

saponinas, desta forma, o teste confirmatorio néo foi aplicado.

3.1.3.7 Teste para alcaloides

Uma porcdo do extrato foi diluido em solucdo aguosa com pH 3, filtrada e
separada em trés partes as quais foram adicionadas respectivamente 3 gotas do
reagente de Dragendorf, Mayer e Wagner. A formacédo de precipitado caracteristico
a cada reacao indica a presenca de alcaloides.

3.1.3.8 Teste para quinonas

Em 5 mL de solugdo etérea do extrato foram adicionados 2 mL de solugdo 6N
de NH4OH. Agitou-se bem a mistura e deixou-se separar as duas fases para se
observar o aparecimento de coloracdo na fase aquosa. A cor vermelha na camada

aguosa alcalina indica a presenca de quinona.
3.1.3.9 Determinacéo do teor de extrativos
O extrato seco, ap0s 0 minimo de 24 horas em dessecador, foi pesado para o

calculo do percentual de extrativos (sollveis em alcool-agua) com relacdo ao peso

da planta seca.
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3.2 ATIVIDADE BIOLOGICA DO EHE DE Pseudobombax marginatum.

3.2.1 Animais:

Os animais usados foram camundongos Swiss, machos (20 — 30g), e ratos
Wistar, machos (120 — 180g), obtidos no Biotério Central da Universidade Federal de
Sergipe. Eles foram distribuidos aleatoriamente em grupos de seis (n=6) e
acondicionados em caixas de policarbonato forradas com maravalha (8
camundongos ou 4 ratos por caixa) e permaneceram no biotério em sala com ciclo
de luz de 12 horas, temperatura controlada (25-28°C), racdo balanceada e agua ad
libitum.

Todos os procedimentos experimentais foram conduzidos no periodo das 8 as
17 horas, e de acordo com as normas de procedimentos sobre cuidados com 0s
animais para uso em pesquisa do Comité de Etica em Pesquisa Animal — CEPA da
Universidade Federal de Sergipe® (Protocolo de aprovacdo n° 98/2011), o qual
segue 0s principios de cuidados com animais de laboratdrio.

Ap6s o manuseio 0s animais foram eutanasiados com dose excessiva de
anestésico seguida de deslocamento cervical, foram acondicionados em sacos
plasticos brancos e descartados definitivamente conforme a rotina do proprio

biotério.

3.2.2 Pré-tratamento

Os animais foram deixados em jejum de 12 horas e aclimatizados no
laboratorio por £2 horas antes dos procedimentos. Os grupos de roedores foram preé-
tratados com o veiculo (sol. salina 0,9%, 10 mL/kg v.0), ou com EHE de P.
marginatum diluido (10, 30, 100, ou 300 mg/kg, v.0), ou com uma droga padrao:

dexametasona (2 mg/kg, s.c), AAS (300 mg/kg, v.0), morfina (3 ou 10 mg/kg, i.p) ou

' O projeto foi submetido ao CEPA da Universidade Federal de Sergipe, onde os experimentos com

animais foram realizados. Para que este procedimento fosse possivel, houve a necessidade de fazer
a submissdo constando como coordenadora do mesmo a profé. Dr2. Sara Maria Thomazzi, que tem

vinculo com a instituicao.
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diazepam (1,5 mg/kg; i.p: Compaz - Cristalia®); ou ainda naloxona (5 mg/kg, i.p:
Narcan - Cristalia®),antagonista da morfina utilizada no teste da placa quente.

3.2.3 Avaliacéao da atividade anti-inflamatoria

3.2.3.1 Edema de pata em rato

Ratos Wistar foram pré-tratados com veiculo, EHE de P. marginatum e
dexametasona. Seguindo-se a metodologia descrita por Winter et al. (1962) e
modificacdes. Sessenta minutos apés o pré-tratamento a atividade anti-inflamatoria
foi avaliada pela inducdo de um edema de pata pela carragenina 1%, administrada
no volume de 0,1 mL/animal na regido subplantar da pata traseira direita do rato.

O volume da pata foi medido através de um hidropletismdmetro (modelo
7140, Ugo Basile, Italia), observando-se o deslocamento da coluna de liquido. As
medidas do volume foram realizadas imediatamente antes da injecédo s.c. do agente
edematogénico, medida basal, e foram novamente realizadas ap0s a inje¢cdo em
intervalos regulares de 1, 2, 3 e 4 horas (HARRIS e SPENCER, 1962).

Os resultados foram expressos como média + EPM da variacdo do volume
(mL) de pata encontrada entre os grupos. Também foram calculados os valores da
area sob a curva (ASC), utilizando a regra trapezoidal, em todos os grupos. E a

porcentagem de inibicdo no edema foi calculada com base na ASC.

3.2.3.2 Ensaio de mieloperoxidase (MPO) da pata de rato.

Os animais submetidos ao teste anterior foram eutanasiados ao final da 42
hora. Foi coletada a pata que recebeu o estimulo do agente edematogénico,
carragenina, e utilizado o tecido muscular da regido sub-plantar para realizacao do
ensaio.

O tecido foi coletado, pesado, picotado e mantido em tampéao fosfato [50 mM,
pH 6,0 contendo 0,5% de brometo de hexadeciltrimetilaménio (HTAB, Sigma Chem.
Co, EUA)]. Em seguida foi homogeneizado e mantido em banho maria, 60°C por 2
horas, para degradacdo da catalase (OHTA, KONGO e KISHIKAWA, 2003). As
amostras foram centrifugadas a 14.000 rpm, por 2 mim a 4°C, e o sobrenadante

submetido ao ensaio espectrofotométrico. O ensaio foi realizado em duplicata em
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placa de 96 pocos. A cada poco foi adicionado 5uL do sobrenadante com 200puL de
solugéo de di-hidrocloreto de o-dianisidina (Sigma Chem.Co, EUA; 0,167 mg/mL,
preparada em tampao fosfato de potassio 50 mM contendo 0,005% de H,0,) e
imediatamente apds, foi realizada leitura da absorbancia em 460 nm.

O resultado em Unidades de MPO (UMPO)/mg de tecido, considera que 1
UMPO corresponde a quantidade de enzima que degrada 1 ymol de H,O; por min; o
que gera uma variacdo de absorbancia de 0,0113 unidades de absorbancia.
(BRADLEY et al., 1982; CAMARGO et al., 2008).

3.2.3.3 Peritonite induzida por carragenina

Os camundongos Swiss foram pré-tratados com veiculo, EHE de P.
marginatum e dexametasona. Apos 1 hora do pré-tratamento, de acordo com
metodologia de Mendes et al (2010) modificada, foi injetada i.p. 0,25 mL de uma
solucdo de carragenina 1%. Passadas 4 horas da injecdo de carragenina, 0s
animais foram anestesiados por inalacdo com halotano e eutanasiados com
deslocamento cervical. Para coleta dos fluidos peritoneais foi injetado i.p 3 mL de
solucéo salina contendo 1 mM de EDTA.

Com o liquido coletado foi realizada contagem de leucdécitos totais em camara
de Newbauer sob microscépio optico e contagem diferencial com esfregaco sob
lamina obtido por citocentrifugacéo (600 rpm/10 min). Os resultados foram expressos
como numero de leucécitos/mL e a porcentagem de inibicdo de leucdcitos (ly,) foi
calculada pela formula: Iy, = (1 — T/C) x 100, onde T representa a contagem de
leucdcitos dos grupos tratados e C representa a contagem de leucdécitos do grupo

controle/veiculo.
3.2.4 Avaliagéo da atividade antinociceptiva
3.2.4.1 Teste de contor¢gBes abdominais induzida pelo &cido acético
As contorcdes abdominais consistem de uma contragdo no musculo
abdominal junto com um alongamento dos membros traseiros, induzidas pela

injecdo de acido acético em camundongos (TORNOS et al, 1999; KOSTER et al,
1959).



36

Camundongos Swiss foram pré-tratados com veiculo, EHE de P. marginatum
e AAS. Apés 60 minutos do pré-tratamento foi aplicado o estimulo doloroso com a
injecédo i.p. de acido acético a 0,8% (0,1mL/10g de peso). As contor¢cdes abdominais
foram observadas em camaras com dois animais por vez, e registradas durante um
periodo de 20 minutos, comecando 5 minutos apds a administracdo do &cido
acetico.

3.2.4.2 Teste da placa quente

Camundongos Swiss foram pré-tratados com veiculo, EHE P. marginatum (60
minutos antes do teste), e com morfina 3 mg/kg i.p. (30 minutos antes do teste). Em
outros dois grupos, o naloxona (5 mg/kg i.p.) foi aplicado 30 minutos antes do pré-
tratamento com a dose de 300 mg/kg do EHE P. marginatum e do pré-tratamento
com morfina (3 mg/kg i.p.). Apos o tempo decorrido, os animais foram colocados
individualmente sobre uma placa metalica aquecida a 55+0,5°C.

O tempo decorrido até o aparecimento de reacdes ao estimulo térmico
(laténcia, em segundos), tais como lamber/morder ou sapatear a pata traseira, foi
registrado como um indice de nocicepcdo (WOOLFE e MACDONALD, 1944). As
medidas foram realizadas nos tempos de 0, 15, 30 e 60 minutos ap6s o primeiro
estimulo térmico. E um corte no periodo, equivalente a 30 segundos, foi imposto
para evitar injuria nas patas, sendo, portanto, considerado o tempo de laténcia

maxima.

3.2.4.3 Teste da formalina

O teste da formalina foi realizado de acordo com Dubuisson e Dennis (1977),
e modificado posteriormente por Hunskaar e Hole (1987). Os camundongos Swiss
foram pré-tratados com veiculo, EHE de P. marginatum, AAS (300 mg/kg; 60
minutos antes do teste) e morfina (10 mg/kg; 30 minutos antes do teste).

Apoés o pré-tratamento foi injetado 20 puL da solugdo de formalina a 2% na
regiao intraplantar na pata traseira direita do animal. O tempo que o animal gastou
lambendo ou mordendo sua pata foi medido durante a primeira (0-5 minutos) e a

segunda (15-30 minutos) fases do teste. Os dados apresentam o tempo de
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lambida/mordida em segundos, que correspondem ao grau de dor/inibicdo da dor

expressa pelo animal.
3.2.5 Avaliacéo da atividade motora
3.2.5.1 Teste do campo aberto

Camundongos Swiss foram pré-tratados com veiculo, EHE de P. marginatum
(60 min ates do teste) ou diazepam (30 min antes do teste). E a atividade locomotora
dos animais foi investigada no campo aberto (Insight®, Ribeirdo Preto-SP) de 60 cm
de diametro.

ApoOs pré-tratamento os animais foram colocados individualmente no campo
aberto, apds 1 minuto de ambientacgdo, foi registrada a frequéncia de locomocao dos
animais durante 4 min, que consistiu do ato do animal penetrar com as quatro patas
em uma das divisdes da arena do campo aberto. Os dados foram expressos como

namero de campos cruzados, segundo descri¢cdo de Capaz et al., (1981).
3.3 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados estdo apresentados como media + erro padrdo da média
(EPM), obtidos com grupos de 6 — 9 animais. O ensaio in vitro foi realizado em
triplicata e também apresentado com média + EPM. Os dados foram analisados e
apresentados utilizando como instrumentos os softwares GraphPad Prism verséo
5.00 e Microsoft Office Excel 2007; foi aplicada analise de variancia (ANOVA),
seguida de teste de médias; teste de Tukey ou teste-t para comparacdo entre dois

grupos. Os valores com p<0,05 foram considerados estatisticamente significativos.
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4 RESULTADOS

4.1 MATERIAL BIOLOGICO E PROCESSAMENTO FITOQUIMICO

A Embiratanha (Pseudobombax marginatum) foi identificada com auxilio de
literatura especializada e comparacdo com material tipo?; pelo prof. Dr. Ramiro
Camacho e equipe do Laboratério de Ecologia e Sistematica Vegetal (LEVS/UERN).
A espécie testemunha (voucher 13726) foi herborizada e incorporada a cole¢éo do
Herbério Dardano de Andrade Lima (MOSS — acrénimo segundo THIERS, 2009),
localizado na Universidade Federal do Semi-arido. Com a entrecasca coletada foi
realizada extracao hidroalcodlica e uma pequena parcela foi destinada a prospecc¢éao

fitoquimica preliminar (tabela 4).

Tabela 4 — Prospeccéo preliminar dos constituintes quimicos do EHE de P.

marginatum
Classe de metabdlito secundério Resultado
Fenois Inconclusivo
Taninos Positivo
Leucoantocianidinas, Catequinas e Flavanonas Negativo
Flavonois, Flavanonas, Flavanonois e/ou Xantonas* Positivo
Esterdides livres Positivo
Saponinas Negativo
Alcaloides Negativo
Quinonas Negativo

(*) resultado para estes constituintes livres ou para seus heterosidios.

A tabela apresenta os resultados obtidos com a prospeccéo. Foi detectada a
presenca de taninos, de flavonois, flavanonas, flavanonois e/ou xantonas além de
esteroides livres. Os resultados negativos podem nédo implicar na auséncia do
constituinte, sendo possivel que as quantidades dos mesmos tenham sido
insuficientes para serem detectadas ou ainda que tenha ocorrido a interferéncia de

outros constituintes na formacgé&o das cores durante os testes.

% Material tipo: material que define o nome de um taxon.
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Foi observado ainda que com a extragcdo hidroalcodlica, utilizando etanol 70%

como solvente, obteve-se um rendimento de 5,5% de extrativos sollUveis.

4.2 ATIVIDADE BIOLOGICA DO EHE P. marginatum

4.2.1 Edema de pata em rato

A curva do perfil do edema (figura 4) mostra que, a partir da inducédo na
primeira hora ndo foi observada diferenca estatisticamente significativa entre os
grupos. A partir da segunda hora de avaliacdo, entretanto, foi observada uma
influéncia do extrato sobre o perfil do edema nos animais dos grupos teste quando
comparados aos grupos controle (veiculo e dexametasona). Os grupos tratados com
o EHE P. marginatum nas doses de 100 e 300 mg/kg mostraram diferencas
estatisticamente significativas em relacao ao grupo pré-tratado com veiculo na 22, 32
e 42 hora apos inducdo. Quando comparado ao controle padrdo, na terceira hora,
nenhuma das doses do EHE P. marginatum se comportaram de forma
estatisticamente semelhante a dexametasona, mas na quarta hora, em relacdo ao
dexametasona as doses de 100 e 300 mg/kg de EHE P. marginatum sao

estatisticamente iguais.

1.5+
Veiculo
P. marginatum 30 mg/kg
1.2 P. marginatum 100 mg/kg
~ P. marginatum 300 mg/kg
-
E 0.9 Dexametasona 2 mg/kg
1]
S
2 064
S 0.
<
0.3+
0.0

Oh 1h 2h 3h 4h

Figura 04: Edema de pata induzido por carragenina 1%: Curva tempo resposta. Variacdo do
volume do edema em funcéo do tempo de resposta inflamatéria. Grupos pré-tratados com veiculo (s.
salina 0,9%), EHE P.marginatum (30, 100 ou 300 mg/kg) ou dexametasona (2mg/kg). Valores de
meédia e E.P.M.. Valor estatisticamente diferente comparado ao veiculo em cada hora com **p< 0,01 e
***n< 0,001 no teste de Tukey com n=6.
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Na figura 05, area sob a curva (ASC), pode-se observar que o
comportamento do edema nos animais pré-tratados com as doses de 100 e 300
mg/kg de EHE P. marginatum foi estatisticamente diferente do apresentado pelos
animais pré-tratados com o veiculo. Em comparacédo feita com a droga padrdo, a
dose de 100 mg/kg apresentou o mesmo perfil, estando com valores
estatisticamente iguais aos da dexametasona.

Com os valore de ASC é possivel determinar também a Porcentagem de
Inibicdo do Edema (lo,) de cada grupo; um dado que também apresenta 0s mesmos
valores de significAncia estatistica da ASC. A droga padrdo dexametasona
apresentou uma lygexa = 65,03 e as doses de 30, 100 e 300 mg/kg do EHE P.

marginatum proporcionam respectivamente loy,zo = 5,19; loy100 = 48,13 € losz00 = 32,71.
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Figura 05: Edema de pata induzido por carragenina 1%: Area sob a curva. Valores da area
obtidos com a regra trapezoidal. Grupos pré-tratados com veiculo (s. salina 0,9%), EHE
P.marginatum (30, 100 ou 300 mg/kg) ou dexametasona (2mg/kg). Valores de média e E.P.M. Valor
estatisticamente diferente comparado ao veiculo com **p < 0,01 e ***p < 0,001 no teste de Tukey com
n=6.

4.2.2 Ensaio de MPO

A medida da atividade da enzima Mieloperoxidase, (figura 06), corresponde a
migracdo de neutréfilos para o tecido lesado. Foi observado, de forma
estatisticamente significativa, que nos animais pertencentes aos grupos pré-tratados

com o extrato nas doses de 100 e 300 mg/kg e nos pré-tratados com a droga padréo
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houve uma diminuicdo na quantidade de UMPO/mg de tecido quando comparados
com 0s animais pré-tratados apenas com o veiculo, 0 que corresponde
indiretamente a diminuicdo na intensidade da migracdo de neutrofilos para o sitio
inflamatorio. Adicionalmente, a quantidade de UMPO/mg de tecido dos animais que
foram previamente tratados com as doses de 100 e 300 mg/kg do extrato também
foram estatisticamente equivalentes aos tratados com a droga usual, a

dexametasona.
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Figura 06: Atividade da enzima MPO no musculo edeméatico.Grupos pré-tratados com veiculo (s.
salina 0,9%), EHE P.marginatum (30, 100 ou 300 mg/kg) ou dexametasona (2mg/kg). Ensaio
realizado com o sobrenadante do homogenato do tecido, lido em filtro de 460 nm. Valor
estatisticamente diferente comparado ao veiculo com **p< 0,01 no teste de Tukey com n=6.

4.2.3 Peritonite

A migracao leucocitaria (figura 07) foi estatisticamente diferente entre os
grupos; para os leucécitos totais, 0 grupo que recebeu dexametasona e 0S grupos
gue receberam EHE de P. marginatum nas doses de 100 e 300 mg/kg séo
estatisticamente diferentes do veiculo e iguais entre si. Na contagem diferencial os
valores de leucécitos mononucleares ndo diferiram em nenhum dos grupos
analisados. E na contagem de leucécitos polimorfonucleares os valores de todos 0s
grupos tratados com o EHE de P. marginatum ou com a droga dexametasona
diferem do veiculo e sdo estatisticamente iguais entre si. Estes valores indicam que

para todas as variaveis estudadas neste teste (leucdcitos totais, mononucleares e
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polinucleares), as doses de 100 e 300 mg/kg do EHE P. marginatum, se
comportaram da mesma forma que a dexametasona, droga padréo.

Estes valores sdo apresentados também como Percentual de inibicdo da
migracdo de leucdcitos totais para cavidade peritoneal (Img). Comparando-se ao
grupo pré-tratado com veiculo, a inibicdo foi respectivamente de Ime, 30= 17,44; Imo,
100= 48,28 e Imy, 300= 56,43 para as doses de 30, 100 e 300 mg/kg do EHE P.
marginatum e de Imy, gexa= 52,73 para droga padréo utilizada, a dexametasona.

20+
-
E 1541 _ .
3 T [] Leucdcitos totais
8 10- _ Polimorfonucleares
3 ok T %5 Mononucleares
8 5 Kk
) -

0 Fed Q B

Veiculo _30 100 300

P. marginatum (mg/kg)

Figura 07: Migracdo leucocitaria na peritonite. Contagem de células realizada com o lavado
peritoneal. Grupos pré-tratados com veiculo (s. salina 0,9%), EHE P. marginatum (30, 100 ou 300
mg/kg) ou dexametasona (2 mg/kg). Valores de média e E.P.M.. Valor estatisticamente diferente
comparado ao veiculo de cada varidvel com ***p < 0,001 no teste de Tukey com n=6.

4.2.4 Contorgdes abdominais induzidas por &cido acético.

Na figura 08, os grupos pré-tratados com a droga AAS e com as doses de 10,
30, 100 e 300 mg/kg do EHE P. marginatum apresentaram um decréscimo
estatisticamente significante no numero de contor¢des quando comparamos ao
grupo pré-tratado com veiculo. As doses do extrato testadas apresentaram um
padrdo de analgesia eficiente, sendo que as doses de 30, 100 e 300 mg/kg agiram
de forma estatisticamente equivalente a droga padréo utilizada.

A reducdo no numero de contorcbes, comparando-se ao veiculo foi
respectivamente de 48,8%, 72,5%, 78,5% e 83,1% para 0s grupos pré-tratados com
as doses de 10, 30, 100 e 300 mg/kg; e de 83,8% para o grupo padréo pré-tratado
com AAS.
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Figura 08: Contor¢cbes abdominais induzidas por acido acético 0,8%. Grupos pré-tratados com
veiculo (s. salina 0,9%), EHE P. marginatum (10, 30, 100 ou 300 mg/kg) ou AAS (300 mg/kg). Valores
de média e E.P.M. Valor estatisticamente diferente comparado ao veiculo com ***p< 0,001 no teste
de Tukey com n=6.

4.2.5 Placa quente

No teste da Placa quente nao foi verificado um aumento da tolerancia a dor
pelos animais pré-tratados com o EHE P. marginatum quando o estimulo térmico foi

aplicado. Na figura 09, se observa que os animais pré-tratados com as doses de 30,

30- x x
25-
1 Veiculo

& 207 Bl P.marginatum 30 mg/kg
3 154 Bl P. marginatum 100 mg/kg
‘% El P.marginatum 300 mg/kg
— 107 E= Morfina 3 mg/kg

5_

0-

60 90 120 150
Tempo (min)

Figura 09: Laténcia ao estimulo térmico na placa quente. Grupos pré-tratados com veiculo (s.
salina 0,9%), EHE P. marginatum (10, 30, 100 ou 300 mg/kg), ou morfina (3 mg/kg). Valores de média
e E.P.M. Valor estatisticamente diferente comparado ao veiculo com *p< 0,05 no teste de Tukey com

n=6.
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100 e 300 mg/kg do EHE P. marginatum reagiram de forma estatisticamente
semelhante aos que receberam o veiculo em todos os tempos analisados. O grupo
padrao, pré-tratado com morfina, foi o Unico a apresentar uma laténcia maior ao
estimulo térmico nos tempos analisados quando comparado ao veiculo.
Simultaneamente ao teste da placa quente foi aplicada uma prova com
Naloxona (resultados ndo mostrados), onde os valores obtidos com estes grupos
seriam confrontados com os dados correspondentes aos grupos pré-tratados com o
extrato. Esta prova verifica a possibilidade do extrato agir pelo sistema opidide,
mecanismo utilizado pela morfina. No presente estudo, o EHE P. marginatum nao

induziu 0 mesmo comportamento que a morfina.

4.2.6 Formalina

Na primeira fase de avaliacdo (primeiros 5 minutos apds aplicagcdo da
formalina) os animais pré-tratados com a dose de 300 mg/kg do EHE P. marginatum
e com a droga padrdo morfina, correspondem aos grupos que apresentam-se

estatisticamente diferentes do grupo veiculo (figura 10). Na segunda fase do teste
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Figura 10: Teste da formalina. Tempo de lambidura/mordidura na 12 fase (0-5 min) e na 22 fase (15-
30 min). Grupos pré-tratados com veiculo (s. salina 0,9%), EHE P. marginatum (30, 100 ou 300
mg/kg), morfina (10 mg/kg) ou AAS (300 mg/kg). Valores de média e E.P.M. Valor estatisticamente
diferente comparado ao veiculo em cada fase com *p< 0,05; **p< 0,01 e ***p<0,001 no teste de Tukey
com n=7-9.
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(dos 15 a 30 minutos apos aplicacdo da formalina), tanto os animais pré-tratados
com as drogas padrbes, morfina e ASS, quanto os animais pré-tratados com as
doses de 30, 100 e 300 mg/kg do EHE P. marginatum se mostram estatisticamente
diferentes do veiculo. Estas doses apresentaram um efeito analgésico, visualizado
nos animais com um menor tempo de lambida/mordida da pata nesta segunda fase
do teste.

Quando a acdo do extrato é comparada a acado apresentada pela morfina e
ASS a dose de 300 mg/kg do EHE P. marginatum apresenta valores
estatisticamente equivalente a morfina nas duas fases analisadas, e também exibe

valores estatisticamente equivalente ao ASS na segunda fase.

4.2.7 Campo aberto

Na figura 11, os animais pré-tratados com a dose de 300 mg/kg do EHE P.
marginatum e com o tranquilizante diazepam, apresentaram um padrdo de
locomocédo no campo aberto estatisticamente diferente dos animais pré-tratados com
veiculo. As doses de 30 mg/kg e de 100 mg/kg nao influenciaram o comportamento
dos animais sobre o campo aberto, os valores foram estatisticamente semelhantes

ao apresentado pelo veiculo.
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Figura 11: Locomogao no campo aberto. Grupos pré-tratados com veiculo (s. salina 0,9%), EHE P.
marginatum (10, 30, 100 ou 300 mg/kg), ou diazepam (1,5 mg/kg). Valores de média e E.P.M. Valor
estatisticamente diferente comparado ao veiculo com *p< 0,05 e**p< 0,01 no teste de Tukey com n=5.
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5 DISCUSSAO

O presente trabalho € o primeiro a investigar a atividade biolégica do extrato
da entrecasca da arvore da Caatinga conhecida por Embiratanha (Pseudobombax
marginatum). Com este verificou-se que o pré-tratamento com o EHE P. marginatum
foi capaz de minimizar de forma significante, parametros inflamatérios como o
edema, a migracdo de leucécitos e a dor de origem inflamatoria. A Embiratanha é
pouco conhecida na literatura cientifica, principalmente do ponto de vista medicinal.
Os trabalhos de Amorim (2010), Leal et al (2003), e Lorenzi (2002), expostos na
revisdo desta pesquisa, expdem utilidades que ndo tem nenhuma aplicacéo clinica,
incluindo a alimentacdo de ruminantes e a confeccdo de cordas rusticas. Contudo,
alguns trabalhos na area de etnobotanica relatam a sua utilizagdo medicinal aqui no
nordeste, principalmente por comunidades do estado do Rio Grande do Norte. O
mais recente destes trabalhos lista as plantas medicinais usadas por uma pequena
aldeia no sitio Gois (Apodi/RN), no qual a P. marginatum fica entre uma das mais
citadas da relacdo. Nesta comunidade a agua da entrecasca da Embiratanha é
indicada para cicatrizacdo, como anti-inflamatoria, contraceptiva, para Ulceras e
gastrites (PAULINO et al, 2012).

As misturas etandlicas, como a utilizada para a extracdo do extrato bruto da
P. marginatum, apresentam grande eficacia quanto a solubilidade de constituintes
fitoquimicos além de ndo apresentarem toxicidade significativa. O rendimento obtido
com a extracdo esteve dentro do previsto, uma vez que se tratando de partes rigidas
da planta, como a entrecasca, o produto final € menor que de outros 6rgdos como as
folhas (SIMOES, 2007). Tendo-se em vista a forma que a planta ja é empregada no
meio popular, na forma aquosa, como agua ou cha, buscou-se também obter um
extrato com 0 mesmo aspecto, para assim extrapolar as discussfes ao uso do
material vegetal pelas comunidades potiguares.

O conhecimento do perfil qualitativo dos constituintes do extrato € uma etapa
essencial para o direcionamento das investigacbes, e também para o
estabelecimento de possiveis relacbes entre a composicdo e o efeito biolégico
apresentado pelo extrato. Seguindo esta premissa, foi realizada uma prospeccéo
gualitativa preliminar do extrato em estudo, os metabdlitos secundarios detectados
ddo suporte ao seu uso medicinal. Sabe-se que o0s taninos sdo usados

tradicionalmente no tratamento de diversas doencas: diarreia, hipertensao,
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processos inflamatorios em geral e outros; acredita-se que esta atividade se deve,
principalmente, a sua capacidade de complexacdo com ions metélicos, & sua
atividade antioxidante e também a habilidade de se complexar com outras moléculas
(SIMOES, 2007).

Os flavonois, flavanonas e flavanonois sao tipos de flavonoides, uma classe
de metabodlitos ampla e diversificada. Nas plantas, os flavonoides tém funcdes
principalmente relacionadas a pigmentacdo e inibicAo de enzimas; ja sobre a
ingestdo destes metabdlitos pelos animais, ndo foram encontradas informacdes
especificas para os constituintes descritos aqui. Entretanto, de modo geral, alguns
estudos mostram que os flavonoides, entre outras atividades biologicas, tem uma
boa acdo anti-inflamatoria, que foi relacionada, principalmente, a inibicdo de
mediadores inflamatorios (DI CARLO, 1999). Adicionalmente, Corréa (2009) discorre
sobre as xantonas, uma classe de compostos heterociclicos oxigenados com grande
potencial antioxidante, atividade que se verifica durante sua aplicagdo como um
agente anti-inflamatorio, hepatoprotetor e/ou quimiopreventivo.

A literatura, ndo dispGe de trabalhos que apresentem dados com analise anti-
inflamatéria ou antinociceptiva de plantas que pertencam ao mesmo género ou
subfamilia que a Embiratanha e que possam ser confrontados diretamente. Mas,
tem-se o registro de que a Barriguda (Ceiba glaziovii), planta que pertence a mesma
subfamilia Bombacoideae, € mencionada em trabalhos etnobotanicos como planta
medicinal que combate reumatismo e edema, e possui constituintes como taninos,
flavonoides, fendis e outros; alguns também comuns a P. marginatum (AGRA et al,
2007; LEAL et al, 2011). Sendo espécies de mesma subfamilia e que possuem
alguns constituintes em comum em seus extratos, é possivel que compartilhem de
propriedades biolégicas semelhantes. E pertinente citar que alguns dos metabdlitos
detectados pela prospeccdo fitoquimica da P. marginatum, como 0s taninos,
flavonoides e esterdides, ja foram encontrados também em outras plantas que
apresentam acdo anti-inflamatéria e antinociceptiva comprovada por testes
experimentais. Exemplo da presenca destes constituintes em plantas com atividade
similar sdo a Caesalpinia pyramidalis, popularmente conhecida por Catingueira, a
qual possui constituintes como flavonoides, fendis, saponinas, esteroides, taninos e
triterpenos (SANTOS et al, 2011); ou ainda a Anisopus mannii, um arbusto chamado

de Kashe zaki por populagbes do norte da Nigéria, que apresenta alcaloides,
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flavonoides, saponinas, taninos e esteroides em sua composicao (MUSA et al,
2009).

Para provocar a inflamacdo aguda nos modelos animais do estudo em pauta,
foi utilizada a carragenina, um polissacarideo derivado de algas que reproduz uma
inflamacdo aguda com os cinco sinais cardinais (MORRIS, 2003). A resposta é
resultado de uma rapida producdo de mediadores inflamatorios, como histamina,
serotonina e bradicinina numa primeira fase. Esta é seguida por uma segunda fase
onde ocorre a libertacdo de prostaglandinas e NO (6xido nitrico), com um pico na
terceira hora, produzido pela isoformas induziveis da COX (COX-2) e oxido nitrico
sintase (SEIBERT et al., 1994). Os dados obtidos demonstraram que o EHE P.
marginatum, nas doses de 100 e 300 mg/Kg, foi capaz de modular a resposta
inflamatoria no tecido lesionado, impedindo o aumento do edema que se desenvolve
apos aplicacdo do agente flogistico, além de diminuir significativamente a migracao
de neutrofilos para o sitio da inflamacao. No sangue periférico os neutréfilos sdo as
células mais abundantes e estdo entre as primeiras a migrarem para o foco
inflamatorio, onde sofrem degranulacdo e difundem no meio extracelular,
mediadores importantes para sua agao bactericida, como a mieloperoxidase. Esta
enzima (heme enzima) é capaz de reagir com H,O, e gerar espécies reativas de
oxigénio (radicais livres) tOxicas para o microrganismo, e nos permite inferir
indiretamente a quantidade de neutrofilos presentes num tecido inflamado, por
representar 5% do peso seco desta célula (CRUVINEL et al., 2010; DAVIES, 2011).

Além da mensuracdo da atividade da MPO, a migracdo leucocitaria foi
também avaliada através da contagem total e diferencial de leucécitos presentes no
lavado peritoneal, sempre tendo em mente que, num processo inflamatoério, os
leucdcitos polimorfonucleares compdem a primeira linha de defesa do organismo, e
séo, portanto os primeiros a migrarem (MESQUITA Jr et al, 2008). Em consonancia
com este principio, observou-se que o0s polimorfonucleares apresentaram-se
consideravelmente elevados nos animais tratados apenas com o veiculo, enquanto
0S mononucleraes ndo migraram de forma intensa em qualquer dos grupos, o que
condiz com um modelo de inflamacao aguda. Ja nos animais tratados com o extrato
houve inibicdo muito representativa da migracdo dos polimorfonucleares para a
cavidade peritoneal (48% [100 mg/Kg] e 56% [300 mg/Kg]), dados que corroboram

com as observacdes advindas da andlise da atividade da MPO.
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A acdo do EHE P. marginatum, se assemelhou bastante a modulacéo obtida
com a dexametasona nos testes de inflamacdo, e mesmo nao proporcionando a
mesma taxa de inibicAo que a droga padrdo, os valores revelam o alto potencial
farmacoldgico da arvore, além de sugerir uma possivel semelhanca entre o
mecanismo de acéao utilizado pela droga padréo e o usado pelo extrato. Sabe-se que
a dexametasona € o glicocorticoide de maior potencial dentre os de via sistémica,
sendo um esteroide capaz inibir a fosfolipase A,, e impedir a formacdo de
importantes mediadores da inflamacdo (KOROLKOVAS, 2001). Por terem
apresentado perfis de atuagdo semelhantes, pode-se sugerir que o0 extrato atuaria
na inibicdo da migragdo leucocitaria por mecanismos também semelhantes, ou seja,
pela inibicdo da formacdo de mediadores inflamatorios.

Modulacdes semelhantes a apresentada ja foram detectadas em outras
espécies que também sdo usadas pelas populacdes tradicionais como planta
medicinal. Lima et al (2012) analisaram a acdo do 6leo essencial das raizes de
Chrysopogon zizanioides, a grama-das-indias, e constataram que a dose de 100
mg/kg inibiu tanto o aumento do edema induzido por carragenina durante todo
intervalo analisado, como também a migracdo de leucdcitos para a cavidade
peritoneal, numa resposta dose dependente. Ao pesquisarem a atividade do extrato
hidroalcoolico das flores de Pyrostegia venusta, conhecida popularmente por dedo-
de-moca, Veloso et al (2012) verificaram que a administracdo oral do extrato pode
ser comparada a indometacina, de modo que o0 extrato suprimiu a resposta
edematogénica induzida pela carragenina de maneira dose dependente e também
causou uma reducdo significativa na migracéo dos leucdcitos na peritonite induzida
por lipopolissacarideo.

Ainda como parte do processo de avaliacdo do efeito do extrato sobre a
resposta inflamatoria, foram realizados testes capazes de observar mais um dos
sinais cardinais deste fenémeno, a dor. Ela é definida como uma experiéncia
sensorial associada a nocicepcdo, que consiste na transducdo, transmissdo e
modulacdo de sinais gerados por estimulos mecanicos, térmicos e/ou quimicos
(KLAUMANN, WOUK e SILLAS, 2008). Um tipico modelo de avaliacdo da dor
inflamatoria é obtido com o teste de contor¢cbes abdominais. O acido acético injetado
no peritbnio promove a liberacdo de &cido araquidbnico via ciclooxigenases, e
consequente biossintese de prostaglandina, efetor, principal, da dor inflamatoria

(FRANZOTTI et al, 2002). Nesta avaliacdo foi possivel visualizar o padréao
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apresentado pelos animais pré-tratados com a P. marginatum, uma resposta dose-
dependente, onde a concentracdo crescente do EHE P. marginatum foi diretamente
proporcional ao decréscimo no numero de contorcdes observadas. Este efeito foi
igualmente eficiente ao da aspirina, que € uma droga anti-inflamatoria, analgésica e
antipirética, capaz de inibir de forma n&o-seletiva a ciclooxigenase (componente da
via de sintese dos bioativos originados do acido araquidénico) (PORTA, 2011).

O calor € mais um agente estimulador dos nociceptores, que é capaz de
produzir uma resposta rapida ao estimulo nocivo. Os receptores ativados conduzem
o0 impulso ao corno dorsal da medula espinhal e na subsequéncia aos centros
corticais, numa frequéncia proporcional a sensibilizacdo dos nociceptores
(BENEDITO, 2009). A tolerancia a dor apresentada pelos animais que receberam o
pré-tratamento com o EHE P. marginatum foi semelhante a exibida pelos que
receberam o veiculo, desta forma, o extrato ndo inibiu a nocicepcédo de estimulo
central causada pela exposicao a temperatura de 55+0,5°C.

A inibicdo da nocicepcéo central, ndo é um achado frequentemente detectado
pelos testes experimentais de avaliacdo da acdo antinociceptiva dos extratos
medicinais, mas sim a inibicdo da dor através de um sistema independente do
sistema opioide (dor periférica/dor inflamatéria). Apesar disso, Santos et al (2011)
verificaram a inibicdo da dor via sistema nervoso central em animais tratados com
400 mg/kg de extrato etandlico a base de catingueira (Caesalpinia pyramidalis),
tendo sido induzida uma laténcia significativa ao estimulo de 55°C. De forma
semelhante, a dose de 300 mg/kg do extrato etandlico das folhas de graviola
(Annona muricata) se comportou igualmente a morfina durante a aplicacdo dos
estimulos térmicos (Hamid et al 2012). A morfina € um farmaco de acdo central
obtido da semente da papoula. E um opioide de referéncia, no que diz respeito a
potencia analgésica, logo, é capaz de manter a laténcia ao estimulo térmico no teste
da placa quente, e de inibir igualmente as duas fases do teste da formalina
(GOZZANI, 1994).

No Teste da formalina, € possivel analisar o estimulo doloroso em fase
neurogénica e inflamatoéria. A formalina aplicada no inicio do teste induz a liberacao
de mediadores como PGE,, NO, entre outros. A resposta a este estimulo é entdo
observada em duas fases: a primeira fase avalia a nocicepgdo neurogénica, onde a
irritacdo direta sobre os nociceptores resulta na liberacdo de neuropeptideos como

SP e CGRP em terminais periféricos e centrais, enquanto que na segunda fase é
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avaliado o resultado da nocicepcédo inflamatéria, em que a nocicepcdo € mediada
por estimulos periféricos e pela sensibilizacdo da medula espinhal (BAGGIO, 2010).
O pré-tratamento com a P. marginatum, ndo se mostrou eficiente na inibicdo da dor
neurogénica, enquanto que para a nocicepcao inflamatoria o extrato apresentou um
bom efeito dose-resposta.

E imprescindivel mencionar aqui que ao se analisar parametros que se
manifestam de maneira comportamental, é importante investigar a possibilidade de o
extrato testado apresentar efeito sedativo. No teste do campo aberto, a reducdo da
locomogédo € observada através da administracdo de benzodiazepinicos como o
diazepam, que apresenta propriedades miorrelaxantes, ansioliticas e sedativas
(DIAZEPAM, s.d) em comparacdo com o extrato de efeito desconhecido. Tendo em
vista que os animais tratados com as doses de 10, 30 e 100 mg/kg do EHE P.
marginatum nao apresentaram sinais de sedac¢do ou de diminuicdo da capacidade
motora, entende-se que 0s comportamentos analisados nos testes de nocicepcao
(teste de contor¢cdes abdominais, da placa quente e da formalina) foram validados
para estas doses. O mesmo ndo aconteceu para a dose de 300 mg/kg que
demonstrou um aparente efeito antinociceptivo de acdo central e periférica. Os
animais tratados com esta dose exibiram um comportamento semelhante aos
tratados com diazepam, de modo que o efeito antinociceptivo observado pode ter
sido consequéncia de um possivel efeito sedativo e nao por inibicdo dos
mecanismos de estimulacdo dos nociceptores.

Por meio dos testes aplicados nesta experimentacdo nao é possivel
determinar os mecanismos moleculares através dos quais o extrato desempenha
sua acao anti-inflamatdria ou antinociceptiva. Num extrato bruto uma infinidade de
substancias estdo incorporadas e podem agir e interagir de maneiras diversas, de
modo que atribuir a atividade observada por meio dos testes aplicados nesta
pesquisa a uma classe de compostos determinadas de forma qualitativa foi a etapa
inicial na proposicdo desta planta como uma alternativa para a obtencdo de
metabodlitos a serem utilizados pela induUstria farmacéutica. Entretanto, fica
evidenciado que o pré-tratamento com o extrato € capaz de inibir o processo
inflamatorio de modo que o edema e principalmente a migracdo celular sejam
significativamente menos expressivos, da mesma forma que a nocicepcao periférica.
Algumas plantas ja tiveram seus mecanismos de agéo elucidados, a P. marginatum

revela aqui um potencial fitoterapico a ser explorado em testes mais especificos.
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A proposta de prosseguir na pesquisa das propriedades do extrato da
Pseudobombax marginatum é de fundamental importancia para elucidacado de seu
potencial terapéutico, € de grande relevancia, tanto para a proposta de um potencial
uso farmacéutico, onde se busca medicamentos eficazes, seguros, reprodutiveis e
estaveis; quanto para as popula¢gbes que, eventualmente, ja fazem uso medicinal

desta planta.
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6 CONCLUSOES

Os resultados obtidos com a pesquisa nos permitem demonstrar que o extrato
obtido da entrecasca de Pseudobombax marginatum, por meio de extracao
hidroalcodlica, apresenta em sua constituicdo taninos, flavonois, flavanonas,
flavanonois e/ou xantonas além de esteroides livres.

Através da avaliacao anti-inflamatoria percebeu-se que o EHE P. marginatum
na dose de 100 mg/kg foi capaz de inibir de forma eficiente, em 48%, a formacéo do
edema induzido por carragenina 1% nas patas dos animais. Nos tecido onde houve
estimulo inflamatdrio, a atividade da enzima MPO também foi reduzida pelas doses
de 100 e 300 mg/kg, a um valor de 21,74+5,62 e 20,5+8,3 UMPO/mg de tecido,
respectivamente. As mesmas doses do extrato também inibiram a migracdo de
leucécitos para a cavidade peritoneal, numa porcentagem de 48 e 56%,
respectivamente, exercida principalmente sobre as células polimorfonucleares.

Quanto a avaliacdo nociceptiva, observou-se que o EHE P. marginatum,
apresentou um efeito dose-resposta na reducdo das contorcbes abdominais
induzidas por &cido acético 0,8%, sendo que a dose de 100 mg/kg apresentou uma
inibicdo de 78% no numero das mesmas. As doses de 30 e 100 mg/kg foram
capazes de inibir o comportamento de lambedura dos animais na segunda fase do
teste de formalina, no entanto, o extrato néo inibiu a nocicepcao de estimulo central
observada pela exposicdo a temperatura de 55+0,5°C (teste de placa quente). A
dose de 300 mg/kg EHE P. marginatum influenciou o padrdo de locomocédo dos
animais no campo aberto, sendo desta forma desconsiderada para os teste de
nocicepcao.

Assim, podemos concluir que o EHE P. marginatum, apresenta atividade
biologica anti-inflamatoria e também analgésica periférica, sendo a dose de 100
mg/kg a que apresentou melhor desempenho nos testes. Da mesma forma, o uso de
agua/cha da entrecasca de Pseudobombax marginatum pode apresentar eficacia no
tratamento da inflamacdo. Contudo, ainda sdo necessarias maiores investigacdes

para se elucidar os mecanismos e mediadores envolvidos nesta resposta.
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