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RESUMO

Leonotis nepetifolia (L). R. BR. (Lamiaceae), conhecida popularmente como cordao
de S&o Francisco é uma espécie de origem africana com distribuicdo pancontinental
sendo encontrada no bioma Caatinga. Essa espécie tem sido bastante utilizada
como planta medicinal. Estudos tém reportado diferentes atividades bioldgicas,
dentre elas, antifingica, antibacteriana, antitumoral, antioxidante, antinociceptiva e
anti-inflamatoéria. Nessa perspectiva, esse trabalho teve como objetivo, avaliar o
potencial toxicoldgico, antinociceptivo e anti-inflamatério do extrato etandlico bruto
de Leonotis nepetifolia (EEB-Ln). O material botanico (folhas) foi processado e o p6
foi submetido ao processo de maceracdo exaustiva com etanol obtendo o EEB-Ln.
Para determinar o perfil fitoquimico de EEB-Ln foi realizada a cromatografia em
camada delgada (CCD) e cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a detector
de arranjo de diodos (CLAE-DAD). Para verificar o potencial toxicoldgico realizou-se
o teste de toxicidade aguda via oral com 2 g/kg de EEB-Ln. Para verificar o efeito
antinociceptivo de EEB-Ln (100, 200 e 400 mg/kg,v.0) foram utilizados os testes de
contor¢cbes abdominais induzidas por acido acético, teste da formalina e placa
guente. A avaliacdo das possiveis vias do bloqueio da nocicepcdo do extrato foi
determinada pela utilizacdo de antagonistas especificos para as vias opioide,
serotoninérgica 5HTs, Oxido nitrico, colinérgica e canais para potassio sensiveis ao
ATP. O teste do rota rod foi utilizado para avaliar a coordenacdo motora do animais
tratados com o EEB-Ln. Para verificar atividade anti-inflamatéria de EEB-Ln (100,
200 e 400 mg/kg,v.0), foram utilizados os testes de edema de pata induzido por
carragenina e por histamina. A triagem fitoquimica preliminar indicou a presenca de
varias classes de metabdlitos secundarios, dentre eles os flavonoides, os quais
foram detectados por CLAE DAD. No teste de toxicidade aguda ndo ocorreu morte
em todo o periodo de avaliacdo dos animais, indicando um bom perfil de seguranca
de EEB-Ln. A avaliacdo dos modelos farmacologicos de nocicepcao indicou efeito
antinociceptivo de EEB-Ln, por mecanismos de vias centrais e periféricas. O
mecanismo de acdo de EEB-Ln no efeito antinociceptivo envolve as vias opioide,
oxido nitrico, serotoninérgica e canais para potassio sensiveis ao ATP. O teste de
coordenacao motora (rota rod) ndo houve alteracdo da permanéncia dos animais na
barra giratéria em todos os tempos avaliados. A avaliacdo do efeito anti-inflamatorio
demonstrou que EEB-Ln apresenta reducdo do edema de pata induzido por
carragenina e por histamina, evidenciando um potencial efeito antiedematogénico.
Sendo assim, esse estudo demonstrou que EEB-Ln possui atividade antinociceptiva
e anti-inflamatéria, além de baixa toxicidade, o que contribui para o uso popular da
espécie.

Palavra-chave: Nocicepcdo. Inflamacédo. Toxicologia. Leonotis nepetifolia.
Lamiaceae. Planta medicinal.



ABSTRACT

Leonotis nepetifolia (L). R. BR. (Lamiaceae), popularly known as the San Francisco
cord is a species of African origin with pancontinental distribution being found in the
Caatinga biome. This species has been widely used as a medicinal plant. Studies
have reported different biological activities, among them, antifungal, antibacterial,
antitumor, antioxidant, antinociceptive and anti-inflammatory. In this perspective, this
work aimed to evaluate the toxicological, antinociceptive and anti-inflammatory
potential of the crude ethanolic extract (EEB-Ln) of Leonotis nepetifolia. The botanical
material (leaves) was processed and the powder was subjected to the exhaustive
maceration with ethanol obtaining the EEB-Ln. To determine the phytochemical
profile of EEB-Ln, thin layer chromatography (CCD) and high-performance liquid
chromatography coupled to a diode array detector (CLAE-DAD) were performed. To
verify the toxicological potential the acute oral toxicity test was carried out with 2 g/kg
EEB-Ln. To assess the antinociceptive effect of EEB-Ln (100, 200 and 400 mg/ kg,
v.0), the abdominal writhing tests induced by acetic acid, formalin test and hot plate
were used. The evaluation of the possible pathways of the nociception blockade of
the extract was determined by the use of antagonists specific for the opioid,
serotonergic 5HTs3, nitric oxide, cholinergic and potassium channels sensitive to ATP.
The test of the rota-rod was used to evaluate the motor coordination of the animals
treated with EEB-Ln. To assess the anti-inflammatory activity of EEB-Ln (100, 200
and 400 mg/kg, v.0), carrageenan and histamine-induced paw edema tests were
used. Preliminary phytochemical screening indicated the presence of several classes
of secondary metabolites, among them flavonoids, which were detected by HPLC
DAD. In the acute toxicity test there was no death throughout the evaluation period of
the animals, indicating a fin EEB-Ln safety profile.The evaluation of pharmacological
models of nociception indicated the antinociceptive effect of EEB-Ln, by central and
peripheral pathway mechanisms. The mechanism of action of EEB-Ln in the
antinociceptive effect involves the opioid, nitric oxide, serotonergic and potassium
channels sensitive to ATP. The motor coordination test (rota-rod) did not change the
permanence of the animals in the rotating bar at all evaluated times. The evaluation
of the anti-inflammatory effect showed that EEB-Ln presents reduction of paw edema
induced by carrageenan and histamine, evidencing a potential anti-edema-like effect.
Thus, this study demonstrated that EEB-Ln has antinociceptive and anti-inflammatory
activity, in addition to low toxicity, which contributes to the popular use of the species.

Keywords: Nocicepgéo. Inflamacgéo. Toxicologia. Leonotis nepetifolia. Lamiaceae.
medicinal plant.
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1 INTRODUCAO

A dor é caracterizada como sendo um grave problema de saude publica que
afeta milhdes de pessoas no mundo. E considerada o principal motivo de busca por
assisténcia médica pela populacédo (FORNI et al., 2012). A Sociedade Brasileira para
o Estudo da Dor (SBED) aponta que 30% da populacao é afetada por algum tipo de
dor, levando ao sofrimento emocional e a incapacitacdo para o trabalho (SEBED,
2009).

A dor envolve um componente emocional e sensorial desagradavel
desencadeada por uma leséo real ou potencial aos tecidos (MCDOUGALL, 2011).
Apesar de a sensacao dolorosa ser considerada como algo negativo para o ser
humano, a dor possui papel fisiologico importante, servindo como sinal de alerta
para evitar danos ao organismo, no entanto a sua persisténcia pode provocar
reacoes negativas e sofrimentos necessitando, o uso de farmacos para o tratamento
(ALMEIDA et al., 2004).

A inflamacdo é uma resposta fisiolégica desencadeada com a finalidade de
combater agressdes teciduais, invasdes de microrganismos ou agentes nocivos,
seja ela de natureza infecciosa ou néo, potencializando o reparo ao dano tecidual,

sendo fundamental para o equilibrio homeostatico (ASHLEY et al., 2012).

A partir de produtos naturais a industria farmacéutica tem produzido novas
formulacbes para o tratamento de varias doencas. Os extratos de vegetais sdo a
base para obtencdo de farmacos ou fitoterdpicos disponiveis no mercado, pois
apresentam uma diversidade de compostos quimicos, como exemplo: os alcaloides,
flavonoides, terpenoides e esteroides. Muitas vezes o0s extratos exibem atividade
biolégica maior ou diferente de seus componentes isolados (VILLAS-BOAS;
GADELHA, 2007). Aléem disso, sabe-se que as plantas medicinais sdo amplamente
utilizadas por varios grupos étnicos e comunidades tradicionais como a principal ou

a Unica fonte de recursos terapéuticos (MACIEL et al., 2002).

Esses povos detéem um conhecimento milenar sobre as propriedades
biolégicas dos produtos naturais, tendo papel fundamental na manutencdo e
transmissao para as futuras geracoes (PHILLIPSON, 2001). Nesse contexto estudos

in vivo de atividades farmacolégicas de plantas medicinais baseados na
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etnobotanica, surgem como uma alternativa promissora na busca de novos

fitoterapicos para o tratamento da dor e de processos inflamatérios.

Varias espécies da familia Lamiaceae sdo amplamente distribuidas no Brasil,
dentre elas Leonotis nepetifolia (L). R. BR, conhecida popularmente como cordéo de
frade ou corddo de S&o Francisco. Essa espécie possui origem africana, porém, &
encontrada no bioma Caatinga bem adaptada as condi¢des climaticas da regido
(OLIVEIRA et al., 2015).

s

Leonotis nepetifolia € bastante utilizada em varios paises para fins
terapéuticos, apresentando propriedades farmacoldgicas interessantes, surgindo
como uma espécie promissora na investigacdo das suas propriedades medicinais
para a busca de novos farmacos e fitoterapicos quem minimize ou ndo provoquem
efeitos colaterais ao organismo (MAREGESI et al., 2007). Os estudos fitoquimicos
realizados com Leonotis nepetifolia demonstram uma diversidade de substancias
presentes nos extratos do vegetal, sendo eles: terpenoides, flavonoides, alcaloides,
fitoesterdis, e saponinas (TRIVEDI et al.,, 2011). A presenca desses metabdlitos
secundarios serve como um indicativo de um possivel efeito antinociceptivo e anti-

inflamatério dessa espécie.

Um estudo preliminar com o extrato etandlico e aquoso de Leonotis nepetifolia
demonstrou uma atividade antinociceptiva (250 mg/kg, v.0), apresentando um
decréscimo no numero de contor¢Bes abdominais (MAKAMBILA-KOUBEMBA et al.,
2011). Porém, ainda ndo existe um estudo que apresente de forma mais
aprofundada a investigacdo do feito antinociceptivo e anti-inflamatério do extrato
etandlico bruto de Leonotis nepetifolia em diferentes modelos farmacoldgicos e as
possiveis vias de atuacdo. Sabendo da importancia do uso dessa espécie na
medicina popular e de seu potencial efeito, foi realizado a avaliagdo do perfil
toxicoloégico do extrato de Leonotis nepetifolia, além da investigacdo do efeito
antinociceptivo e anti-inflamatério do extrato etandlico bruto das folhas de L.
nepetifolia em camundongos em diferentes modelos farmacologicos, além da

investigagdo dos possiveis mecanismos de agéo.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a toxicidade e o efeito antinociceptivo e anti-inflamatério do extrato

etandlico bruto de Leonotis nepetifolia em modelos experimentais em camundongos.

2.2 Objetivos especificos

v Identificar as principais classes de constituintes quimicos presentes no extrato
etandlico bruto de Leonotis nepetifolia.

v" Verificar o perfil de seguranga do extrato etandlico bruto por meio do teste de
toxicidade aguda de dose Unica.

v' Avaliar a atividade antinocicepitiva e anti-inflamatéria do extrato etandlico
bruto de Leonotis nepetifolia.

v Investigar os possiveis mecanismos de acdo do efeito farmacolégico do
extrato etandlico bruto de Leonotis nepetifolia.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Plantas medicinais

A diversidade e abundancia das espécies de vegetais vém conferindo ao
longo de muitos anos a utilizacdo de plantas medicinais com fins terapéuticos,
possibilitando a cura e o tratamento de vérias enfermidades. As comunidades
tradicionais, por serem as principais utilizadoras de plantas medicinais, adquiriram
uma gama de conhecimentos ao longo dos anos sobre suas propriedades
farmacolégicas, tendo papel fundamental na manutencdo desses conhecimentos

transmitindo para as geragdes seguintes (PHILLIPSON, 2001).

As plantas medicinais sdo amplamente utilizadas por diversas comunidades,
participando efetivamente no tratamento de varias doencas. Cerca de 80% da
populacdo mundial faz uso da medicina popular, principalmente os paises em
desenvolvimento (MACIEL et al., 2002; GURIB-FAKIM, 2006).

O Brasil é detentor de uma grande biodiversidade de espécies de vegetais
concentrando em torno de 13% de toda riqueza mundial, com uma estimativa entre
cerca de 170 a 210 mil espécies (LEWINSOHN e PRADO, 2005). De acordo com a
convencao da diversidade biolégica (CDB), o pais € o0 maior em numero de espécies
endémicas no mundo, porém, pouco ainda se conhece da nossa biota (BARREIRO
e BOLZANI., 2009).

O conceito de biodiversidade engloba um conjunto de organismos
procariontes e eucariontes presentes nos ecossistemas, bactérias, fungos, algas,
animais e plantas, ou seja, a rigueza de espécies existente em uma determinada
regido. Dentre esses organismos 0S vegetais aparecem como um dos grupos mais
estudados no Brasil, com ocorréncia de 34. 916 espécies, sendo a maior parte
endémica do pais (SIMOES et al., 2017). Nesse cenario o Brasil aponta como
promissor na busca de novos compostos com atividade farmacologica a partir dos

recursos naturais.

A natureza vem proporcionando uma quantidade expressiva de substancias
bioativas, servindo de base para a producao de diversas formulagdes terapéuticas. A
prova disso é que um ter¢co dos medicamentos vendidos e prescritos no mundo é

produzido a partir de produtos naturais. Um levantamento revelou que, dentre os
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farmacos aprovados entre os anos de 1981 e 2014, 65 % deles eram derivados de
produtos naturais ou sao produtos naturais (NEW-MAN e CRAGG et al., 2014).

A partir de produtos naturais diversos novos farmacos vém sendo produzidos.
Varios farmacos conhecidos na industria farmacéutica sdo resultado de sinteses
direcionadas, reproduzindo a acao biolégica das moléculas obtidas da natureza. O
ponto de partida para obtengcdo de compostos sintéticos sdo os extratos vegetais 0s
quais exibem uma atividade bioldgica maior ou diferente de seus componentes
isolados. Esses extratos possuem uma diversidade de compostos (alcaloides,
flavonoides, terpenoides, esteroides dentre outros) apresentando uma gama de
propriedades biolégica (VILLAS-BOAS; GADELHA, 2007).

Dentre os farmacos obtidos a partir dos vegetais podemos destacar a morfina,
um analgésico de acdo no sistema nervosos central, obtido a partir da espécie
Papaver somniferum. A quinina, um componente obtido da casca da espécie
Cinchona officinalis, foi um composto protétipo na descoberta de derivados
antimalaricos, como a cloroquina e mefloquina (BARREIRO e FRAGA, 2014,
(SIMOES; PETROVICK, 2010)).

3.2 Familia Lamiaceae

Lamiaceae ou Labiatae é uma familia botanica encontrada em todo o mundo,
apresentando cerca de 230 géneros e 6900 espécies. Essa familia era classificada
como Labiatae devido a caracteristica morfolégica das flores. Apesar dessa
denominacédo ainda ser aceitavel, a maioria dos taxonomistas faz uso frequente da

nomenclatura Lamiaceae como classificacdo atual da familia (LEE et al., 2011).

A familia Lamiaceae encontra-se distribuida em cinco regiées do Brasil: Norte,
Nordeste, Centro-Oeste, Sudeste e Sul, e em seis dominios fitogeograficos,
Amazonia, Caatinga, Cerrado, Mata Atlantica, Pampa e Pantanal. Atualmente s&o
encontrados 46 géneros, 524 espécies, 8 subespécie e 18 variedades dessa familia
no Brasil (FLORA DO BRASIL, 2017).
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Estudos de etnofarmacologia apresentam-se como um passo importante na
investigacdo do wuso tradicional dos vegetais, possibilitando um melhor
direcionamento das possiveis atividades farmacoldgicas em pesquisas de
laboratorios. Espécies da familia Lamiaceae sdo amplamente utilizadas pela
populacao, reportando varios efeitos, com preparacdo das folhas e caule na forma

de decoccdo, infusdo e maceracao (WALLER et al., 2017).

Um levantamento do uso tradicional da familia Lamiaceae realizado por
Sadeghi et al. (2017) relatou varios estudos etnofarmacologicos, apontando as
diversas propriedades e 0 uso de espécies dessa familia no tratamento de diabetes
mellitus, inflamacdo, doencas respiratérias, célculos renais, antibacteriana,
hipertenséo, cancer, entre outras. As formas de preparacdo para o uso sao diversas,
tais como, decoccéo, infusdo, cataplasma e entre outras, sendo que os modelos de
preparacdo predominante para o uso sao a decocc¢éo e a infusdo (SADEGHI et al.,
2017). A variedade de constituintes quimicos produzida pelo metabolismo
secundario das diferentes espécies de plantas da familia Lamiaceae vem fornecendo
alternativas terapéuticas para as comunidades, despertando o interesse da
comunidade cientifica em investigar tais propriedades e identificar os compostos

nelas presentes.

Nessa perspectiva, em estudos realizados foram identificadas diferentes
classes de metabdlitos secundarios nas espécies da familia Lamiaceae, dentre eles:
saponinas, flavonoides, esteroides, derivados de acido cindmico, alcaloides,
cumarinas, quinonas e fendis, justificando a diversidade de efeitos farmacolégicos
descritos pela populacdo (HAIDA et al.,, 2007; LEE et al., 2011; TRIVEDI et al.,
2011).

Algumas atividades biolégicas desses compostos também ja foram
investigadas por diversos grupos de pesquisa em diferentes paises, reportando o
efeito dos constituintes quimicos em um complexo (extratos e Oleos essenciais) e
das substancias isoladas, sendo elas: atividade antiviral, antioxidante, antifingica,
anti-inflamatodria, analgésica, antibacteriana, entre outras (DORMAN et al., 2004,
SIMOES et al., 2017., WALLER et al., 2017). A presenca de compostos aromaticos é
uma das caracteristicas marcantes da familia Lamiaceae, produzindo Oleos
essenciais volateis em suas folhas com diferentes constituicoes quimicas (ALONSO-
FERNANDEZ; DIAZ-RIVERA., 2006).
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3.3 Aspectos gerais sobre o género Leonotis

O género Leonotis pertence a familia Lamiaceae e atualmente sdo descritos
nove espécies desse género, dentre elas oito sdo endémicas da Africa (Leonotis
leonurus, Leonotis mirycifolia, Leonotis decadonta, Leonotis goetzei, Leonotis
ocymifolia, Leonotis pole evanssii, Leonotis myrothamnifolia e Leonotis grandis) e
apenas a espécie Leonotis nepetifolia possui distribuicdo pancontinental
(IWARSSON; HARVEY, 2003).

A identificacdo do género Leonotis € bem marcante devido as caracteristicas
especificas presentes em suas espécies como a coloracao das flores laranja, o tipo
de caule o florescimento e verticilos. As caracteristicas morfolégicas levadas em
consideracao para a classificacdo das espécies desse género sao: folhas pecioladas
ou sésseis, inflorescéncia composta de 1 a 5 verticilos por broto, corola tubular, 2
labios, caule quadrangular podendo ser cilindrico na base e porte arbusto com
tamanho de até 8 metros (IWARSSON; HARVEY,2003).

Diversos estudos farmacologicos com extratos e Oleos essenciais tem
demonstrado o efeito bioldégico das espécies do género Leonotis. A partir do 6leo
essencial obtido das flores e folhas das espécies Leonotis leonurus e Leonotis
ocymifolia foi demonstrada a inibicdo do crescimento de bactérias Gram-positivas
(Bacillus subtilis, Bacillus cereus, Micrococcus Kkiristinae, Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis) e Gram-negativas (Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Shigella sonnei) (OYEDEJI et al., 2005). O extrato aquoso obtido de
Leonotis leonurus apresentou atividade anticonvulsivante, anti-inflamatoria,
antinociceptiva e antidiabética (BIENVENU et al., 2002; OJEWOLE et al.,2005). O
extrato aquoso de L. ocymifolia exibiu atividade anti-helmintica (EGUALE et al.,
2011).

3.4 Aspectos sobre a espécie Leonotis nepetifolia (L) R. BR

A espécie Leonotis nepetifolia (L). R. BR é a Unica das espécies do género

Leonotis que se encontra em distribuicdo geografica pancontinental (Figura 1). Essa
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espécie é de origem africana, podendo ser encontrada em regiées do sul da india e

em regides tropicais da América (Figura 2), (OLIVEIRA et al., 2015).

No Brasil a espécie Leonotis nepetifolia € conhecida pela populacdo como
corddo de frade ou corddo de Sédo Francisco (OLIVEIRA et al., 2015). De acordo
com estudos de Harley et al. (2015), a ocorréncia dessa espécie no Brasil € em
todas as regides (Norte, Nordeste, Centro-Oeste, Sudeste e Sul) e em cinco
dominios geograficos (Caatinga, Amazobnia, Cerrado, Mata Atlantica e Pantanal) com

adaptacao em diferentes condi¢cdes climaticas.

Figura 1- Espécie Leonotis Nepetifolia.

Fonte: http://www.discoverlife.org.

Leonotis nepetifolia (L) R. BR ocupa espaco em outros paises além de seu
continente de origem como uma planta ornamental e medicinal. As exigéncias
minimas de recursos naturais para sobrevivéncia, tais como, poucos nutrientes,
crescimento em solos arenosos, rochosos, argilosos e em acostamentos e rodovias

permitiram a sua introducao em varias partes do mundo (CRUZ et al., 2011).
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Diversos paises tém reportado o uso medicinal e os efeitos terapéuticos com
0s extratos de diferentes partes da espécie Leonotis nepetifolia. Esse conhecimento
produzido coloca a espécie em destaque como promissora na busca de moléculas
bioativas e na producdo de novos fitoterapicos e farmacos. Para uso popular as
partes da planta sdo preparadas de diferentes formas, infusdo, decoccdo e
maceracao (MAREGESI et al., 2007).

Figura 2- Mapa global de distribuicdo geogréfica de Leonotis nepetifolia.

Fonte: www.discoverylife.org.

Pesquisadores da india investigaram o efeito biologico dos diferentes extratos
das folhas, caule e flores e o 6leo essencial da espécie Leonotis nepetifolia,
demonstrando a existéncia de forte atividade contra as seguintes bactérias:
Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis, Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli
e Staphylococcus aureus, além da atividade antioxidante, larvicida e pesticida
(PRAKASH et al.,, 2012; UDAYA et al.,, 2013), atividade antioxidante e eficiéncia
contra células cancerigenas. O Oleo essencial de Leonotis nepetifolia também
apresentou inibicdo de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, além de possuir
atividade antifingica (VEERABADRAN et al., 2013; GOPAL et al., 1994).

Na Africa Leonotis nepetifolia é bastante utilizada por comunidades
tradicionais como uma planta medicinal. As tribos de indios fazem o uso das folhas
em cigarros em seus rituais religiosos devido as propriedades alucinégenas (LI et al.,
2012).
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A partir de estudos conduzidos com a espécie na Africa foram apresentadas
as seguintes atividades biolégicas: Segundo Lacroix et al. (2011) o extrato das
fases acetato de etila e metandlica das folhas de L. nepetifolia possuem atividade
antiplasmodial contra o parasita Plasmodium falciparum. O extrato etandlico e
aguoso (planta inteira) de Leonotis nepetifolia foram testados em camundongos
demonstrando, atividade antinociceptiva na dose Unica de 250 mg/kg, apresentando
um decréscimo no numero de contor¢des abdominais induzidas por acido acético
0,6% (MAKAMBILA-KOUBEMBA et al., 2011). Atividade anti-convulsante,
antibacteriana e antifungica também foram relatadas (AYANWUYI et al., 2009;
MAREGESI et al., 2008).

Estudos conduzidos no Brasil com a espécie Leonotis nepetifolia
apresentaram atividades antibacteriana, anticancer e antioxidante (DAVID et al.,
2007; OLIVEIRA et al., 2015; SOBOLEWSKA et al., 2012). Além dos estudos das
atividades farmacoldgicas com o extrato e o 6leo essencial de Leonotis nepetifolia,
estudos de fitoquimica com a espécie descreveram a presenca de Varios
constituintes quimicos, sendo eles: terpenoides, flavonoides, alcaloides, fitoesterodis
e saponinas (TRIVEDI et al., 2011, TAKEDA et al.,1999).

3.5 Aspectos gerais sobre dor

3.5.1 Dor e nocicepcgéo

A dor é caracterizada muitas vezes como um estimulo negativo para o ser
humano, porém para nosso corpo a sensacdo dolorosa provocada por agentes
lesivos possui papel fisiolégico importante, servindo como um sinal de alerta,
desencadeando respostas de defesa a fim de evitar possiveis danos ao organismo
(ALMEIDA et al., 2004).

Grande parcela da populacdo é acometida por algum tipo de dor,
influenciando na qualidade de vida das pessoas. Dados da Sociedade Brasileira
para o Estudo da Dor (SBED) apontam que a dor € uma das principais causas de
incapacitagdo para o trabalho causando sofrimento, afetando tanto o emocional

guanto as condi¢des financeiras. Pelo menos 30% da populagdo sofrem com algum
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tipo de dor em algum momento da vida, sendo que 10 a 40% dos individuos a dor

ultrapassa o periodo de um dia, causando assim um mal estar (SEBED, 2009).

A dor é considerada o principal motivo de procura da populacdo por
assisténcia a saude. As estimativas indicam que no Brasil 50 milhdes de pessoas
sofrem com algum tipo de dor, sendo considerada como um grave problema de
saude publica (FORNI et al., 2012).

A Associacao Internacional para o Estudo da Dor (IASP) conceitua a dor
como sendo uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel que esta
relacionada a lesdo tecidual real ou potencial, ou descrita em funcdo dessa lesédo
(MCDOUGALL, 2011). Ao contrario da dor que envolve os aspectos emocionais, a
nocicepcao esta relacionada ao processo fisiolégico da percepc¢éo da dor, referindo-
se a ativacao de receptores sensoriais (nociceptores) especializados na transducao
de estimulos que chegam até o sistema nervoso central, fornecendo informacgées

sobre a possivel lesdo do tecido (FEIN, 2011).

Devido a dor envolver um componente emocional relacionado com o0s
quadros dolorosos, além do sensorial, geralmente o termo dor é utilizado

exclusivamente para os seres humanos (COUTAUX et al., 2005).

Como os animais ndo conseguem expressar a dor de forma verbal os
componente subjetivos da dor, o termo adequado para avaliacdo da dor em outros
animais é a nocicepcao e antinocicepcdo e em seres humanos é adotado dor e
analgesia (JONES, 1996; LOESER e TREEDE, 2008).

A dor pode ser classificada quanto a sua origem, do ponto de vista fisioldgico,
como sendo nociceptiva, neuropatica, neurogénica, inflamatéria e psicogénica. A dor
nociceptiva esta relacionada a lesdo dos nociceptores, alterando sua estrutura
anatomo-funcional, liberando varios mediadores quimicos nos tecidos. A dor
neuropatica resulta da disfuncdo de um nervo psicogénico, atribuido a fatores
psicoldgicos. A dor neurogénica ocorre por um dano direto nas inervacdes. Ja a dor
inflamatdria esta relacionada a ativacdo da cascata de citocinas através da
sensibilizacdo de neurdnios. Ja a dor psicogénica esta associada a fatores

psicolégicos (MILLAN, 2002).
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A dor ainda pode ser classificada como aguda e crbnica de acordo com
tempo de duracdo. A aguda € um tipo de dor que apos a ativacdo local dos
nociceptores, gerada por um estimulo lesivo do tecido, apresenta um curto tempo de
duracédo, desaparecendo antes da restauracao do tecido lesado (MILLAN, 2002). A
dor crbnica persiste por um periodo prolongado de tempo e esta relacionada com
processos lesivos do sistema nervoso central (SNC) ou periférico (ALMEIDA et al.,
2004).

3.5.2 Nociceptores

O termo nociceptor significa um receptor para estimulos nociceptivos, sendo
descrito como terminacdes livres de neurdnios aferentes primarios (KLAUMANN et
al., 2008). Os nociceptores sdo encontrados dispersos por todo o corpo, inervando
orgdos internos, a pele, musculos e articulagdes (Figura 3), (JULIUS; BASBAUM,
2001). Possui como funcéo basica enviar o fluxo de informag¢des aos neurdnios de
ordem superior sobre a leséo tecidual ocasionada por estimulos nocivos que podem
ser estimulos quimicos, térmicos e mecanicos, podendo provocar lesdo ao tecido

resultando em uma sensacao de dor.

Sabendo que diferentes estimulos dos nociceptores resultam na sensacao de
dor, algumas possibilidades sdo descritas para explicar como isso € possivel. Uma
delas € que existem varios tipos de nociceptores, e cada um deles possui
sensibilidade a um estimulo especifico, outro defende que 0s nociceptores

individuais sdo sensiveis a todos os estimulos diferentes (FEIN, 2011).

Os nociceptores sédo classificados segundo o tipo de estimulo que é possivel
detectar, estando classificados em quatro classes: térmicos, mecéanicos, polimodais
e silenciosos. Os nociceptores térmicos respondem as temperaturas extremas,
quentes (> 45 °C) ou frias (< 5 °C). Os mecanicos respondem a presséao intensa. Os
nociceptores polimodais respondem aos diversos estimulos nocivos, quimicos,
térmicos e mecanicos. JA 0s nociceptores silenciosos séo ativados por estimulos
quimicos e mediadores inflamatérios e ap0s sua ativacdo respondem a estimulos

térmicos e mecanicos (FEIN, 2011).
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Figura 0-1- Esquema de um nociceptor.
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Fonte: FEIN (2011).

3.5.3 Vias nociceptivas

O processo de percepcdo da dor esta relacionado com a ativacdo de
nociceptores envolvendo uma cascata de eventos fisioldégicos, 0s quais iniciam na
periferia e sdo transmitidos ao longo das vias sensoriais (BASBAUM; JESSEL,
2000). A partir do reconhecimento dos estimulos nocivos por receptores especificos,

esse sinal é convertido em um potencial de acdo, e encaminhado para ser

interpretado no sistema nervoso central (MILLAN, 1999).

Os eventos que levam a ativacdo de uma cascata de eventos até a integracéo
dos sinais da dor envolvem diferentes areas, sendo elas: noiciceptores periféricos,
vias acendestes da medula espinhal, projecdes corticais e integracdo no cérebro
localizado principalmente no talamo (Figura 4) (CALVINO; GRILO, 2006).
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Figura 4- Vias de transmisséo da dor.
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Fonte: Adaptado de GOLAN et al. (2009).

A velocidade de conducdo do estimulo nociceptivo esta relacionada com o
tipo de fibras do nociceptor, podendo ser mielinizadas (fiboras do tipo A) ou
amielinizadas (fibras do tipo C). As fibras podem ser classificadas em trés tipos, de
acordo com o diametro, velocidade de conducgéo e estrutura, sendo elas: fibras do
tipo C, fibras A-B e fibras A-6 (Tabela 1) (RANG et al., 2012)).

As fibras mielinizadas do tipo AB possuem maior diametro (10 um), a
presenca de mielina aumenta a velocidade de conducéo dos impulsos nervosos (30-
100 m/s), porém, a maioria dos nociceptores € do tipo C ndo mielinizada, as quais
séo fibras de pequeno (0,4-1,2 um) e médio diametro (2-6 um). Ja as fibras pouco
mielinizadas sé&o do tipo Ad (JULIUS; BASBAUM, 2001). Essas fibras conduzem a
dor em uma série de eventos neurofisiologicos. As fibras nociceptivas sensoriais
primarias realizam conexdes com neurdnios secundarios do corno dorsal da medula

espinhal, posteriormente os neurbnios do corno dorsal fazem a transmissdo dos



estimulos nociceptivos levando a informacao até o encéfalo, os neurdnios terciarios

encaminham a informacéo até o cortex cerebral (ALMEIDA et al., 2004).

Tabela 1- Os tipos de fibras responsaveis pela conducao de estimulos nociceptivos.

Tipos de fibras Aa e AR Adlell C
w | o
Mielinizagao Muita Pouca Ausente
Diametro (pm) 10 2-6 0.4-1.2
Velocidade de 30 -100 1,2-30 05-2
condugao (m/s)
Temperatura N&o reconhece Tipo | = 53°C > 43°C
Tipe Il > 43°C
Tipo de sinal Propriocepcio Térmico, mecanico e Térmico, mecanico e
Toque leve quimico quimico

Fonte: adaptado de JULIUS; BASBAUM, (2001).

Os nociceptores sdo ativados logo apds uma lesdo tecidual liberando varios
mediadores quimicos tais como: glutamato, bradicinina, prostaglandinas, substancia
P, histamina, serotonina, interleucina-1f (IL- B), interleucina-18 (IL-18), peptideo
relacionado ao gene de calcitonina (CGRP) e citoninas como o fator de necrose
tumoral-a (TNFa) (GILCHRIST; ALLARD; SIMONE, 1996).

S&o conhecidas cinco vias ascendentes no processo de transmissdo da
informacgao nociceptiva da medula espinhal para o tdlamo e o cortex, sendo elas: os
tratos espinotalamico, espinoreticular, espinomesencefalico, cervicotalamico e
espinohipotalamico (PINTO, 2000). Todas essas conexdes participam nas respostas

neuroendocrinas e autondmicas induzidas pela dor.

O trato espinotalamico origina-se nos neurdnios de segunda ordem das
laminas | e V, sendo dividido em trato paleoespinotalamico medial, o qual conduz a

dor lenta, efetuando sinapses com estruturas bulbares e mesencefalicas antes de
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alcancar a estrutura talamica, projetando-se para o cortex e insula e o trato
neoespinotalamico lateral, que conduz as informacdes nociceptivas em alta
velocidade. O trato espinoreticular sdo axénios de neurdnios das laminas VIl e VIII,
terminando na formacdo reticular, ascendendo até o talamo. Trato
espinomesencefalico compreende axénio de neurdnios de projecdes das laminas | e
IV projetando-se até a formacédo reticular mesencefalica e a substancia cinzenta
periaquedutal. Trato espino-hipotalamico é formado por axdnios provenientes das
laminas | e V (LAMONT, TRANQUILLI, 2000; PISERA, 2005).

3.5.4 Mecanismo da dor central e periférica: inflamatoria

O processo de sensibilizacdo central esta relacionado com alteracbes de
impulsos periféricos aumentando ou reduzindo o limiar desses impulsos. Uma
sequencia de impulsos em fibras do tipo C aumentam o0s sinais em neurdnios
espinhais carreando a mensagem até o encéfalo. Apds lesdes do tecido periférico
varias substancias sao liberadas (neurotransmissores) como: substancia P,
somatotastina, peptideo relacionado ao gene da calcitonina, neurocinina-A,
glutamato e aspartato. Todas elas estéo relacionadas com a ativacao de potenciais
pés-sinapticos excitatorios e dos receptores N-metil-D-aspartato (NMDA) (ROCHA et
al., 2007). Essas substancias podem ativar as terminacfes nervosas livres,
resultando na excitacdo, produzindo um potencial de acdo, os quais séo levados

para 0 SNC gerando a intepretacao da dor (NETO et al., 2009).

A dor inflamatéria possui funcédo preventiva, indicando uma lesdo tecidual
promovendo a reducdo da propagacdo do agente etiolégico, evitando lesdes
tissulares futuras (LAPA et al., 2003). De acordo com Neto et al. (2009), a dor
inflamatoria € entendida como o resultado da interacao entre o tecido danificado e os
neurdbnios sensoriais periféricos, com a participagcdo de mediadores inflamatorios,
sendo eles: bradicinina, serotonina, 6xido nitrico (NO) e histamina. Os mediadores
inflamatorios atuam na ativacdo da cascata de segundos mensageiros influenciando
canais ibnicos, enzimas e proteinas de sinalizacdo intracelular nos nociceptores,
aumentando a excitabilidade do neurdnio, diminuindo o limiar de disparo e
aumentando a frequéncia de potenciais de acdo produzidos durante uma
estimulacao supralimiar (BASBAUM; WOOLF, 1999; PASSOS et al., 2007).
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A via de producdo das prostaglandinas e leucotrienos a partir do acido
araquidénico também esta presente logo apds a inducédo do processo inflamatorio.
Além desses, as células do sistema imunolégico (mastocitos, macréfagos, linfécitos
e plaquetas) sao enviadas para o local da inflamacé&o liberando outros mediadores
quimicos, incluindo fatores de crescimento e citocinas como interleucina-1 (IL-1) e
fator de necrose tumoral-a (TNF-a) (KIDD; URBAN, 2001; KLAUMANN et al., 2008).

3.6 Aspectos gerais sobre inflamagéo

A inflamacdo é uma resposta fisiolégica desencadeada com a finalidade de
combater agressdes teciduais, invasdes de microrganismos ou agentes nocivos,
seja ela de natureza infecciosa ou néo, potencializando o reparo ao dano tecidual,

sendo fundamental para o equilibrio homeostatico (ASHLEY et al., 2012)

Essa resposta fisiologica € provocada pelo sistema imunolégico o qual atua
no reconhecimento rapido dos agentes causadores do processo inflamatorio,
eliminando-os através da fagocitose e pela inducdo da cascata de inflamacao
(SKELDON; SALEH, 2011).

Na resposta inflamatoria varios mediadores quimicos sao liberados
sequencialmente, bem como ocorre a migracdo de células de defesa (leucdcitos)
para o local da inflamacdo apdés a ativacdo (HANADA; YOSHIMURA, 2002).
Atualmente sé@o conhecidos quatro sinais cardinais do processo inflamatério sendo
eles (FIGURA 5): rubor, dor, calor e edema a além de um quinto sinal clinico
caracteristico na inflamacdo aguda que na crbnica, que o a perda da funcéo
(COTRAN, 2006).
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Figura 5- Sinais cardinais do processo inflamatorio: calor, rubor, edema, dor e perda
da funcéo.
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Fonte: MACEDO, (2014).

O processo inflamatoério pode ser dividido em duas fases, a aguda e a cronica.
A fase inicial da inflamacédo é considerada como a aguda, possuindo inicio rapido e
um periodo de duragdo curta. E um estagio de inflamacdo que ocorre algumas
reacbes como: alteracdo da microvasculatura, presenca de neutréfilos e de
monaocitos que vao diferenciar em macréfagos, além de fibroblastos que vao tentar
restabelecer a estrutura do tecido lesado (POBER; SESSA, 2007; SHERWOOD;
TOLIVER-KINSKY, 2004).

A inflamacao cronica é de longa duracdo estando relacionada com alteragdes
histologicas com a presenca de linfocitos e macrofagos, proliferacdo de vasos
sanguineos, fibrose e necrose tecidual. Durante o processo inflamatério ocorrem
dois eventos simultaneos: eventos vasculares e celulares (BRASILEIRO-FILHO,
2007, COLLINS, 2000).
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3.6.1 Eventos vasculares e celulares do processo inflamatorio

Logo apods estimulos inflamatérios alguns mediadores sé&o liberados,
desencadeando os eventos vasculares. Esses eventos iniciam-se de imediato e
desenvolvem-se durante as primeiras horas apdés o estimulo inflamatério. Nesse
processo alguns mediadores sdo produzidos no local inflamado, tais como:
peptideos vasoativos, aminas vasoativas, fragmentos de componentes do
complemento, as citocinas, as quimiocinas, enzimas proteoliticas e mediadores
lipidicos (SERHAN, CHIANG, VAN DYKE, 2008). Nesse processo inicial da
inflamacédo ocorrem algumas alteracfes nos vasos sanguineos, visando melhorar o
fluxo de células e proteinas plasmaticas vindo da circulacdo para o local
infeccionado ou lesado (KUMAR et al., 2005).

Depois da lesdo os sinais da inflamacédo sdo rapidamente desenvolvidos,
promovendo a vasodilatacdo e o extravasamento de células. Logo em seguida
acontece a vasoconstricao, iniciada pela liberacdo de catecolaminas e producéao de
prostaglandinas pelas células lesadas. O aumento da permeabilidade vascular
provoca o edema pelo extravasamento dos vasos, liberando proteinas de alto peso

molecular para o intersticio (ALLER et al., 2007).

Os eventos celulares sé@o caracterizados pela saida de células circulantes da
luz do vaso e migracdo de leucécitos para o local da inflamacéo. Os leucocitos
participam efetivamente no processo inflamatério na defesa do organismo,
destruindo agentes patogénicos através da fagocitose, contribuindo para a
restauracdo do tecido lesado (BOYTON; OPENSHAW, 2002). Além dos linfécitos,
outras células como neutroéfilos, monécitos e células “natural killer” migram para o
local inflamado em resposta a presenca de mediadores quimicos (citocinas e
quimiocinas) gerados no local. (NOURSHARGH; MARELLI- BERG, 2005).

Alguns eventos na passagem dos leucécitos dos vasos para o local de
inflamacdo sdo considerados, sendo eles: marginacdo, rolamento, adesao,
diapedese e quimiotaxia. A migracdo dos leucdcitos para o local inflamando esta
relacionada com a interacdo quimica entre moléculas com propriedades adesivas
(proteinas), expressas pela superficie de células endoteliais conhecidas como
moléculas de adesédo (BRASILEIRO — FILHO, 2009).
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As selectinas (E, P e L- selectinas) sdo um grupo de moléculas que possuem
papel importante no processo inflamatorio. Sdo responsaveis pela adesdo de
leucécitos ao endotélio, interagindo com moléculas como aglcares ou
glicoconjugados na cascacata de evetos do processo inflamatério. As P-selectinas
participam apenas do rolamento, as E-selectinas participam tanto do rolamento
guanto na adesao de leucécitos ao endotélio e a L-selectina realiza ligacdo entre
leucécitos (MILES et al., 2008; MITCHELL et al., 2006).

As selectinas interagem com o ligante diminuindo a velocidade dos neutrofilos
permitindo que as proteinas (integrinas) realizem ligacdes firmes das células com o
endotélio. Essas moléculas de adesao indicam as células o local especifico de acdo
podendo ancorar em células ou em tecidos especificos (ROSSITER et al., 1997). As
selectinas apresentam fraca adesédo aos leucécitos seguindo de rolamento e adesao
firme. A adesdo firme ocorre pela ligacdo estavel mediada por imunoglobulinas,
principalmente por moléculas de adeséo de célula endotelial e plaquetas presentes
no endotélio, denominadas de integrinas B-2. Esse fenbmeno € realizado por
integrinas e imunoglobulinas que estdo presentes na superficie dos leucécitos
(WAGNER; ROTH, 2000).

3.6.3 Mediadores inflamatérios

No processo inflamatorio varios mediadores quimicos sdo produzidos pela
ativacdo de uma resposta aos agentes patogénicos ou agressores. Esses
mediadores sao secretados por células ou derivados de proteinas do plasma
podendo alterar o funcionamento de tecidos e 6rgdos. As ceélulas que produzem
essas substancias quimicas sdo: leucdcitos especializados (macréfagos e

mastoécitos), ou células presentes no tecido lesado (MEDZHITOV, 2008).

Os mediadores quimicos envolvidos nesse processo podem ser de origem
tissular ou de origem plasmatica. Os de origem tissular sdo 0s eicosanoides,
citocinas, 6xido nitrico, neuropeptidios, fator de ativacdo plaquetaria (PAF) e as
aminas vasoativas. E os mediadores de origem plasmatica sdo os sistemas de
coagulacdo, do complemento, das cininas e fibrinolitica (RANG et al.,, 2012). A

liberacdo de aminas vasoativas, serotonina e histamina provocam alteracdo nos
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vasos sanguineos, promovendo a vasodilatacdo e aumentado a permeabilidade
vascular (MEDZHITOV, 2008). Os lipidios atuam na inflamacdo como moléculas
sinalizadoras, regulando uma variedade de respostas celulares. A producdo desses
lipidios acontece a partir da hidrolise através das enzimas fosfolipases. Uma dessas
vias de producéao ocorre pelo processo metabdlico convertendo o acido araquidénico
em eicosanoides pela ativacdo das enzimas ciclooxigenases (COX-1 e COX-2,)
responsaveis pela producdo de prostaglandinas, tromboxanos ou pela via da
lipoxigenase gerando leucotrienos e lipoxinas (HUWILER; PFEILSCHIFETER, 2009).

As citocinas participam da resposta imune e inata e adaptativa nos eventos
inflamatoérios. Sao proteinas ou glicoproteinas de baixo peso molecular variando
entre 8 a 30 kDa (CHABALGOITY et al., 2007). As citocinas mais conhecidas séo:
TNF (fator de necrose tumoral) e as interleucinas (IL) (IL-1a, IL-1B, IL-1Ra e IL-18)
tendo papel importante na patofisiologia da inflamacéo, regulando inicialmente a
manutencdo das respostas inflamatorias ou o término dessas reacfes (MORI et al.,
2011).

O fator de necrose tumoral (TNF) promove a geracdo de uma cascata de
eventos no momento da lesdo. O TNF provoca a liberagéo das interleucinas, dentre
elas a interleucina IL-13 e a IL-8. A IL-1p atua aumentando a expressdo da enzima
cicloxigenase produzindo prostaglandinas e a IL-8 atua na liberacdo de aminas
simpatomiméticas (BASBAUM; JULIUS, 2006; VALE, 200). Esses mediadores
inflamatérios também participam da transmissdo nociceptiva. Um grupo como as
citocinas e prostaglandinas promove a hiperalgesia, sensibilizando os nociceptores e
0 outro grupo das cininas (bradicinina) e neuropeptideos ativam 0s nociceptores
sensibilizados (MILLAN, 1999).



42

PARTE EXPERIMENTAL
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4 PARTE EXPERIMENTAL

4.1 Coleta e identificacdo do material vegetal

O material botanico (folhas) da espécie de Leonotis nepetifolia foi obtido em
marco de 2016 a partir da planta cultivada em um horto comunitario de plantas
medicinais S 9° 23’ 36, 852" /O 40° 32’ 47,616” no municipio de Petrolina-PE. O
material boténico foi identificado por um biélogo por comparacdo de uma exsicata
depositada no herbario no Herbario Vale do S&o Francisco (HVASF) na
Universidade Federal do Vale do Sao Francisco (UNIVASF), com numero de
identificacdo 4454 (Figura 6).

Figura 6- Exsicata da espécie Leonotis nepetifolia depositada no HVASF.

Fonte: Oliveira (2014).
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4.2 Obtencao do extrato etandlico bruto das folhas de Leonotis nepetifolia

As folhas da espécie Leonotis nepetifolia foram secas em uma estufa de ar
circulante com temperatura de 40 °C por um periodo de 72 horas. Posteriormente o
material seco foi pulverizado em moinho de facas, obtendo 82 gramas do material

vegetal seco e pulverizado.

O material seco foi submetido ao processo de maceracdo exaustiva com
etanol 95%. Varias extracdes foram realizadas com intervalos de 72 horas entre
cada extracdo com renovacao do liquido extrator. Posteriormente o extrato etandlico
bruto de Leonotis nepetifolia (EEB-Ln) (Figura 7A) foi obtido a partir da evaporagao
da solucéo extrativa em um evaporador rotatério a uma temperatura de 50 °C sobre

vacuo (Fig 7B).

Figura 7- Extrato etandlico bruto de Leonotis nepetifolia (A) e evaporador rotatério

(B).

Fonte: Autoria propria.



45

4.3 Andlise fitoquimica preliminar do extrato etandélico bruto de Leonotis
nepetifolia.

Buscando identificar as principais classes de metabdlitos secundéarios
presentes no extrato etanolico bruto de Leonotis nepetifolia, realizamos a triagem
fitoquimica preliminar do extrato em cromatografia em camada delgada analitica
(CCDA). Nesse teste o conjunto de técnicas utilizadas para rastrear os compostos €
baseado em reagentes de coloragdo ou formacgédo de precipitado que revelam a

presenca de metabdlitos secundarios em um extrato.

Para as classes especificas de constituintes quimicos, tais como saponinas,
esteroides, alcaloides, flavonoides e taninos foram realizados testes para uma
possivel identificacdo da presenca desses metabdlitos no EEB-Ln. O extrato foi
avaliado em placas cromatograficas de silica gel com suporte de aluminio, aplicados
com micropipeta e eluidos em diferentes sistemas de solventes, conforme descrito
por Wagner e Bladt (1996), procurando-se identificar os principais grupos do
metabolismo secundario (Tabela 2).

Tabela 2- Sistema de eluicdo e reveladores utilizados para a caracterizacdo dos

principais metabdlitos secundarios presente no extrato etandlico bruto de Leonotis
nepetifolia.

Classe quimica

. Sistema eluente Padréao Revelador
do metabalito
Alcaloides Tolueno:acetato de etila: dietilamina Yoimbina
. o Dragendorff
gerais (70:20:10) Quinina
Acetato de etila: Acido formico:acido
I » s Azul de Anisaldeido
Antocianinas aceético glacial:agua : .
metileno sulfurico
(100:11:11:26)
Eter de Petréleo:acetato de etila: A S, Acido fosfomo-
Antraquinonas acido formico R libdico/ H2SO4

agliconas A
(75:25:1) etanadlico 10%
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Tabela 2 — (Continuacdo) Sistema de eluicdo e reveladores utilizados para a
caracterizagdo dos principais metabdlitos secundéarios presente no extrato etanolico

bruto de Leonotis nepetifolia.

Classe quimica
do metabdlito

Sistema eluente

Padréo

Revelador

Lieberman-

Triterpenos e
esteroides

Xantinas

Flavonoides

Cumarinas

Derivados
antracénicos

Lignanas

Naftoquinonas

Saponinas

Taninos
condensados

Tolueno:cloroférmio:etanol

(40:40:10)
Acetato de etila:Metanol:agua

(100: 13,5: 10)
Acetato de etila:acido formico:acido

acético glacial:agua

(100:11:11:26)
Tolueno:éter etilico

(1:1 saturado com &cido acético

Acetato de etila:metanol:agua

(100:13,5:10)
Cloroférmio:metanol:agua

Tolueno:acido férmico

Cloroférmio:acido
acético:metanol:agua

(64:32:12:8)
Acetato de etila:acido acético

glacial:acido férmico:agua
(100:11:11:26)

Lupeol
Sitosterol

Cafeina

Rutina
Quercetina

Escopoletina

Aloina

Extrato de
linhaca

Biflorina
Lapachol

Saponina

Catequina
Epicatequina

Burchard

lodo- KI-HCI

Polietilenoglicol

KOH etandlico

10%

KOH etandlico
10%

Vanilina
fosforica

KOH etandlico
10%

Anisaldeido
sulfurico

Vanilina
cloridrica

Fonte: WAGNER e BLADT (1996), com adaptagdes.
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4.3.1 Anélise por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a Detector
de Arranjo de Diodos (CLAE-DAD)

As analises com o EEB-Ln foram realizadas utilizando um cromatografo
liquido Shimadzu® (LC-20 AT) equipado com um amostrador automatico (SIL - 20 A)
e um detector de arranjo de diodos (SPD-M20A) controlado pelo software LC-
Solution® 1.0. O extrato foi submetido & analise nas seguintes condi¢cbes
cromatograficas: a fase estacionaria utilizada foi uma coluna C18 com dimenses de
250 x 4,6 mm e tamanho de particula de 5 um (Agilent®); a fase movel foi composta
da solugcéo A: acetonitrila (ACN) e solucédo B: 0,01% (v/v) de acido trifluoracético
(TFA), seguindo o gradiente descrito na tabela 3, com fluxo de 0,8 mL/min e volume
de injecdo de 5 pL. A temperatura da coluna foi mantida constante em 30 °C durante

toda a andlise.

Tabela 3- Sistema gradiente utilizado nas analises por CLAE-DAD

Tempo Solucéo A (%) Solucgéo B (%)
Gradiente 0 - 60 min 10-40 90 - 60
Gradiente 70 min 10 90
Isocratico 70-75 10 90

Fonte: Autoria propria.

Todas as solucbes foram degaseificadas e filtradas através de membrana
filtrante de 0,22 um (Chromafil® Xtra, EUA), antes de serem analisadas no
cromatografo. A deteccédo foi realizada em DAD no comprimento de onda de 340 e
270 nm.

4.4 Animais

Foram utilizados camundongos albinos Swiss (Mus musculus) de ambos o0s
sexos, pesando entre 30-40 g, todos procedentes do Biotério Setorial da UNIVASF,
Campus Petrolina. Antes dos experimentos, todos o0s animais foram
randomicamente mantidos em gaiolas de polipropileno com ventilagdo e temperatura

(22 = 2 °C) controladas, em um ciclo claro-escuro de 12 horas, com a fase de luz
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iniciando as 6:00 e terminando as 18:00 horas, com livre acesso a racao tipo

“pellets” (Labina®) e agua.

Os animais foram privados de alimento 12 horas antes dos experimentos, e
para adaptacdo, os mesmos foram transferidos do biotério para o laboratério de
fisiologia ou farmacologia 48 horas antes do experimento. Durante este periodo, os
animais foram manipulados apenas para limpeza das caixas. Todos o0s
procedimentos foram conduzidos de acordo com o0s principios éticos na
experimentacdo animal, sendo aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da Universidade Federal do Vale do Séao Francisco - UNIVASF sob
0 numero 0009/150616 (ANEXO A).

4.5 Toxicidade aguda

Com o objetivo de investigar a toxicidade em dose Unica de 2 g/kg de EEB-Ln,
os camundongos foram divididos em dois grupos (0 grupo experimental e 0 grupo
controle) composto por 5 machos e 5 fémeas (n = 10). O grupo controle recebeu o
veiculo (salina 0.9% + tween 80), e 0 grupo experimental recebeu o pré- tratamento
o EEB-Ln, na dose 2,0 g/kg via oral (v.0). Posteriormente, os animais foram
observados durante 14 dias para avaliar da presenca de mortes e sinais de
toxicidade. Outros parametros tais como: peso corporal, consumo de alimento e
agua foram monitorados diariamente, durante todo o estudo. No 15° dia os animais
foram eutanasiados para retirada dos 6rgaos (coracao, figado, baco, pulmao, rins,

estomago e pancreas) e avaliagdo macroscopica.

4.5.1 Triagem comportamental

A triagem comportamental foi realizada seguindo os parametros descritos por
Almeida (2006) (ANEXO A). Os animais foram observados em 0,5, 1, 2, 3 e 4 h ap0s
a administracdo do extrato etandlico bruto da espécie estudada. Comportamentos
especificos (piloerecdo, ptose palpebral, contor¢bes abdominais, convulsdes,

catatonia, tremores, paralisia das patas dianteiras, sedacdo, ambulacdo aumentada,
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resposta ao toque diminuida, movimentacéo intensa das vibrissas, agressividade,

estereotipia, analgesia e defecacéo) foram observados e classificados.

4.5.2 Analise macroscopica e peso relativo dos 6rgéos

No final do experimento no 15° dia os animais foram eutanasiados e 0s
seguintes o6rgados foram retirados, pulmdo, coragdo, figado, bacgo, péancreas,
estbmago e rins, esquerdo e direito, de cada animal, para posterior analise. Os
orgaos foram lavados imediatamente em solucao salina, seguindo-se de verificacédo
da analise macroscopica de cada 6rgdo e o indice do peso relativo dos 6érgaos

utilizando a seguinte férmula:

Peso absoluto do orgdo (g)

100

Peso relativo dos 6rgdos = , ; -
Peso do animal no dia do sacrificio (g)

4.6 Atividade antinociceptiva

4.6.1Teste de contor¢cdes abdominais induzidas pela injecado intraperitoneal de
acido acético 0,9%

Para o teste de contor¢bes abdominais os camundongos foram divididos em
cinco grupos com seis animais cada (n=30). A nocicepcédo foi induzida por uma
injecdo de &cido acético 0,9% administrado por via intraperitoneal (i.p.) em um
volume de 0,1 mL/10 g. Este teste foi realizado de acordo com o método descrito por
Collier et al. (1968) com modificagdes.

Os animais foram tratados com EEB-Ln (100, 200 e 400 mg/kg), ou com
veiculo (salina 0.9% + tween 80) administrados por via oral (v.0.) 1 hora antes do
agente nociceptivo. Foi utilizado como droga padrdo a morfina (10 mg/kg) sendo
administrada via intraperitoneal (i.p) 30 minutos antes do agente indutor da

nocicepcgao.
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ApoOs a injecdo do agente indutor da dor (acido acético), o numero de
contorcbes abdominais uma resposta consistindo de contracdo da parede
abdominal, rotacdo pélvica, seguida de extensdo dos membros posteriores foi
registrado entre 5 - 15 minutos apos administracdo (Figura 8) (QUEIROZ et al.,
2010).

Figura 8- Contor¢des abdominais induzidas por acido acético em camundongos.

Fonte: http://www.neplame.univasf.edu.br/atividade-antinociceptiva.html.

4.6.2 Teste de nocicepcéao induzida por formalina

Para o teste da formalina o método utilizado foi similar ao descrito por
Hunskaar & Hole (1987). A solucdo de formalina (2,5% em salina 0,9%) foi
administrada por via subplantar na pata posterior direita, em um volume de 20
pL/pata (SANTOS et al., 2010).

Posteriormente os camundongos foram observados em uma camara com um
espelho montado em trés lados permitindo a visdo das patas (Figura 9). Como
indicador da dor foi mensurado o tempo (em segundos) gasto lambendo e mordendo
a pata injetada. Esta resposta foi medida durante 5 minutos (primeira fase, dor
neurogénica) e entre 15 - 30 minutos apos a injecédo da formalina (segunda fase, dor
inflamatoria) (ALMEIDA et al., 2011).
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Os animais receberam veiculo (salina 0.9% + twee 80), EEB-Ln (100, 200 e
400 mg/kg, v.0.) morfina (10 mg/kg, i.p.) e indometacina (20 mg/kg) administrados 1

hora ou 30 minutos antes da inje¢édo de formalina (n= 6 por grupo).

Figura 9- Animal lambendo a pata apds aplicacdo da injecdo de formalina na regido
subplantar na pata posterior direita.

Fonte: http://www.neplame.univasf.edu.br/atividade-antinociceptiva.html.

4.6.3 Teste de nocicepcdao induzida por calor (placa quente)

No teste da placa quente foram utilizados camundongos divididos em cinco
grupos (n=6). Esses foram pré-selecionados no aparelho de placa quente (Insight,
Brasil), na temperatura de 55 + 0,5 °C. Os animais que apresentaram um tempo de
reacao (definido como laténcia para levantar ou lamber as patas) maior que vinte
segundos foram excluidos. Os camundongos selecionados foram pré-tratados com
veiculo (salina 0.9% + twee 80, v.0), EEB-Ln (100, 200 e 400 mg/kg, v.0.), ou
morfina (10 mg/kg, i.p.).

Cada animal foi colocado sobre a placa quente mantida a temperatura de 55
°C (Figura 10) e a laténcia foi medida em 30, 60, 90 e 120 min apds a administracédo
do veiculo, extrato e morfina (ALMEIDA et al., 2011). Um tempo de corte de 20 s foi
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escolhido para indicar completa analgesia e para proteger o animal de leséo

tecidual. A laténcia foi medida para cada animal.

Figura 10- Animal no teste da placa quente.

Fonte: http://www.neplame.univasf.edu.br/atividade-antinociceptiva.html.

4.7 Sistemas envolvidos no mecanismo de acdo do extrato etandélico bruto de

Leonotis nepetifolia.

4.7.1 Envolvimento da via opioide

Para avaliar a participacdo do sistema opioide no efeito antinociceptivo de
EEB-Ln, grupos distintos de animais foram pré-tratados com naloxona, antagonista
opioide néo seletivo (1,5 mg/kg, i.p.,), 30 minutos antes da administracdo do EEB-
Ln (400 mg/kg) ou morfina agonista opioide (10 mg/kg, i.p.,). Apds um periodo de 30
e 60 minutos os animais foram analisados no modelo de contor¢fes induzidas por

acido acético.
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4.7.2 Envolvimento dos canais para K* sensiveis ao ATP

O papel dos canais para potassio sensiveis ao ATP sobre o possivel efeito
antinociceptivo de EEB-Ln foi determinado com a administracao de glibenclamida (2
mg/kg, i.p.) 30 minutos antes dos animais receberem o EEB-Ln (400 mg/kg, v.0.),
diazéxido (3 mg/kg, i.p.) ou veiculo (salina 0.9% + tween 80,v.0). Apés 30 ou 60
minutos do tratamento, os animais foram submetidos ao teste das contorcdes

abdominais induzidas por acido acético como descrito anteriormente.

4.7.3 Envolvimento dos receptores serotoninérgicos 5-HTs

Para verificar o papel dos receptores serotoninérgicos sobre o efeito
antinociceptivo de EEB-Ln foi administrado a ondansetrona, antagonista 5-HTs, (0,5
mg/kg, i.p.) 30 minutos antes dos animais receberem o extrato na dose que
apresentou melhor efeito antinociceptivo (400 mg/kg, v.0.) ou veiculo (salina 0.9% +
twee 80). Ap6s 30 ou 60 minutos, os animais foram submetidos ao teste das
contorcbes abdominais induzidas por &cido acético como descrito anteriormente
(HESS, 2006).

4.7.4 Envolvimento do sistema colinérgico

Com o intuito de investigar a participacdo do sistema colinérgico sobre a
atividade antinociceptiva extrato etandlico bruto de L. nepetifolia, os animais foram
pré-tratados com o0 antagonista colinérgico muscarinico nao-seletivo atropina (1
mg/kg, i.p.) 30 minutos antes da administracdo de EEB-Ln (400 mg/kg, v.0.). Apés
30 a 60 minutos do tratamento, os animais foram analisados no modelo de

contorcdes induzidas por acido acético como descrito anteriormente.

4.7.5 Envolvimento do sistema L-arginina- éxido nitrico

O papel do NO sobre o possivel efeito antinociceptivo de EEB-Ln foi
determinado pela administracdo de veiculo (salina 0.9% + tween 80, v.0), L-arginina
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(600 mg/kg; i.p.), ou com o inibidor da sintese de 6xido nitrico Nw — nitro-L-arginina
(L-NOARG, 50 mg/kg, i.p.). Os animais receberam L-NOARG 30 minutos antes de
receber L-arginina e foram submetidos ao teste apds mais 30 minutos. Outro grupo
de animais recebeu EEB-Ln (400 mg/kg) na dose que apresentou melhor efeito
antinociceptivo e apos 30 min receberam L-arginina (600 mg/kg; i.p.). Apos 30 a 60
minutos do tratamento, os animais foram submetidos ao teste das contorcdes

abdominais induzidas por acido acético como descrito anteriormente.

4.8 Teste da coordenacao motora (rota rod)

No teste de coordenacdo motora o método utilizado foi proposto por Dunham
e Miya (1957). O aparelho do rota-rod (Insight, Brasil) é constituido de uma barra,
subdividida em quatro compartimentos. Nesse teste, o animal é colocado sobre uma
barra giratéria de 2,5 cm de didmetro com velocidade constante (7 rpm) por 180 s
verificando a capacidade do animal em equilibrar-se sobre ela. Esse teste permite
avaliar se os tratamentos promovem alteracdo na coordenagcdo motora nos animais

por sedacao e/ou relaxamento muscular (LAPA et al., 2003).

Os animais utilizados foram previamente selecionados 24 h antes da
realizacdo do teste. Aqueles que permaneceram por um periodo igual a 60 s em
pelo menos uma das trés tentativas estavam aptos para participar do teste
(ALMEIDA, 2006). Os camundongos que foram selecionados receberam o
tratamento com EEB-Ln (100, 200 e 400 mg/kg v.0), veiculo (salina 0.9% + tween
80, v.0) e diazepam (2,5 mg/kg i.p.). Apés a administracdo, os animais foram
colocados individualmente na barra giratéria (sentido contrario ao movimento da
barra) e foi registrado o tempo de permanéncia do animal na barra (SANTOS-
JUNIOR et al., 2005). Os animais foram observados em diferentes intervalos de

tempo (30, 60, 90 e 120 minutos) apOs os pré-tratamentos (Figura 11).
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Figura 11- Animal na barra giratoria no teste de coordenacao motora (rota rod).

p

Fonte: http://www.neplame.univasf.edu.br.

4.9 Teste de atividade anti-inflamatoéria

4.9.1 Edema de pata induzido por carragenina

Para avaliacdo da atividade anti-inflamatoria foi utilizado o modelo de edema
de pata induzido por carragenina 2%, injetada em um volume de 20 pL/animal na
regido subplantar da pata direita do camundongo de acordo com WINTER et al.,
(1962). Os animais foram divididos em seis grupos, e o tratamento com EEB-Ln
(100, 200 e 400 mg/Kg, v.0), veiculo (salina 0.9% + tween 80, v.0) ou indometacina

(20 mg/Kg, i.p) foi realizado 1 h antes da inje¢ao da carragenina ou salina.

O volume da pata foi mensurado mediante as medidas de variagdo de volume
produzidas pela imersédo das patas dos animais até o maléolo lateral do calcanhar,
utilizando o aparelho pletismémetro (PanLab LE 7500, Espanha) antes (VA, basal)
da administracao intraplantar da carragenina e 1, 2, 3, 4 h ap6s (VB) (HUANG et al.,
2012). A formacédo do edema em mL foi calculada por (VB-VA)/VA, onde VA é o
volume da pata direita anterior a inje¢do da carragenina, e VB € o volume da pata
direita apos a injecdo da carragenina (SULEYMAN et al., 1999).
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4.9.2 Edema de pata induzido por histamina

O edema no camundongo foi induzido por injecdo de 100 pg/pata de
histamina (CAVALHER-MACHADO et al., 2008). Camundongos foram divididos em
trés grupos de seis animais cada. Os animais foram pré-tratados com EEB-Ln (400
mg/kg, v.0.), veiculo (salina 0.9% + tween 80, v.0) 1 h antes da injecdo de histamina
ou salina. O volume foi mensurado antes da injecao intraplantar de histamina ou
salina (VA, basal) e 30, 60, 90 e 120 min apés (VB) (SULEYMAN et al., 1999). A
inibicdo do edema de pata foi calculada como descrito no teste do edema de pata

induzido por carragenina.

4.11 Andlise estatistica

Os dados obtidos foram analisados através do programa GraphPad Prism,
versao 5.0, e expressos como média + erro padrdo da média (e.p.m). Diferencas
estatisticamente significativas entre os grupos foram calculadas pela aplicacdo de
uma andlise de variancia (ANOVA) one-way seguido do teste de Tukey ou pelo teste
t de Student ndo pareado, conforme exigido pelo protocolo experimental. Foram

considerados significativos valores de p < 0,05.
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RESULTADOS E DISCUSSAO
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Triagem fitoquimica

As plantas medicinais apresentam uma diversidade de compostos naturais
com propriedades bioldgicas interessantes, utilizadas para o tratamento de vérias
doencas. Os extratos vegetais sdo um complexo formado por varios metabdlitos
secundarios, tais como, flavonoides, esteroides, terpenoides e ente outros. Essas
substancias isoladas ou em conjunto sdo as responsaveis pelos efeitos terapéuticos

promovidos pelas plantas medicinais.

Através da triagem fitoquimica preliminar por cromatografia em camada
delgada analitica (CCDA) foi constatada a presenca das seguintes classes de
metabdlitos secundérios: flavonoides, terpenoides e derivados antracénicos. No
entanto ndo ocorreu reagcdo positiva para antocianinas, antraquinonas, cumarinas,
lignanas, naftoquinonas, saponinas, taninos, xantinas e derivados cinamicos (Tabela
4).

Tabela 4- Identificacdo das principais classes de metabdlitos secundarios presente
no extrato etandlico bruto das folhas de Leonotis nepetifolia.

Classe quimica de metabdlitos Resultado

Alcaloides +
Antocianinas -
Antraguinonas -
Cumarinas -
Derivados antracénicos +

Derivados cinamicos -

Flavonoides ++
Lignanas -
Mono, sesqui e diterpenos +

Naftoquinonas -

Onde: (-): auséncia do constituinte, (+) leve presenca do constituinte, (++): moderada
presenca do constituinte. Fonte: Autoria propria.
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Tabela 4 - (continuacdo) ldentificacdo das principais classes de metabdlitos
secundarios presente no extrato etandlico bruto das folhas de Leonotis nepetifolia.

Classe quimica de metabdlitos Resultado

Saponinas -
Taninos -

Xantinas S

Onde: (-): auséncia do constituinte, (+) leve presenca do constituinte, (++): moderada presenca do
constituinte. Fonte: Autoria propria.

Para determinar o perfil cromatrogréfico de EEB-Ln, o mesmo foi submetido a
andlise por CLAE-DAD. Os constituintes quimicos presentes na amostra do extrato
foram verificados através da comparacdo dos picos de absor¢do maxima dos

espectros de ultravioleta com os padrfes disponiveis para analise (Figura 12).

Figura 12- Cromatograma das folhas do extrato etandlico bruto de Leonotis
nepetifolia (EEB-Ln).
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Fonte: Autoria propria.
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A partir das analises foi possivel identificar trés picos no cromatograma, 0s
quais apresentaram tempo de retencdo de (1) 10,0, (2) 17,0 e 29,9 minutos,
respectivamente.

Os picos encontrados ndo sao caracteristicos de nenhum padrdo analisado,
porém pode ser suposto que esses picos correspondem a classe dos flavonoides,
uma vez que os picos de absor¢cdo maxima encontrados no espectro de UV sao
caracteristicos desses metabolitos secundarios. A classe dos flavonoides possuem
espectros de absorcéo caracteristicos no UV, com dois maximos de absor¢éo, onde
um ocorrendo entre 240-285 nm (banda Il) e o outro entre 300-400 nm (banda ). A
banda Il se da pela absorcdo do sistema benzoil do anel A e a banda | esta
associada a absorcdo do sistema cinamoil do anel B (ZUANAZZI; MONTANHA,
2010; NUNES, 2011).

As analises do espectro de ultravioleta (UV-visivel) para cada pico detectado
encontram-se apresentadas na Figura 13, abaixo.
Figura 13- Espectros de absorcdo no UV-Vis dos picos detectados no
cromatrograma do extrato etandlico bruto de Leonotis nepetifolia (EEB-Ln).
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Fonte: Autoria prépria.
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A tabela 5 apresenta o tempo de retencéo (Tr), 0 comprimento de onda de
absorcdo maxima (Amax) e a possivel classe de metabdlitos secundarios dos picos
identificados no cromatograma.

Tabela 5- Classe de metabdlitos, tempos de retengdo e Amax dos picos detectados
no cromatograma do extrato etanolico de Leonotis nepetifolia (EEB-Ln).

Picos detectados  Tr (min) Amax (nm) Classes de metabdlitos
no EEB-Ln secundarios
1 10,0 242/330 Flavonoide
2 17,0 223/329 Flavonoide
3 29,9 242/341 Flavonoide

Fonte: Autoria propria.

Estudos conduzidos com a espécie de Leonotis nepetifolia tém reportado uma
gama de compostos quimicos, dentre eles os terpendides, flavonoides e cumarinas.
Li et al., (2012) isolaram dois flavonoides (Apigenina e Cirsiliol) e terpendides das
folhas de Leonotis nepetifolia. Em um trabalho desenvolvido por Purushothaman et
al. (1976), foi isolado uma nova cumarina. Sendo assim esses estudos corroboram
com as classes identificadas no EEB-Ln (flavonoides e terpendides) através da
triagem fitoquimica preliminar por cromatografia em camada delgada analitica e o os
picos identificados na analise por CLAE-DAD, os quais sdo caracteristicos de

flavonoides.

5.2 Estudo toxicolégico

5.2.1 Toxicidade aguda do extrato etanélico de Leonotis nepetifolia

Para investigar o perfil de seguranca do extrato etandlico bruto de Leonotis
nepetifolia foi realizado o teste de toxicidade aguda de dose unica (2 g/kg, v.0) em
camundongos. Esse teste da avaliagdo de toxicidade aguda permite classificar uma
substancia segundo o seu potencial de letalidade de acordo com 0s parametros
estabelecidos pela legislagdo, determinando a capacidade dos extratos e farmacos

causar danos a saude humana (VALADARES, 2006). Nesse modelo experimental
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geralmente sao utilizados roedores de preferéncia fémeas devido suas alteracdes

fisiolégicas hormonais tornando mais susceptivel aos efeitos toxicos (HAYES, 2007).

A administracdo do extrato etandlico bruto de Leonotis nepetifolia (2 g/kg, v.0)
nos camundongos machos e fémeas ndo apresentou alteragcdes comportamentais, e
nenhum animal demonstrou sinais de toxicidade quando avaliados na triagem
comportamental segundo os critérios estabelecidos por ALMEIDA et al., (2006).
Esses resultados corroboram com um estudo de toxicidade aguda na dose de 5
g/kg, v.o, do extrato hidroetandlico de Leonotis nepetifolia, realizado por OLIVEIRA
et al., (2012), onde nao foi constatado morte ou alteracbes comportamentais dos

animais, contribuindo com o perfil de seguranga de EEB-Ln.

A avaliacdo do peso corporal dos animais durante os 14 dias ndo apresentou
diferenca estatistica significativa entre o grupo tratado com EEB-Ln (2 g/kg, v.0) e 0
controle (salina 0,9%) (Figura 14), como também ndo houve morte de animais,
evidenciando uma auséncia ou baixa toxicidade do extrato. De acordo com
SANGEETHA et al., (2013), a maioria dos animais quando Sao expostos a
substancias toxicas apresentam uma perda de peso corporal, durante os dias de
exposicao, com reducao do tecido adiposo e muscular dos animais.

Figura 14- Efeito do tratamento com solu¢éo salina 0,9% e dose Unica de EEB-Ln (2
g/kg), por via oral, durante os 14 dias sobre o peso diario dos animais.
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Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média (E.P.M.). As analises
foram realizadas por teste “t” de Student, considerando diferenga estatistica quando p <
0,05. Fonte: Autoria prépria.
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Nas analises do consumo de rag¢édo e agua dos camundongos durante os 14
dias houve difereca estatistica (P<0,05) entre o grupo controle e o grupo tratado com
EEB-Ln (2 g/kg). Houve uma diminuicdo no consumo de racdo (Figura 15) e
aumento no consumo de agua dos animais tratados (Figura 16) com EEB-Ln, sendo
a média final do consumo de racdo do grupo controle (salina) 33,50 + 0,5930 e o
grupo tratado (EEB-Ln) 30,71 + 0,3733. A média do consumo de agua dos animais
foi de 67,96 = 1,862 do grupo controle e 62,04 + 2,092 do grupo tratado.

Figura 15- Efeito do tratamento com solugéo salina 0,9% e dose Unica de EEB-Ln (2
g/kg), por via oral, no consumo de ragao, durante os 14 dias.
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Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média (E.P.M.). As andlises
foram realizadas por teste “t” de Student, considerando diferenca estatistica quando p <
0,05. Fonte: Autoria propria.
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Figura 16- Efeito do tratamento com solugéo salina 0,9% e dose Unica de EEB-Ln (2
g/kg), por via oral, no consumo de agua, durante os 14 dias.
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Os resultados foram expressos como média + erro padrao da média (E.P.M.). As andlises
foram realizadas por teste “t” de Student, considerando diferenca estatistica quando p <
0,05. Fonte: Autoria propria.

No final dos 14 dias de observacdo os animais foram eutanasiados e 0s
orgdos foram retirados para avaliacdo macroscopica e pesagem. Os 0rgaos
(coracdo, figado, baco, rins, pulméo, pancreas e estdbmago) ndo apresentaram

alteracdes macroscépicas nas analises.

Na avaliacdo do peso relativo dos 6rgdos dos animais tratados com EEB-Ln
(2 g/kg, v.0) e solucéo salina 0,9% houve diferenga estatisticamente significativa no
peso dos seguintes 6rgdos: pulmao, coracao, rim direito e figado. As analises do rim
esquerdo, baco, pancreas e estdbmago ndo apresentaram diferenca significativa no
peso relativo dos 6rgdos quando tratados com EEB-Ln ou salina (Tabela 6). Sendo
assim, para caracterizacdo mais precisa de perfil de seguranca do extrato €
necessaria uma investigacdo mais detalhada através exames bioquimicos e

hematolégicos, além do estudo de toxicidade de doses repetidas.
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Tabela 6 - Avaliacdo do peso relativo dos 6rgdos dos animais tratados com solucao
salina e EEB-Ln (2 g/kg,v.0), no teste de toxicidade aguda.

Peso dos 6rgaos (g)

Grupos

Orgéos Solucéo salina 0,9% 2,0 g/kg

Pulméo 0,85 £ 0,22 0,60 £+ 0,06
Coracéo 0,58 +£ 0,02 0,57 +£ 0,06
Rim (direito) 0,76 £ 0,04 0,79 £ 0,09
Rim (esquerdo) 0,75 £ 0,06 0,73+0,11
Baco 0,55 + 0,03 0,52 + 0,05
Figado 4,72 £ 0,16 4,97 £ 0,44
Pancreas 0,52+0,4 0,53 +0,04
Estbmago 1,16 £ 0,09 1,24 +0,11

Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média (E.P.M.). As analises
foram realizadas por teste “t” de Student, considerando diferenca estatistica quando p <
0,05. Fonte: Autoria Propria.

5.3 Atividade antinociceptiva do extrato etandlico bruto de Leonotis nepetifolia

A espécie Leonotis nepetifolia tem sido bastante utilizada com finalidade
medicinal por comunidades tradicionais e grupos étnicos, as quais tém reportado
varios efeitos terapéuticos, dentre eles, o alivio da dor e da inflamacao tornando a
espécie como sendo promissora na busca de novos farmacos ou fitoterapicos.
Nessa perspectiva foi investigado o efeito antinociceptivo e anti-inflamatorio do
extrato etandlico bruto das folhas de L. nepetifolia e alguns possiveis mecanismos
de acéo de EEB-Ln no bloqueio da nocicepcéo e da inflamacdo. Os estudos foram
conduzidos com o EEB-Ln utilizando diferentes modelos farmacolégicos de dor e

inflamagé&o produzindo estimulos quimicos e térmicos.

Essa resposta da reducdo do limiar da dor e da inflamacdo do EEB-Ln
verificada nesse estudo esta possivelmente relacionada aos componentes

identificados na triagem fitoquimica preliminar (Tabela 3), dentre eles os flavonoides,
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0S quais sao conhecidos pela acdo antinociceptiva e anti-inflamatoria. Os
flavonoides de forma geral atuam no processo da dor inflamatéria através da inibicéo
da enzima cicloxigenase (COX) e de alguns estagios da inflamacéo, diminuindo a
permeabilidade capilar presente no inicio do processo inflamatério e na formacao de
granulacédo (BERTOZZI et al., 2017; CARVALHO, 2004).

5.3.1 Teste de contor¢cdes abdominais induzidas por injecao intraperitoneal de
acido acético 0,9%

Para investigar o efeito antinociceptivo de EEB-Ln o primeiro teste realizado
foi o de contorcbes abdominais induzidas por injecdo intraperitoneal de &cido
aceético. Esse teste é um modelo experimental classico para avaliacdo de dor
inflamatoria visceral, bastante utilizado na busca inicial de novas moléculas com
potencial analgésico e anti-inflamatério. E considerado um teste sensivel a
substancias analgésicas de acdo central e/ou periférica, além de possuir uma baixa
especificidade (CARLINI; MENDES, 2011).

A injecdo intraperitoneal de acido acético provoca estimulacdo e
consequentemente a producdo e liberacdo de varios mediadores inflamatorios.
Esses mediadores quimicos (substancias endogenas) desencadeiam a
excitabilidade de terminacdes nervosas gerando a dor inflamatéria (KURIAN et al.,
2006).

Nesse processo de neurotransmissdo algica os mediadores enddgenos que
estdo envolvidos sao: bradicinina, substancia P, prostaglandinas, citocinas pro-
inflamatorias (IL-1, IL-6, IL-8 e TNF-a), serotonina, capsaicina e outros. Todos esses
neurotransmissores atuam na transmissao do potencial de ac¢do entre as células,
atravées da estimulacdo dos nociceptores periféricos e neurbnios sensitivos
provocando a dor (LE BARS et al.,, 2001; MELO et al., 2008). A nocicepcgao
provocada pela injecdo de acido acético também pode ser mediada pela estimulagéo
de canais (pela liberacdo de prétons H*) podendo ativar diretamente receptores
transientes vaniloides subtipo 1 (TRPV 1) e canais para cations ndo seletivos
localizados nas fibras aferentes primarias, conhecidos como canais ibnicos sensiveis
a acidos (ASIC).
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A utilizacdo do modelo de contor¢cdo abdominal induzida por acido acético &
bastante vantajoso, pois envolve vias de mediacdo diferentes, além de provocar
condi¢Bes dolorosas inflamatodrias semelhantes aos quadros clinicos provocados por
doengas, tais como: artrite reumatoide, mucosite induzida por quimioterapicos no
tratamento do cancer e osteoartrite (RAAP et al., 2000). Dessa forma o modelo de
contor¢cdo abdominal é um teste sensivel e bastante utilizado para investigacdo de
extratos de vegetais e biomoléculas, demonstrando o potencial efeito antinociceptivo
dessas substancias.

A administracdo do extrato etandlico bruto de Leonotis nepetifolia nos animais
reduziu de forma significativa o nimero de contor¢cbes abdominais provocadas pela
injecdo intraperitoneal de &cido acético (Figura 17). As doses de 200 e 400 mg/kg,
v.0 apresentaram inibicdo do comportamento nociceptivo em 31,25 (16,50 + 1,41) e
98,62% (0,33 = 0,33) respectivamente, quando comparados com 0 grupo que
recebeu salina (24,00 + 1,4) (p<0,01). A morfina apresentou uma reducdo do nimero
de contor¢cbes abdominais de 100% quando comparado com O grupo controle
(salina). Houve diferenca estatistica quando comparadas as doses do EEB-Ln (100,
200 e 400 mg/kg) entre si (p<0,05).

Esse resultado indica que EEB-Ln possui efeito antinociceptivo no modelo
experimental utilizado, corroborando o resultado de Makambila-koubemba et al.
(2011), onde demonstraram uma redugdo no numero de contor¢des abdominais
induzido por acido acético quando os animais receberam o tratamento do extrato

aguoso e etandlico de Leonotis nepetifolia na dose Unica de 250 mg/kg.

A inibicdo da nocicepc¢do dos animais ap0s o tratamento como 0 extrato
possivelmente esta relacionada as substancias presentes no extrato, principalmente
os flavonoides, os quais sdo conhecidos por suas propriedades antinociceptiva e
anti-inflamatéria (CARVALHO, 2004). Esses compostos bioativos provavelmente
atuam como agonista ou antagonista de vias especificas da nocicepcao, bloqueando
a liberagdo dos mediadores responsaveis pela estimulacdo dos nociceptores

periféricos.
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Figura 17- Efeito antinociceptivo do extrato etandlico bruto de Leonotis nepetifolia
nas doses de 100, 200 e 400 mg/kg e morfina (Mor, 10 mg/kg), no teste de
contor¢des abdominais induzidas por acido acético
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Os Valores sdo expressos em média + erro padrao da média, (n = 6). Foram consideradas diferencas
estatistica significativamente, * p < 0,05, comparando os grupos tratados (EEB-Ln, 100, 200 e 400
mg/kg), com o grupo salina 0,9%, através da ANOVA seguido pelo teste de Tukey. Fonte: Autoria
prépria.

No entanto, o teste de contor¢Bes isoladamente € incapaz de afirmar se a
antinocicepcdo provocada pelo tratamento com EEB-Ln foi central ou periférica.
Sendo assim foram realizados os testes de formalina e da placa quente, a fim de

caracterizar de forma mais precisa a atividade antinociceptiva do extrato.

5.3.2 Teste de nocicepcdao induzido por formalina

ApGs o extrato EEB-Ln apresentar atividade antinociceptiva no modelo de
contor¢cdes abdominais, seguimos para 0 proximo ensaio experimental com o teste
da formalina. Este modelo de dor estd associado a lesdo tecidual, no qual se
quantifica a resposta comportamental provocada pela injecdo subcutanea de
formalina diluida na pata traseira do animal (MARTINS et al., 2006). Esse teste
também possibilita a investigacdo da acédo do extrato, podendo distinguir se possui
efeito analgésico central ou periférico. Através do teste da formalina podemos avaliar

agentes antinociceptivos por varios mecanismos de agao.
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Através desse método é possivel a avaliacdo de dois diferentes tipos de dor
ao longo de um periodo prolongado (dor aguda e inflamatéria). Essa resposta
comportamental a formalina € conhecida como um padrédo bifasico (HUNSKAAR,;
HOLE, 1987). Apds a injecdo da formalina inicia-se a primeira fase (dor aguda ou
neurogénica) tendo um tempo de duracdo curta, cerca dos primeiros 5 minutos
iniciais. Esse processo esta relacionado com a liberacdo de alguns mediadores
quimicos (aminoacidos excitatérios, substancia P e Oxido nitrico) estimulando os
nociceptores das fibras aferentes do tipo C e, em parte, das fibras do tipo Ad. A
segunda fase da resposta se inicia 20-25 min apds a injecao (fase inflamatoria).
Nessa fase varios mediadores pro-inflamatérios sédo liberados como bradicinina,
prostaglandinas, serotonina entre outros. O periodo entre as duas fases é
denominado intervalo de quiescéncia, resultado de uma inibicdo da transmissao
nociceptiva através de circuitos supra-espinhais e espinhais. (MARTINS et al., 2006;
PERAZA et al., 2007).

O tratamento dos animais com EEB-Ln nas doses de 200 e 400 mg/kg (v.0)
reduziu o tempo de lambida da pata quando comparado com 0 grupo controle
(p<0,01) na primeira e na segunda fase no teste da formalina, e a dose de 100
mg/kg apresentou efeito antinociceptivo apenas na segunda fase (Figura 18). Na
primeira fase as doses de 200 e 400 mg/kg do extrato reduziram em 36,64 (13,83 *
1,14) e 28,24% (15,67 + 1,13) respectivamente, o tempo de lambida da pata dos
camundongos em comparagao com 0 grupo que recebeu salina (21,83 + 1,35). Na
segunda fase houve uma reducao de 29,00 (35,17 + 1,35), 65,88 (17,00 £ 2,45) e
48,16% (25,83 = 2,55) nas doses de 100, 200 e 400 mg/kg respectivamente em

comparacao com 0 grupo que recebeu salina (48,83 + 2,68).

As drogas padrao indometacina e morfina apresentaram um perfil de inibicdo
diferente nas duas fases, a indometacina reduziu o tempo de lambida da pata
apenas na segunda fase, enquanto que a morfina reduziu em ambas as fases
(p<0,05). Houve diferenca significativa entre as doses de 200 e 400 mg/kg quando
comparadas com a dose de 100 na primeira fase (p<0,05), sendo que essa dose nao
apresentou efeito antinociceptivo. Na segunda fase houve diferenca estatistica

apenas entre as doses de 100 e 200 mg/kg do extrato (p<0,05).
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Figura 18- Efeito antinociceptivo do extrato etanolico bruto de Leonotis nepetifolia
nas doses de 100, 200 e 400 mg/kg, indometacina (Indo, 20 mg/kg) e morfina
(Morf,10 mg/kg), na primeira e segunda fase do teste da formalina em
camundongos.
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Os Valores sdo expressos em média + erro padrdao da média, (n = 6). Foram consideradas
diferencas estatistica significativamente, * p < 0,05, comparando 0s grupos tratados (EEB-
Ln, 100, 200 e 400 mg/kg), com o grupo salina 0,9%, através da ANOVA seguido pelo teste
de Tukey. Fonte: Autoria propria.
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EEB-Ln apresentou um efeito antinociceptivo maior na segunda fase da
formalina (fase inflamatoria), indicando um possivel efeito anti-inflamatério do
extrato. Outra evidencia da possivel atividade anti-inflamatéria do EEB-Ln foi a
menor dose de EEB-Ln (100 mg/kg) apresentar analgesia apenas na segunda fase
da formalina, uma vez que essa dose testada modelo de contorcdo abdominal nao
apresentou atividade antinociceptiva. Drogas que possuem acao central como 0s
opioides, reduzem a nocicep¢cdo em ambas as fases. J& as substancias com perfil
anti-inflamatoério, como os anti-inflamatérios ndo esteroidais, atuam por mecanismos
periféricos, reduzindo em geral a nocicep¢cdo na segunda fase da formalina
(BITENCOURT et al., 2008). EEB-Ln foi capaz de diminuir a nocicepcdo em ambas
as fases no teste da formalina, indicando uma acéo central e periférica do extrato,
embora esse efeito tenha sido mais significativo na segunda fase do teste. Nessa
perspectiva foi realizado o teste da placa quente para comprovar se EEB-Ln atua por

mecanismo de acédo central.

5.3.3 Teste de nocicepcdao induzida por calor (placa quente)

Para verificar se EEB-Ln possui envolvimento do mecanismo central no efeito
antinociceptivo foi realizado o teste da placa quente. O teste da placa é um modelo
farmacoldgico classico, desenvolvido por Woolfe & Macdonald (1944), e até os dias
atuais é amplamente utilizado para avaliacdo especifica de substancias analgésicas

com acao central.

Os analgésicos com acédo central aumentam o tempo de resposta no teste da
placa quente, como por exemplo, os analgésicos opioides (ONG et al.,, 2011). O
mecanismo de transducdo da dor através desse modelo ocorre pela ativagdo de
receptores vaniloides apos o estimulo térmico. Os receptores vaniloides do tipo VR-1
e VRL-1 sdo ativados de acordo com a temperatura. Os VR-1 possuem limiar de
ativacdo em 43 °C, e os receptores do tipo VRL-1 possuem limiar de ativacdo maior
em 52 °C respondendo ao aumento da temperatura. Esses nociceptores ativados
estimulam principalmente as fibras do tipo C e Ad as quais conduzem o impulso ao
longo do corno dorsal da medula espinhal e, posteriormente, aos centros corticais
(JULIUS; BASBAUM, 2001).



72

Na avaliacdo do efeito antinociceptivo utilizando o teste da placa quente, os
grupos tratados com EEB-Ln nas doses de 100 e 400 mg/kg apresentaram aumento
na laténcia para retirada da pata dos animais da chapa pré-aquecida no tempo de 30
minutos (Figura 19 A), obtendo uma média de 9,80 + 0,58 e 10,80 + 0,86 segundos
respectivamente, sendo este valor estatisticamente significativo quando comparado
ao grupo tratado com salina 0,9% (7,00 = 0, 32 s). A dose de 100 mg/kg também
apresentou aumente na laténcia para retirada da pata dos animais em 120 minutos
(Figura 19 D), obtendo uma média de 17,50 + 0,72 segundos, sendo este valor
estatisticamente significativo quando comparado com o grupo tratado com salina
0,9% (9,50 £ 0,42 s).

Os animais que foram tratados com morfina (10 mg/kg, i.p.) apresentaram
aumento no tempo de laténcia para retirada da chapa nos tempos de 30, 60, 90 e
120 minutos (Figura A, B, C e D), sendo estatisticamente significativo quando
comparados ao controle salina 0,9% (p<0,05). Esse resultado indica que o EEB-Ln
possivelmente possui efeito antinociceptivo por mecanismos de acdo central, uma
vez que EEB-Ln apresentou resultados antinociceptivos na primeira fase do teste da
formalina e no teste da placa quente.

Figura 19- Efeito antinociceptivo do extrato etandlico bruto de Leonotis nepetifolia

nas doses de 100, 200 e 400 mg/kg e morfina (Morf, 10mg/kg) no teste da placa
quente em camundongo.
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Os Valores sdo expressos em média + erro padrdo da média, (n = 6). Foram consideradas diferencas
estatistica significativamente, * p < 0,05, comparando os grupos tratados (EEB-Ln, 100, 200 e 400
mg/kg), com o grupo salina 0,9%, através da ANOVA seguido pelo teste de Tukey. Fonte: Autoria
propria.

5.4 Estudo do mecanismo de ag&o do efeito antinociceptivo de EEB-Ln

Os resultados obtidos nos testes de contor¢cdes abdominais, formalina e placa
guente demonstram que EEB-Ln exibe um potente efeito antinociceptivo em
camundongos, atuando por mecanismos de agéo central e periférico. Sendo assim,
foram investigadas algumas possiveis vias de atuacdo do extrato etandlico bruto de
Leonotis nepetifolia no efeito antinociceptivo, utilizando alguns antagonistas
farmacolégicos, os quais bloqueiam os efeitos decorrentes da ativacdo de
receptores especificos, impedindo assim que a substancia em estudo possa se ligar
a este receptor e promover sua acdo. O modelo de contor¢bes abdominais induzidas
pelo acido acético foi utilizado na investigacdo das vias de atuacdo do EEB-Ln na
dose de 400 mg/kg.

5.4.1 Envolvimento da via opioide
O sistema opioide é uma via importante bastante investigada na busca de
novos fitoterapicos e farmacos que tenham acgéo antinociceptiva nesses receptores.

Esse sistema participa do processo de modulacdo da dor em condicdes fisiologicas
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e inflamatérias (STANFA et al., 1992). Medicamentos com acao opioide sé&o
amplamente utilizados na medicina para o tratamento da dor, porém, alguns efeitos
adversos como dependéncia e depressédo respiratoria sdo observados, mesmo em
doses terapéuticas (GHARAGOZLOU et al., 2003).

O mecanismo do efeito antinociceptivo verificado por farmacos ou
fitoterapicos no sistema opioide é desencadeado pela ligacdo de substancias
agonistas dos receptores (0, k e J) os quais sdo acoplados a proteina Gi/o, inibindo
a atividade da enzima adenililciclase, consequentemente diminuindo os niveis de
AMPc (adenosina 3',5'- monofosfato ciclico) no meio celular, hiperpolarizando a
membrana, levando ao aumento da condutancia de potassio (K*) e a inativacdo de
canais para calcio (Ca?*), consequentemente, diminuindo os neurotransmissores
excitatérios (substancia P e acetilcolina), nas laminas Il e V no corno dorsal da
medula (IMBELLONI, 2001).

A avaliacdo do envolvimento do sistema opioide no efeito antinociceptivo de
EEB-Ln na dose que exibiu maior efeito (400 mg/kg, v.0), foi determinada pela
administracdo da naloxona (1,5 mg/kg, i.p) antagonista dos receptores opioides e
morfina (10 mg/kg, i.p) agonista seletivo dos receptores p. O pré-tratamento com a
naloxona (1,5 mg/kg, i.p) reverteu o efeito antinociceptivo do extrato na dose de 400
mg/kg e da morfina (Figura 20) na dose de 10 mg/kg (p>0,05). Houve diferenca
estatistica quando comparadas com o controle e entre si (p>0,05). Esse resultado
sugere que ha o envolvimento do sistema opioide no efeito antiociceptivo de EEB-
Ln.
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Figura 20- Influencia do pré-tratamento com naloxona (1,5 mg/kg) no efeito
antinociceptivo do extatro etandlico bruto de Leonotis nepetifolia (400 mg/kg) e
morfina (10 mg/kg), no teste de contor¢des abdominais induzidas por acido acético.
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Os Valores sao expressos em média + erro padrdo da média, (n = 6). Foram consideradas
diferencas estatistica significativamente, * p < 0,05, comparando o grupo tratado (EEB-Ln,
(400 mg/kg), com o grupo salina 0,9%, comparado com o grupo Morfina 10 mg/Kg,
comparado com o0 grupo pré-tratado com naloxona e posteriormente com o EEB-Ln,
comparado com 0 grupo pré-tratado com a naloxona e posteriormente com a morfina,
através da ANOVA seguido pelo teste de Tukey. Fonte: Autoria propria.

5.4.2 Envolvimento dos canais para K* sensiveis ao ATP

Os canais para potassio sensiveis ao ATP participam da atividade elétrica da
membrana plasmatica das células e estdo presentes em diversos tipos de tecidos e
células. Esses canais sdo importantes tanto nas células normais quanto em
processos patoldgicos (AGUILAR-BRYAN et al., 1998). E conhecido que os canais
de para potassio sensivel ao ATP estdo envolvidos na transmissao da dor. O efeito
antinociceptivo através dessa via ocorre pela ativagdo desses canais, alterando o
gradiente eletroquimico, promovendo hiperpolarizacdo da membrana celular,
diminuindo os niveis de Ca?* intracelular, levando a reducdo da liberacdo de

neurotransmissores (OCANA et al., 2004).
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A investigacdo da participacdo dos canais de sensiveis ao ATP no efeito
antinociceptivo do EEB-Ln foi determinada pela utilizacdo do blogueador desses
canais (glibenclamida) e do agonista (diazoxido) desses canais. O tratamento dos
animais com a glibenclamida (2 mg/kg, i.p), reverteu parcialmente o efeito
antinociceptivo de EEB-Ln (400 mg/kg, v.0), no teste de contor¢cdes abdominais
(Figura 21), sugerindo que pode haver o envolvimento desses canais ho mecanismo
antinociceptivo do extrato.

Figura 21- Influencia do pré-tratamento com glibenclamida (2 mg/kg) e diazéxido (3

mg/kg) no efeito antinociceptivo do extatro etandlico bruto de Leonotis nepetifolia
(400 mg/kg) no teste de contor¢cdes abdominais induzidas por acido acético.
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Os Valores sdo expressos em média + erro padrao da média, (n = 6). Foram consideradas diferencas
estatistica significativamente, *p < 0,05, comparando com o grupo salina 0,9%, comparando com o
grupo tratado EEB-Ln (400 mg/kg), comparado com o grupo pré tratado com diazdxido e
posteriormente com 400 mg/Kg do EEB-Ln , comparado com o grupo pré tratado com diazéxido e
posteriormente com 2 mg/Kg de glibenclamida, através da ANOVA seguido pelo teste de Tukey.
Fonte: Autoria propria.

5.4.3 Envolvimento dos receptores serotoninérgicos 5-HTs

Os receptores serotoninérgicos 5HT3 estdo envolvidos no processo
nociceptivo periférico, pois a utilizacdo de bloqueadores seletivos desses receptores
apresentou um efeito antinociceptivo em modelo animal (OKAMOTO et al., 2004).

Estudos apresentaram a participacdo desses receptores na inibicdo descendente da



77

dor, demostrando que os neurdnios serotoninérgicos projetam-se no tronco espinhal
liberando serotonina ha medula (RAHMAN et al., 2009).

Para investigar a participacdo dos receptores serotoninérgicos 5HTs no efeito
antinociceptivo de EEB-Ln os animais receberam a ondansetrona (0,5 mg/kg, i.p)
antagonista do receptor serotoninérgico 5-HTs. O pré-tratamento com a
ondansetrona, no grupo que recebeu EEB-Ln (400 mg/kg, v.0), promoveu uma
reversao do efeito antinociceptivo em comparagdo com o0 grupo que recebeu apenas

o extrato (Figura 22).

Os resultados demonstraram que ha o envolvimento do receptor

bY

serotoninérgico 5-HTs3 na acdo antinociceptiva, devido a ondansetrona reverter o
efeito antinociceptivo de EEB-Ln.
Figura 22- Influencia do pré-tratamento com ondansentrona (0,5 mg/kg) no efeito

antinociceptivo do extatro etandlico bruto de Leonotis nepetifolia (400 mg/kg) no
teste de contorgdes abdominais induzidas por acido acético.
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Os Valores sao expressos em média + erro padrdo da média, (n = 6). Foram consideradas diferencas
estatistica significativamente, *p < 0,05, comparando com o grupo salina 0,9%, comparando com 0
grupo tratado EEB-Ln (400 mg/kg), comparado com o grupo pré tratado com ondanzetrona 2,5 m/kg e
posteriormente com 400 mg/Kg do EEB-Ln , comparado com o grupo pré-tratado com ondanzetrona,

através da ANOVA seguido pelo teste de Tukey. Fonte: Autoria prépria.



78

5.4.4 Envolvimento do sistema colinérgico

O sistema colinérgico esta envolvido nos mecanismos de modulacdo e
percepcdo da dor através da liberacdo de acetilcolina pela medula espinhal
(HABERBERGER et al., 2004). Alguns estudos tém apresentado que o tratamento
de animais com agonistas colinérgicos muscarinico ou inibidores da colinesterase

promovem a antinocicepc¢ao (BARTOLINE et al., 1990).

Em nossos estudos o pré-tratamento dos animais com atropina (1,0 mg/kg,
i.p,) antagonista colinérgico muscarinico nao seletivo, no grupo que recebeu EEB-Ln
nao teve reversao significativa no efeito antinociceptivo quando comparado com o
grupo que recebeu apenas o extrato e a atropina (Figura 23). Dessa forma nao foi
evidenciado o envolvimento da via colinérgica no efeito antinociceptivo de EEB-Ln.
Figura 23- Influencia do pré-tratamento com atropina (1,0 mg/kg) no efeito

antinociceptivo do extatro etanolico bruto de Leonotis nepetifolia (400 mg/kg) no
teste de contor¢cdes abdominais induzidas por acido acético..
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Os valores sdo expressos em média + erro padrdo da média, n = 6. *p < 0,05 significativamente
diferente do grupo controle (ANOVA seguido pelo teste de Tukey). Fonte: autoria propia.
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5.4.5 Envolvimento da via L-arginina- 6xido nitrico

O oxido nitrico (NO) estd envolvido na regulacdo de varios sistemas
biolégicos, dentre eles atua como transdutor no sistema nervoso central, estando
concentrado no corno dorsal da medula espinhal (CURY et al., 2011; LIAUDET et.,
2000). Vérios estudos tém apresentado o papel do 6xido nitrico no mecanismo de
nocicepcao. De acordo com Kawabata et al., (1994), o oxido nitrico induz a dor.
Esse comportamento foi observado em seus estudos de inducdo da dor por
formalina, demonstrando que a L-arginina, substrato da enzima 6xido nitrico sintase

promoveu 0 aumento da nocicepcao.

A producao de Oxido nitrico € o resultado da interacdo entre a L-arginina e a
enzima Oxido nitrico sintase (NOS). Outros estudos ressaltam a importancia do NO
na antinocicepcao, verificando que a inibicdo da NOS produz a antinocicep¢do em
modelo animal (ESPLUGUES, 2002; MOORE et al., 1993). O NO esta envolvido no
mecanismo de dor periférica pelo aumento dos niveis de GMPc em tecidos
inflamados (TORIYABE et al., 2004).

Nessa perspectiva foi investigado o possivel envolvimento da via 6xido nitrico
no efeito antinociceptivo de EEB-Ln. O pré-tratamento dos animais com L-arginina
(600 mg/kg) no grupo que recebeu o EEB-Ln (400 mg/kg) promoveu a reversao do
efeito antinociceptivo do extrato. Nao houve diferenca significativa entre o grupo
tratado com L-NOARG (50 mg/kg) e L-NOARG e o EEB-Ln (Figura 24). Os
resultados evidenciam que ha participacdo da via oxidonitrérgica no efeito

antinociceptivo do extrato etandlico bruto de Leonotis nepetifolia.
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Figura 24- Influencia do pré-tratamento com L-arginina (600 mg/Kg) e L-NOARG (50
mg/Kg) no efeito antinociceptivo do extatro etandlico bruto de Leonotis nepetifolia
(400 mg/kg) no teste de contor¢des abdominais induzidas por acido acético.
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Os Valores sdo expressos em média + erro padrdo da média, (n = 6). Foram consideradas diferengas
estatistica significativamente, *p < 0,05, comparando com o grupo salina 0,9%, comparando com o
grupo tratado EEB-Ln (400 mg/kg), comparado com o grupo 600 mg/Kg de L-arginina, comparado
com o grupo pré-tratado com 600 mg/Kg de L-arginina e posteriormente 400 mg/Kg do EEB-Ln,
comparado com o grupo pré-tratado com 600 mg/Kg de L- arginina e posteriormente 50 mg/Kg do L-
NOARG, através da ANOVA seguido pelo teste de Tukey. Fonte: Autoria propria.

5.5 Avaliagdo da coordenagdo motora de animais submetidos ao tratamento

com o extrato etandlico bruto de Leonotis nepetifolia

5.5.1 Teste do rota rod

Medicamentos que reduzem a atividade do SNC (sedativos, neurolépticos e
ansioliticos) interferem na coordenagdo motora quando avaliados no teste do rota-
rod. A partir desse teste pode-se avaliar a atividade miorrelaxante ou danos
neurolégicos minimos (sedacao, ataxia, hiperexitabilidade) no periodo de tempo em

gue 0s animais passam sobre a barra giratoria (MARQUES et al., 2013).

Em testes de nocicepcgao é observado o envolvimento de resposta motora. A
incordenacdo motora e provocada por substancias que promovem sedacao ou

relaxamento muscular interferindo na resposta antinociceptiva (LAPA et al., 2003).
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Para avaliar o efeito do EEB-Ln sobre o sistema nervoso central dos animais,

realizamos o teste de coordenacdo motora (rota rod).

O tempo de permanéncia dos animais na barra giratéria ndo foi alterado apés
a administracdo das doses do EEB-Ln (100, 200 e 400 mg/kg v.0) em comparacao
com o grupo controle (p<0,01) em todos os tempos de avaliacfes (Figura 25). Ja os
animais tratados com o farmaco padrdo, diazepam (2,5 mg/kg) reduziram o tempo
de permanéncia na barra giratéria estatisticamente significante (p<0,01). N&o houve
diferenca significativa entre as doses do EEB-Ln quando comparadas entre si
(p<0,05).
Figura 25- Efeito do extrato etandlico bruto de Leonotis nepetifolia (100, 200 e 400

mg/kg) e diazepam (2,5 mg/kg) sobre a coordenacdo motora de camundongos, no
teste de rota rod.
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Os Valores sdo expressos em média + erro padrdo da média, (n = 6). Foram consideradas diferengas
estatistica significativamente, *p < 0,05, comparando com o grupo salina 0,9%, comparando com 0s
grupos tratado EEB-Ln (100, 200 e 400 mg/kg), comparado com o grupo 2,5 mg/Kg de diazepam,
através da ANOVA seguido pelo teste de Tukey. Fonte: Autoria propria.

5.6 Atividade anti-inflamatoria do extrato etanélico bruto de Leonotis
nepetifolia

Apos o teste da formalina indicar que EEB-Ln possui um potencial efeito

analgésico e anti-inflamatorio, diminuindo o tempo de lambida da pata dos animais
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na segunda fase do teste, investigamos o efeito anti-inflamatorio do extrato nos
modelos de edema de pata induzido por carragenina e histamina. Esses modelos
farmacoldgicos séo eficientes e bastantes utilizados para avaliar produtos naturais
com efeito anti-inflamatério (OLIVEIRA et al., 2004).

5.6.1 Edema de pata induzido por carragenina

Os estimulos provocados quando administrados o agente flogistico
(carragenina) na regido subplantar da pata traseira do camundongo promovem um
processo inflamatério agudo, provocando um inchaco da pata devido ao
extravasamento de liquido e proteinas, com migracdo dos leucécitos para a regido
da inflamacdo (POSADAS et al., 2004). A migracdo de proteinas séricas e
leucdcitos, principalmente os neutrofilos, do sangue para o tecido extravascular séo
caracterizados como uma reacdo de microcirculacdo, este movimento é regulado
pela liberacdo de mediadores vasoativos e quimiotaticos, 0os quais contribuem para
0s sinais cardinais classicos da inflamacédo (SERHAN; CHIANG; VAN DYKE, 2008).

A carragenina € um agente flogistico que induz a migracéo de leucécitos, tais
como os neutrofilos. O processo inflamatério produzido por este modelo é lento e
prolongado, tornando possivel avaliar a saida de liquido intersticial, bem como
migracdo de células, além da presenca de citocinas, enzimas e mediadores
quimicos, tais como o NO, PGEz, IL-183, IL-6 e TNF-a (LORAM et al., 2007).

Os resultados demonstraram que o extrato etandlico bruto de Leonotis
nepetifolia nas doses de 100, 200 e 400 mg/kg reduziu o edema de pata dos
camundongos induzido por carragenina 1% (20 uL/pata) de forma estatisticamente
significativa (p<0,05), em todos os tempos de avaliacdo, ou seja,nale2hena3e
4 h apos o estimulo, apresentando melhor efeito que o farmaco padréo (Figura 26).
A indometacina (20 mg/kg, i.p) também reduziu o edema de pata (p<0,05) durante

as 4 horas de experimento.

A primeira fase do processo inflamatério normalmente é ocasionada pela
acao de mediadores pro-inflamatoria, tais como histamina, serotonina e bradicinina e
um aumento de bradicinina e da sintese de prostaglandinas nos tecidos

circunvizinhos. Na segunda fase do processo inflamatério inicia-se a migragdo de
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leucdcitos para o local da inflamacgéo, havendo liberacdo de enzimas proteoliticas,
promovendo o aumento da geracao de prostaglandinas e producao de Oxido nitrico
no local (ZHU et al., 2011; COSTA et al., 2016).

Figura 26- Efeito anti-inflamatodrio do extrato etandlico bruto de Leonotis nepetifolia
(EEB-Ln 100, 200 e 400 mg/kg) e indometacina (20 mg/kg), sobre o edema de pata
induzido por carragenina.
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Os Valores sdo expressos em média + erro padrdo da média, (n = 6). Foram consideradas diferengas
estatistica significativamente, *p < 0,05, comparando com o grupo salina 0,9% + Carragenina,
comparando com o grupo tratado EEB-Ln (100, 200 e 400 mg/kg), comparado com o grupo 20 mg/Kg
de indometacina através da ANOVA seguido pelo teste de Tukey. Fonte: Autoria prépria.

5.5.2 Edema de pata induzido por histamina

Na tentativa de verificar o efeito anti-inflamatoério promovido pelo EEB-Ln no
teste anterior, foi induzido o edema de pata através da administracdo de histamina, a
qual atua por meio do aumento da permeabilidade celular decorrente da
vasodilatacdo, desencadeada pela ligacdo aos receptores H1l das células
endoteliais. A histamina é uma amina vasoativa, fundamental no processo
inflamatério, promovendo a contracdo e separagdo das células endoteliais,

permitindo a passagem dos leucdcitos circulantes (MENEZES et al., 2006).

O resultado do edema de pata induzido por histamina demonstrou uma

reducdo estatisticamente significativa (p<0,05), quando os animais foram tratados
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com EEB-Ln (400 mg/kg, v.0), nos tempos de 30, 60 e 90 min (Figura 27), quando
comparado com o0 grupo controle negativo (salina + Histamina). A indometacina
também foi capaz de reduzir o edema nos tempos de 30, 60 e 90 min. Esses
resultados evidenciam que o extrato etandlico bruto de Leonotis nepetifolia
apresenta efeito anti-inflamatério, com possiveis efeitos anti-histaminicos.

Figura 27- Efeito anti-inflamatorio do extrato etandlico bruto de Leonotis nepetifolia

(EEB-Ln 400 mg/kg) e indometacina (20 mg/kg), sobre o edema de pata induzido por
histamina.
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Os Valores sdo expressos em média + erro padrdo da média, (n = 6). Foram consideradas diferengas
estatistica significativamente, *p < 0,05, comparando com o grupo salina 0,9% + histamina,
comparando com o grupo tratado EEB-Ln (400 mg/kg), comparado com o grupo 20 mg/Kg de
indometacina, através da ANOVA seguido pelo teste de Tukey. Fonte: Autoria prépria.
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CONCLUSOES
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6 CONCLUSOES

Os resultados apresentados demonstraram que o extrato etandlico bruto de
Leonotis nepetifolia possui diferentes classes de metabdlitos secundarios, os quais
foram detectados na triagem fitoquimica preliminar, com destaque para a presenca

de flavonoides que foram confirmados na analise por CLAE-DAD.

A investigacdo da toxicidade aguda do extrato etandlico bruto de Leonotis
nepetifolia demonstrou um bom perfil de seguranca, ndo provocando morte, nem
alteracdes no consumo de agua e racdo no periodo de avaliacbes dos animais.
Porém os parametros hematoldgicos, bioquimicos, histopatolégicos sao necessarios
serem realizados para contribuicdo do perfil de seguranca do extrato etandlico bruto

de Leonotis nepetifolia.

EEB-Ln possui efeito antinociceptivo em diferentes modelos farmacoldgicos,
quimicos e térmico (contor¢bes abdominais induzidas por &cido acético, teste da
formalina e placa quente). O efeito antinociceptivo de EEB-Ln envolve mecanismos
centrais e periféricos, possivelmente atuando pelas seguintes vias: opioide, canais
para potassio sensiveis ao ATP, éxido nitrico e receptor serotoninérgico 5-HTsz. O
EEB-Ln néo afetou a coordenacdo motora dos animais no teste de rota rod, um
indicio que o efeito antinociceptivo do extrato ndo esta relacionado com sedacao ou

relaxamento muscular dos animais.

EEB-Ln apresentou efeito anti-inflamatorio através da reducéo do edema de
pata dos animais induzido por carragenina e histamina, apresentando efeito

antiedematogénico, envolvendo a via histaminica.

Os resultados obtidos e apresentados nesse trabalho contribuem para a
caracterizacdo do perfil fitoquimica e investigacdo da atividade farmacologica da

espécie Leonotis nepetifolia.
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ANEXO A- Protocolo Experimental da Triagem Farmacol6gica Comportamental
(Modelo retirado de Almeida et al., 2006).

ATIVIDADE FARMACOLOGICA

Quantificacdo dos efeitos
(0) sem efeito, (-) efeito dimuinuido, (+) efeito presente, (++) efeito intenso

até 30’

60’

120°

180’

240°

1-SNC

Agressividade

Ambulacdo aumentada

Andar em circulo

Autolimpeza

Bocejo

Contor¢6es abdominais

Convulstes

Escalar

Estereotipia

Irritabilidade

Levantar

Movimentagao intensa das vibrissas

Pedalar

Sacudir a cabeca

Saltos

Tremores

Vocalizagao

b) Depressores

Abducéo das patas do trem posterior

Ambulacao diminuida

Analgesia

Ataxia

Catatonia

Cauda de Straub

Hipnose

Perda do refllexo auricular

Perda do reflexo corneal

Ptose palpebral

Refexo do endireitamento

Resposta ao toque diminuida

Sedacéo

2) SNA

Cianose

Constipacédo

Defecaacgéo

Diarréia

For¢a para agarrar

Lacrimejamento

Micgéo

Piloerecao

Respiracéo

Salivacéo

Toénus muscular

3 - MORTE
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ANEXO B - Parecer do Comité de Etica para Uso de Animais (CEUA)

HJ!IDAG@D UNIVERSIDADE FEDERAL DO VALE DO SAQ FRANCISCO
COMITE DE ETICA E DEONTOLOGIA EM ESTUDOS E PESQUIAS - CEDEP
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS- CEUA

CERTIFICADO

Ceriificamos que o projeto  intitulado “AUALIA(;ED . DA ATIVIDADE
TOXICOLOGICA, ANTINOCICEPITIVA E ANTINFLAMATORIA DE Leonotis
nepetifolia”, Protocolo n® 0009150616, que utilizam 206 animais da espécie Mus
musculus, sob a responsabilidade de Jackson Roberto Guedes da Silva
Almeida, estando de acordo com os principios éticos de experimentacdo animal
da Comiss&o de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal do Vale do Sao
Francisco.

Cerify that the project entited “EVALUATION TOXICOLOGICAL,
ANTINOCICEPTIVE AND ANTIHNFLAMMATORY ACTIVITY OF Leonotis
nepetifolia®, protocol number n® 0009/150616, utilizing 206 animals of specie Mus
musculus, under the responsibility Jackson Roberto Guedes da Silva Almeida,
being in accordance with the ethical principles of animal expernmentation adopted
by Ethics Committee on Animal Use at the Federal University of Vale do S3o
Francisco.

Petrolina, 08 de julho de 2016.
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Andréa Vieira Colombo — Coordenadora
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CEP 56.304-205 - Petroling — PE TelFax: (87) 21016806 E-mails: cedep@univast end br
cens@umivastedo br
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Sao Francisco.

IX Semana de Ensino, Pesquisa e Extensao
| 'i

20 a 22 de Outubro de 2016, Juazeiro -BA

Certificamos que
Jackson de Menezes Barbosa

apresentou o resumo intitulado Avaliagao da toxicidade aguda do extrato etanolico bruto de Leonotis nepetifolia
(lamiaceae)., com autoria de Jackson de Menezes Barbosa; Jackson Roberto Guedes da Silva Almeida; Ana Ediléia
Barbosa Pereira Leal; Erica Martins de Lavor; Fernanda Pires Rodrigues de Almeida Ribeiro; Roxana Braga de
Andrade Teles, na Mostra de Pos-graduacao da IX Semana de Ensino, Pesquisa e Extensao - SCIENTEX,
realizado de 20 a 22 de Outubro de 2016, no Campus da Univasf de Juazeiro.

Jackson Roberto Guedes da Silva Almeida
Pro-Reitoria de Pesquisa, Pos-Graduagao e Inovagéo
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Apéndice IlI- Apresentacdo de trabalho no VI Simpdésio de Plantas Medicinais do
Vale do Séo Francisco.




