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Resumo

As plantas medicinais sempre foram utilizadas pelo homem para sanar
problemas de salude. Este tratamento é baseado principalmente na
observacdo do comportamento dos animais frente as plantas e na passagem
dos costumes de sua utilizacdo de geracdo em geracdo. Muitos
medicamentos fitoterapicos sdo atualmente utilizados na terapéutica depois
de sua acdo comprovada cientificamente, validando seu uso e eficacia.
Tendo em vista o0s altos investimentos aplicados pelos grandes
conglomerados farmacéuticos no desenvolvimento de novos farmacos e a
descoberta relativamente lenta destes, as plantas sdo sem duvida fontes
pouco exploradas para esse fim ja que existem poucos estudos quando
comparado ao grande numero de espécies da flora. O objetivo deste estudo
foi avaliar as atividades antiinflamatoéria, antipirética e antinociceptiva do
extrato bruto de Alternanthera brasiliana (EAB) no modelo de edema de pata
induzido por carragenina, no modelo de febre induzida por substancia
pirogéncia, Lipopolissacarideo- LPS e no modelo de dor induzida por
formalina em ratos, respectivamente. No teste de atividade antipirética, a
inibicdo do EAB na concentragdo de 40mg/kg ocorreu em dois intervalos:
4,5h, inibicdo de 31,4% e 6h, 35,7% de reducdo. J4 na concentracdo de 80
mg/Kg s6 ocorreu na 62 hora, 42,8%. A dose de 160mg/kg inibiu a febre
significativamente, 30,6%, apenas em torno de 4,5h apos a injecado do LPS.
As doses de 640 e 1280 mg/kg demonstraram ser eficientes em reduzir a
febre principalmente entre a 22 e 62 horas, onde o pico de inibicdo na 32 hora
(47% para a menor dose e 35,2% para dose de 1280 mg). Nos resultados
referentes a inibicdo do edema provocado por carragenina observa-se que as
doses de 640 e 1280mg/kg foram eficazes na reducao do edema entre as 32
e 52 horas, com pico de inibicdo de 36,8% na 32 hora para a dose de 1280
mg e diminuicdo de 36,2% na 42h para a menor dose, demonstrando
resultado semelhante a droga antiinflamatoria utilizada como controle
positivo, a indometacina. A administracdo do EAB no teste de nocicepgéo,
nas doses de 640 e 1280mg, mostrou inibicdo significativa sobre o nimero de
sacudida de pata nos ratos, tanto na fase neurogénica, entre 0 e 5 min,
guanto na fase inflamatéria, 15-20 min, onde o intervalo de inibicdo maxima
aconteceu entre 15-19 min para a dose de 640 mg, 70,6% e entre 20-24 min
para dose de 1280 mg, 54,4%. Este estudo indica que a planta estudada
apresenta atividades antiinflamatdéria, antinociceptiva e antipirética.

Palavras-chave : Plantas medicinais, Alternanthera brasiliana, atividade
antiinflamatoria, atividade antinociceptiva e atividade antipirética
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Abstract

Medicinal plants have always been used by man to solve health problems.
This treatment is based mainly on observation of behavior of animals and
plants in the front passage of the customs of its use from generation to
generation. Many herbal medicines are currently used in therapy after his
action proved scientifically, validating its use and effectiveness. Considering
the high investments implemented by large conglomerates in the development
of new pharmaceutical drugs and the discovery of these relatively slow, the
plants are certainly sources little used for this purpose since there are few
studies compared the number of species of flora. The aim of this study was to
evaluate the activities antiinflammatory, antipyretic and antinociceptive of the
crude extract of Alternanthera brasiliana (EAB) in the model of paw edema
induced by carrageenan, in the model of fever induced by substance
pirogéncia, lipopolysaccharide-LPS and the type of pain induced by formalin
in rats, respectively. The testing of antipyretic activity, inhibition of EAB in the
concentration of 40mg/kg occurred in two intervals: 4.5 h, inhibition of 31.4%
and 6h, 35.7% reduction. Already at a concentration of 80 mg / kg was only
the 6th time, 42.8%. The dose of 160mg/kg significantly inhibited the fever,
30.6%, only around 4.5 h after injection of LPS. The doses of 640 and 1280
mg / kg shown to be effective in reducing fever mainly between the 2nd and
6th hours, where the peak of inhibition at the 3rd hour (47% for lower dose
and 35.2% for a dose of 1280 mg) . In results for the inhibition of edema
caused by carrageenan was observed that doses of 640 and 1280mg/kg were
effective in reducing the swelling between the 3rd and 5th hours, with peak
inhibition of 36.8% in the 3rd time for the dose of 1280 mg and a decrease of
36.2% in the 4th h for the lower dose, showing results similar to anti-
inflammatory drug used as positive control, the indomethacin. The
administration of the EAB test nociception at doses of 640 and 1280mg,
showed significant inhibition on the number of shaken to paw in rats, both the
neurogenic phase, between 0 and 5 min, and in the inflammatory phase, 15-
20 min, where the range of maximum inhibition occurred between 15-19 min
for a dose of 640 mg, 70.6% and between 20-24 min for a dose of 1280 mg,
54.4%. This study indicates that the plant studied presented anti-inflammatory
activity, antinociceptive and antipyretic.

Keywords : Medicinal plants, Alternanthera brasiliana, anti-inflammatory
activity, antinociceptive activity and antipyretic activity
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1. Introducéo

1.1. Plantas Medicinais

Desde as antigas civilizagdes, o homem tem confiado nas plantas como um
arsenal profilatico ou terapéutico para manter e restaurar a saude. A referéncia
mais antiga que se tem conhecimento do uso das plantas data de mais de
sessenta mil anos. As primeiras descobertas foram feitas por estudos
arqueoldgicos em ruinas do Ira. Também na China, em 3.000 a.C, ja existiam
farmacopéias que compilavam as ervas e as suas indicacdes terapéuticas. A
utilizacdo das plantas medicinais faz parte da histéria da humanidade, tendo
grande importancia tanto no que se refere aos aspectos medicinais, como culturais
(REZENDE & COCCO, 2002).

Popula¢des nativas de todo o mundo sdo responséaveis pelo grande elenco
das plantas atualmente cultivadas para suprir necessidades alimenticias,
industriais ou médicas, bem como por cultivares que ainda desconhecemos e séo
utilizados por essas populagcdes. As investigacfes etnobotanicas realizadas no
decorrer dos ultimos 100 anos tém provado essas afirmativas (ALBUQUERQUE,
1997).

De acordo com Pitman (1996) o conhecimento sobre as plantas medicinais
€ proveniente, pelo menos, de trés fontes principais: a observacdo cuidadosa dos
efeitos de certos alimentos e condimentos, dando a idéia de como utiliza-los em
caso de doencas; a observacdo das atitudes de animais e insetos perante as
plantas, inspirando o ser humano a utilizar tais vegetais como elementos de cura;
e a observacdo das caracteristicas proprias das plantas e a formulacéo de idéias
acerca das suas qualidades, seguidas da experimentagdo dos seus efeitos. Em
resumo, por meio da tentativa e do erro, pouco a pouco 0S povos mais primitivos
da historia da humanidade passaram a conhecer as plantas de seu ecossistema e
a reconhecer suas propriedades, inclusive as medicinais.

As plantas medicinais representam a principal matéria médica utilizada

pelas chamadas medicinas tradicionais, ou ndo ocidentais, em suas praticas
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terapéuticas, sendo a medicina popular a que utiliza o maior nUmero de espécies
diferentes (HAMILTON, 2003). A necessidade exige e a ciéncia busca a unificacdo
do progresso com aquilo que a natureza oferece, respeitando a cultura do povo
em torno do uso de produtos ou ervas medicinais para curar os males (ACCORSI ,
2000). O conflito entre as formas de cura alternativa e o saber cientifico ocorre a
partir do momento em que os leigos exerciam formas alternativas de cura, e este
conhecimento era, em geral, desvinculado do saber académico, sendo entdo
considerado ilegitimo. O uso das praticas alternativas em saude tem persistido,
entre outros motivos, pela dificuldade no acesso a assisténcia de salude para parte
da populacédo, que ndo tem suas demandas e necessidades atendidas, as quais
sao parcialmente supridas pelo uso das terapias alternativas e também por opc¢éo
pessoal (REZENDE & COCCO, 2002).

As plantas séo importantes fontes de substancias naturais biologicamente
ativas, muitas das quais podem ser utilizadas como modelo para a sintese de
compostos ativos e/ou seletivos para o tratamento de determinada doenca. A
sintese é realizada por meio de estudos sobre a estrutura e a atividade bioldgica,
visando determinar quais sdo os fatores mais importantes relacionados a
determinada atividade (CORDELL, 1995). Embora muitos compostos derivados de
plantas com efeitos medicinais possam ser sintetizados em laboratérios, tal
sintese é complexa e os rendimentos, muitas vezes, sdo baixos e a producgdo
economicamente inviavel (FRANCA, 2001).

No Brasil, a utilizagdo de medicamentos fitoterapicos ou preparados
extraidos de plantas é significativa, isto porque a biodiversidade da flora brasileira
€ grande e apresenta um importante potencial terapéutico. Além disso, o dificil
acesso aos medicamentos convencionais, tendo em vista o alto custo, torna
interessante 0 uso de terapias alternativas e o0 uso terapéutico de produtos
naturais, especialmente aqueles derivados de plantas (RATES, 2001). E
importante também ressaltar que a industria farmacéutica no Brasil possui um
faturamento significativo na faixa de U$ 10 bilhdes e estima-se que 25% deste
faturamento seja originado de medicamentos derivados de plantas (GARCIA et al.,
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1996). Estes fatos fazem com que muitos pesquisadores investiguem as
propriedades quimicas e bioldgicas de plantas.

Segundo a Resolugdo da Diretoria Colegiada no. 48/2004 da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA, fitoterapicos sdo medicamentos
preparados exclusivamente com plantas ou partes de plantas medicinais (raizes,
cascas, folhas, flores, frutos ou sementes), que possuem propriedades
reconhecidas de cura, prevencdo, diagnostico ou tratamento sintomatico de
doencas, validadas em estudos etnofarmacoldgicos, documentacdes
tecnocientificas ou ensaios clinicos de fase 3. Com o desenvolvimento da ciéncia
e da tecnologia as plantas medicinais estdo tendo seu valor terapéutico
pesquisado e ratificado pela ciéncia e vem crescendo sua utilizacdo recomendada
por profissionais de saude.

Pode-se observar as novas tendéncias no uso de produtos fitoterapicos,
pois entre 1960 e 1980 a utilizacdo era motivada pelo uso folclérico tradicional e
0s consumidores eram hippies, "advogados" da medicina alternativa. Em 1990, o
mercado foi motivado pela combinacéo de folclore, pesquisas cientificas e a midia,
e 0s consumidores eram idosos da classe meédia, procurando pela medicina
natural e a manutencao da saude. As vendas de fitoterapicos alcancaram cifras da
ordem de bilhdes de délares na Europa, Asia, Jap&o e Estados Unidos, num total
de 12 a 15% das vendas de medicamentos no mercado mundial. O aumento nas
vendas foi resultante das pesquisas cientificas realizadas (WILKINSON, 1998).

Algumas caracteristicas desejaveis das plantas medicinais sdo eficacia,
baixo risco de uso, assim como reprodutibilidade e estabilidade. Entretanto, devem
ser levados em conta alguns pontos para formulagdo dos fitoterapicos,
necessitando do trabalho multidisciplinar para que a espécie vegetal seja
selecionada corretamente, o cultivo seja adequado, a avaliagdo dos teores dos
principios ativos seja feita e para que a manipulacdo e a aplicagdo na clinica
meédica ocorram (NAKAZAWA, 1999).

No Brasil ha cem mil espécies catalogadas, sendo apenas dois mil com uso
cientifico comprovado (REZENDE & COCCO, 2002).

16



O aproveitamento adequado dos principios ativos de uma planta exige o
preparo correto, ou seja, para cada parte a ser usada, grupo de principio ativo a
ser extraido ou doenca a ser tratada, existe forma de preparo e uso mais
adequados. A maioria dos efeitos colaterais conhecidos, registrados para plantas
medicinais, sdo extrinsecos a preparacao (CALIXTO, 2000) e estdo relacionados a
diversos problemas de processamento, tais como identificacdo incorreta das
plantas, falta de padronizacdo, pratica deficiente de processamento,
contaminacgédo, substituicdo e adulteragdo de plantas, preparagdo e/ou dosagem
incorretas.

As informacg6es técnicas ainda sé@o insuficientes para a maioria das plantas
medicinais, de modo a garantir qualidade, eficAcia e seguranca de uso das
mesmas. A domesticacdo, a producdo, 0s estudos biotecnolégicos e o
melhoramento genético de plantas medicinais podem oferecer vantagens, uma
vez que tornam possivel obter uniformidade e material de qualidade que séo
fundamentais para a eficacia e seguranca (CALIXTO, 2000).

As plantas medicinais podem ser classificadas por categorias (RUDDER,
2002) de acordo com sua agdo sobre o organismo, como: estimulantes,
calmantes, emolientes, fortificantes, de acdo coagulante, diuréticas, sudoriferas,
hipotensoras, de funcdo reguladora intestinal, colagogas, depurativas,
remineralizantes e reconstituintes.

Por meio de uma analise histérica observa-se que a descoberta e
desenvolvimento de varios medicamentos estdo intimamente ligados as plantas.
No inicio utilizavam-se sucos ou extratos brutos vegetais, antes do
desenvolvimento de métodos de extracdo, purificacdo e identificacdo. Com o
desenvolvimento tecnoldgico, algumas plantas passaram a ser empregadas como
fonte para a extragédo direta dos principios ativos, e estes serviam como material
de partida para a sintese de derivados quimicos ou mesmo como modelo para a
sintese total de farmacos (SANTOS, 2006). Entretanto, em alguns casos, 0S
principios ativos responsaveis pela agdo farmacoldgica sdo desconhecidos e o
sinergismo entre as substancias parece ser o principal responsavel pela sua acéo

(KINGHORN, 2001). Assim, é possivel que a atividade farmacoldgica seja
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resultante da acdo de mais de um componente, que podem eventualmente atuar
sobre 0s mesmos processos biogquimicos, assim como de outras maneiras,
modificando solubilidade, alterando fenbmenos de absorcdo ou influenciando a
estabilidade (SCHENKEL et al 2001).

O uso de produtos naturais na terapia continua vivo e presente devido a
dificuldade crescente em se descobrir, e também desenvolver, novas entidades
moleculares (VUORELA et al, 2004). Além disso, deve-se ressaltar que em uma
Unica planta pode haver varias substancias quimicas diferentes, o que permite
concluir que entidades moleculares novas contidas no reino vegetal ainda podem
ser descobertas (HOSTETTMANN et al., 2003).

Mesmo a fitoterapia sendo eficaz, cabe aos profissionais de saude orientar
as pessoas quanto ao uso indiscriminado de algumas plantas medicinais. Sendo
um assunto de Saude Publica, caberia aos profissionais de salude e aos
programas nacionais de saude (Programa Saude da Familia - PSF e Programa
Agentes Comunitarios de Saude - PACS) esclarecer davidas da populacéo,
orientando a utilizacdo correta de plantas medicinais nas Unidades de Saude e
nas visitas domiciliares (ARNOUS, et al., 2005).

Desta maneira, é importante a participacdo dos profissionais de saude
nesta area, visando uma integracdo do conhecimento utilizado pelo sistema de
saude oficial ao popular, pois as terapias alternativas tém muito a oferecer,
podendo contribuir com as ciéncias da saude, além de possibilitar ao individuo
relativa autonomia em relagcdo ao cuidado com a sua saude (REZENDE &
COCCO, 2002).

1.2. Alternanthera CF brasiliana (L) KUNTZE

Conhecida popularmente como meracilina, aconito-do-mato, caaponga,
cabeca-branca, carrapichinho, carrapichinho do mato, ervanco, nateira, perpetua-
do-mato, perpetua-do-brasil, quebra-branca, quebra panela, sempre-sisa,
terramicina e doril, a Alternanthera CF brasiliana(L) Kuntze € uma planta utilizada

em ornamentacgdes pelo colorido das folhas (Figuras 1 e 2).
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Trata-se de uma angiosperma da familia Amarantaceae, herbacea perene,
de base lenhosa, com ramos decumbentes ou semi-eretos, de 0,60-1.20 m de
altura, nativa de areas abertas de quase todo o Brasil, principalmente da regido
litorAnea e Amazébnica. Possui folhas simples, as superiores subsésseis e as
inferiores pecioladas algumas vezes de tons arroxeados, de 4-8 cm de
comprimento, as flores sdo muito pequenas, reunidas em densos glomérulos no
apice dos ramos, que por sua vez formam uma panicula aberta (LORENZI &
MATQOS, 2001).

A meracilina é cultivada em grupos para efeitos de massa colorida a pleno
sol, em canteiro de terra bem estercadas, permeaveis e mantidas Umida através
da irrigacdo periddica. E sensivel a baixa temperatura, sendo indicada apenas
para regido tropical (SOUZA, 2001). A Alternanthera CF brasiliana(L) Kuntze,
possui 6leos essenciais composto principalmente por acetato de bornilo, acetato
de elemenol, alcanfor, a- cimeno, a- pineno, a- terpineol, azuleno, canfeno,

curcumeno, eudesmol, limoneno, linalol.

Figura 1 — Detalhe da parte aérea Figura 2 — Canteiro de Alternanthera
Alternanthera brasiliana cultivada o brasiliana cultivada o horto da
horto da Fundagdo de Medicina Fundacdo de Medicina Tropical do
Tropica do Estado do Tocantins - Estado do Tocantins - FMT/TO
FMT/TO.
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Outros Oleos essenciais presentes nessa planta séo: triterpenos do tipo
esteroidal (a, y, B - espinasterol); B-sitosterol e estigmasterol (frutos),
leucoantocianidinas, alcaldides, saponinas (acido aleanico como aglicona e
raminose o glicose como acucar) cloreto de colina (ALONSO, 1998).

A meracilina € uma planta medicinal amplamente utilizada no tratamento de
certas doencas, incluindo inflamacgdes e dores. Embora investiga¢des fitoquimicas
sobre a espécie sejam raras, alguns autores tém demonstrado que o género
Alternanthera contenha muitos esterdides (SOUZA, 2001) e flavonoides
(BROCHADO et al., 2003). Analises fitoquimicas preliminares indicam a presenca
de terpenos, esterdides e compostos fendlicos, sendo o constituinte mais
importante, B-sitosterol (SOUZA, 2001; MACEDO et al., 1999).

Alguns estudos demostram que A. brasiliana apresenta atividade in vitro
contra varios virus, incluindo o da Herpes simplex (LAGROTA et al., 1994), e
extrato dessa planta extraido com solvente organico apresentou uma
citotoxicidade em tumores e consideravel atividade anti-tumoral ( LORENZI &
MATQOS, 2001).

De acordo como Lorenzi & MATOS (2001), a infusdo das folhas de A.
brasiliana apresenta efeito diurético, digestivo, depurativo, sendo empregada para
moléstia do figado e da bexiga. Ja a infusdo da inflorescéncia é considerada
béquica, suas folhas sdo usadas como adstringentes e antidiuréticos, enquanto
gue a planta inteira € macerada e usada contra prisdo de ventre.

A toxicidade parece estar relacionada com a presenca de Tujona no 6leo
essencial da planta, que, em altas doses ou por uso prolongado, pode causar
guadros convulsivos, insdnia, nauseas, vestigios e pesadelos (ALONSO, 1998).

A Familia amarantaceae é composta por diversas espécies que possuem
composicoes e atividades totalmente deferentes, Alternanthera brasiliana e Pfaffia
glabrata possuem elementos como: P, S, K, Ca, Mn, Fe, Cu, Zn, Sr, e Pb em
ambas as espécies, podendo ser encontrado elementos como: ClI, Ti, Cr, Co, Ni,
Br, Rb, Sr, Cd, Sn, Sb, e Ba em algumas delas (SALVADOR et al., 2004).

Em estudo realizado por Batista (2008) ndo se verificou atividade

antimicrobiana da A. brasiliana sobre cepas ATCC e isoladas na comunidade de
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bactérias gram-negativas e gram-positivas. Entretanto, Salvador (2004) observou
gue A. maritima apresentou atividade antimicrobiana contra bactérias gram-
positivas e gram-negativas. A concentracdo inibitéria minima variou de 25 a 500
pg/mL, sendo possivel encontrar na analise cromatografica esteroides, acidos
organicos, saponina, flavonoides, agliconas e flavondides glicosidios. A.pungens
possui atividade farmacologica similar a furosemida, que tem como funcéo
diminuir a reabsorcao do cloreto de so6dio e aumentar a excre¢cao de potassio no

tabulo distal.

1.3. Inflamacéao

A palavra inflamacéo, do grego phlogosis e do latim flamma, significa fogo,
area em chamas. Descricbes das caracteristicas clinicas da inflamagéo foram
encontradas em papiros egipcios, datados de aproximadamente 3000 a.C., mas o
primeiro autor a listar os quatro sinais cardeais da inflamacéo foi Celsius, um
escritor romano do século |, que relatou o aumento no fluxo sanguineo e a
dilatacdo dos pequenos vasos, rubor, 0 aumento da permeabilidade vascular,
tumor, que levaria a um aumento na temperatura local, calor, e dor local (ROCHA
e SILVA & GARCIA LEME, 2006). Em 1793 John Hunter, um cirurgido escoceés,
observou o que é Obvio para os tempos atuais: que a inflamacdo ndo € uma
doengca, mas uma resposta sem especificidade, com objetivos salutares ao
hospedeiro (KUMAR et al., 2005).

A reacao inflamatoria € um evento complexo que envolve o reconhecimento
do agente/estimulo lesivo, para sua posterior destruicdo e tentativa de reconstruir
o tecido danificado O reconhecimento desencadeia a ativacéo e a amplificacdo do
sistema imune resultando na ativagdo de células e na liberagdo de diversos
mediadores responsaveis pela resposta inflamatoria. No entanto, se a destruicdo
do agente agressor e 0 processo de reparo ndo ocorrem de maneira eficiente e
sincronizada, a resposta inflamatéria pode levar a uma leséo tecidual persistente
induzida pelo acumulo de leucdcitos, coladgeno entre outras substéncias que

podem ser prejudiciais ao organismo (NATHAN, 2002).
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A resposta inflamatéria pode ser dividida em trés fases distintas.
Inicialmente existe uma fase aguda, de duragdo variavel, onde ocorre
vasodilatacdo local e aumento da permeabilidade capilar, seguida de uma fase
subaguda caracterizada por infiltracdo de leucécitos e de células fagociticas e
posteriormente, ocorre regeneracao tecidual ou fibrose (SUZUKI et al., 2003).

Na primeira fase da reacdo inflamatéria, predominam o0s eventos
vasculares: vasodilatacdo na area lesada, aumento do fluxo sangiiineo, aumento
da permeabilidade e recrutamento de vasos normalmente hipofuncionantes. Além
disso, pode ocorrer também elevagédo da temperatura local (calor) (LATEY, 2001).
A vasodilatacéo se deve a liberacédo de diferentes mediadores: cininas, histamina,
serotonina, leucotrienos, PAF-acéter, fracdo Cba do sistema complemento,
prostaglandinas (PGD,, PGE,, PGIl,, PGF,,) e substancias liberadas localmente
nas terminagfes nervosas (taquicininas e o peptideo relacionado ao gene da
calcitonina - (CGRP) (LECCI et al., 2000). Este aumento da permeabilidade
vascular culmina com a saida de um fluido rico em proteinas (exsudato) para o
meio extravascular resultando em acumulo deste, no local da lesdo (edema)
(PATTERSON e LUM, 2001). O exsudato formado facilita a liberagcdo de outros
mediadores que amplificam a resposta inflamatéria.

Ja na fase subaguda ocorre a migracdo de leucocitos e de outras células
fagociticas para o sitio da les&o. Este evento celular € denominado de quimiotaxia.
Os fatores quimiotaticos sdo gerados tanto na corrente sanglinea quanto no sitio
da lesdo. Assim, o sistema complemento e as cininas sao considerados
importantes fatores quimiotaticos de origem plasmética (FRANGOGIANNIS et al,
2002). A mobilizacdo adequada dos leucdcitos circulantes é fundamental para a
defesa do organismo, devido a sua capacidade fagocitica e de destruicdo do
agente nocivo.

Por fim, a inflamacao da passagem aos processos de reparo e cicatrizacao
gue permitem a recuperacao integral da funcao tecidual, restitutio ad integrum
(WALZOG e GAEHTGENS, 2000). Entretanto, uma reacgdo inflamatoria
exacerbada pode levar a lesdo tecidual e, se severa, causar descompensacao
fisiolégica, disfungéo organica e morte (SHERWOOD & TOLIVER-KINSKY, 2004).
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A resposta imune pode ser dividida em respostas inatas e adaptativas. O
sistema imune inato é ativado imediatamente ap0s uma infec¢do, desencadeando
a resposta do hospedeiro ao microorganismo infectante e emitindo um sinal de
ativacdo para a resposta imunologica adaptativa. Eventos como a vasodilatacéo,
permeabilidade vascular aumentada e infiltracdo celular sdo parte da resposta
imune inata, e seus componentes celulares primarios sdo os macrofagos, células
dendriticas, células natural killer (NK) e neutrdfilos. Proteinas efetoras circulantes
como o sistema complemento, reagentes de fase aguda e a cascata da
coagulacdo tém importante funcdo na imunidade inata.

A resposta imunolégica adaptativa ou especifica, s6 é desencadeada ap0s
o reconhecimento do patdgeno pela resposta imune inata. Deflagra todo um
conjunto de reacdes singularmente especificas contra o invasor e também torna
as aclOes dos componentes da resposta inata muito mais eficazes. Os linfGcitos
sao o0s principais componentes celulares da resposta adquirida, sendo divididos
em linfécitos B, responsaveis pela resposta humoral, isto €, producdo de
anticorpos; linfocitos T, que induzem a resposta e sdo responsaveis pelas reacoes
imunoldgicas mediadas por células; e as células NK, células linféides ativas na
resposta inata (SHERWOOD & TOLIVER-KINSKY, 2004).

Esses mecanismos de resposta imunoldgica, baseados em funcgbes
sofisticadas dos leucdcitos, também séo responséaveis pela eliminacdo de células
ndo funcionantes ou lesadas, e assim contribuem para a manutencdo da
homeostase tecidual. Dessa forma, os mecanismos de defesa ndo apenas
protegem o organismo da infeccdo, mas também permitem a remocdo de restos
celulares e de componentes teciduais destruidos, originados, por exemplo, de
isquemia ou trauma (WALZOG & GAEHTGENS, 2000).

1.3.1. Mediadores do processo inflamatorio

1.3.1.1 Oxido nitrico
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A vasodilatacdo que ocorre no processo inflamatério, induzida por
diferentes agentes flogisticos (bradicinina, histamina, substancia P, serotonina e
trombina) € dependente da liberacdo de 6xido nitrico (YOUSIF, 2005). O 6xido
nitrico € um géas soluvel derivado do metabolismo da L-arginina pela acdo da
enzima 6xido nitrico sintase (NOS). Esse mediador esta envolvido no relaxamento
vascular, na inibicho da agregacdo plaquetaria, na neurotransmissao e nas
atividades antimicrobiana e anti-tumoral dos macrofagos (DJUPESLAND et al.,
2001). Outros efeitos deletérios do 6xido nitrico séo decorrentes da agéo citotoxica
de alguns de seus metabdlitos, como o peroxinitrito e 0s nitrosotidis. Esses
metabodlitos sdo capazes de danificar o acido desoxirribonucléico (DNA), os
lipideos microbianos e as células vizinhas saudaveis, sendo esse 0 mecanismo
responsavel pela maioria dos processos inflamatorios observados em doencas
auto-imunes (SZABO, 2003).

1.3.1.2. Citocinas

As citocinas sdo fatores solUveis de baixo peso molecular, liberadas
principalmente por células ativadas com a finalidade de mediar informag6es, bem
como modular a fungdo destas células por meio da ativagdo de receptores de
superficie (HOLLOWAY et al.,2002).

Esses mediadores séo liberados por grande parte das células do organismo
e tem uma variedade de funcdes (HOPKINS, 2003). O efeito bioldgico depende da
citocina liberada e do tipo de célula envolvida. De um modo geral, as citocinas
influenciam a ativacdo, a divisdo, a apoptose e a quimiotaxia celular. Também
podem estar envolvidas na diferenciacéo celular, na inflamacao, na imunidade e
no reparo tecidual (HANADA & YOSHIMURA, 2002).

As citocinas séo classificadas em subgrupos, como: interleucinas, fatores
de crescimento, quimiocinas, interferons e fatores estimuladores de colénia ou
ainda podem ser classificadas conforme sua atividade biolégica como, por
exemplo: proé-inflamatorias (IL-1, IL-6, TNFal] e TGFB) e antiinflamatoérias (IL-
1Ra, IL-4 e IL-10) (WONG & FISH, 2003).
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1.3.1.3. Cininas

As cininas, como bradicinina e lisil-bradicinina (calidina), s&o
oligopeptideos formados endogenamente. Inimeros estudos farmacoldgicos e
bioguimicos tém demonstrado o envolvimento destas substancias em processos
fisiopatologicos, acompanhados de leséo tecidual e/ou inflamagéo (ZHANG et al.,
2004).

Em humanos, as cininas sdo formadas a partir dos cininogénios, a2-
globulinas de alto ou baixo peso molecular, ambas derivadas de um Unico gene,
por acdo de cininogenases. O principal local de sintese dos cininogénios é o
figado (BLAIS et al., 2000).

A ativacdo do sistema cininas-calicreinas ocorre em diversos processos
fisiologicos e patologicos. Além disso, esse sistema também promove a ativagéo
de outros sistemas como, por exemplo, de renina-angiotensina, da coagulacdo e
do complemento (MOREAU et al., 2005).

Em humanos, a bradicinina exerce diversos efeitos dentre os quais destaca-
se a inducdo da liberacdo de mediadores da inflamag¢do como os prostandides a
partir de diversos tipos celulares, citocinas (IL-1 e TNFa) de macrofagos, além do

oxido nitrico liberado das células endoteliais vasculares (ELIIS & FOZARD, 2002).

1.3.1.4. Aminas vasoativas

As aminas vasoativas mais relacionadas com o processo inflamatério séo a
histamina e a serotonina. Estes mediadores encontram-se em estoques formados
previamente nas células. A serotonina é considerada um dos principais
mediadores da dor e da inflamagé&o, sendo produzida principalmente pelas células
enterocromafins da mucosa gastrointestinal a partir do triptofano (VOOG et al.,
2000).

A histamina é uma amina primaria basica, sintetizada a partir da histidina
pela acdo da histidina descarboxilase e armazenada dentro de granulos
secretores nos mastécitos e basofilos (MARONE et al.,, 2003). Em humanos, a
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histamina esta armazenada em mastocitos e basofilos, linfocitos, mondcitos,
plaguetas, células enterocromafins do trato gastrointestinal e nervos
histaminérgicos no SNC (MacGLASHAN, 2003). A histamina é um dos principais
mediadores quimicos envolvidos nas doencas alérgicas, principalmente nas
urticarias crénicas (PAPADOPOULOQU et al., 2005).

1.3.1.5. Taquicininas

Em 1931 a primeira taquicinina (substancia P) foi identificada por Von Euler
e Gaddum em extratos de cérebro e intestino de equinos. JA& em 1953, Lembeck
propds o possivel papel da substancia P como um neurotransmissor e em 1974
Takahashi e colaboradores propuseram a sua participagcdo na inflamacao
neurogénica. Em mamiferos, as taquicininas sdo derivadas de genes
denominados preprotaquicininas que dao origem a Substancia P, neurocinina A e
B, hemoquinia-1 e as endoquininas A-D (PENNEFATHER et al., 2004).

Dentre os principais efeitos bioldgicos destes peptideos destacam-se:
vasodilatacdo, extravasamento plasmatico, contracdo da musculatura lisa,
secrecdo de muco e excitacdo das fibras nervosas sensoriais. Estes peptideos
também estdo envolvidos em processos imunologicos, inflamatorios e na
inflamacédo neurogénica (PENNEFATHER et al., 2004).

Dentre as doencas nas quais verifica-se o envolvimento das taquicininas
destacam-se: pancreatite (LIDDLE & NATHAN, 2004), inflamacdo: do SNC
(MARRIOTT, 2004), do trato respiratorio, gastrointestinal e sistema muscular
esquelético, além da artrite reumatéide (KEEBLE & BRAIN, 2004).

1.4. Febre

1.4.1. Papel da febre nas defesas orgéanicas

A temperatura corporal (Tc) normal, em humanos, possui uma variacdo

circadiana, oscilando aproximadamente entre 36,4C, pela manh&, e 36,9C, no
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final da tarde (MACKOWIAK, 1998). A termorregulacdo se da por um sistema
complexo, que envolve vérias estruturas cerebrais , incluindo a area pré-optica do
hipotalamo anterior (APOHA), onde se localiza o centro termorregulatorio
(BLATTEIS ., 2006). Os neurdnios termossensiveis dessa regido integram sinais
aferentes da Tc central e periférica e induzem respostas comportamentais e
fisiologicas, controlando a producéo ou dissipacao de calor (BOULANT, 2006).

Diversos mecanismos termorreguladores garantem a manutencdo da Tc
normal. De um lado estdo os mecanismos de conservacéo e producgéo de calor, ou
seja, a vasoconstricdo na regido da derme, a piloerecdo e a geracéo de energia na
forma de calor pelos tecidos vivos (por meio de calafrios, excitacdo simpéatica da
producao de calor e secrecdo de tiroxina), que é chamada de termogénese. Por
outro lado, existem os mecanismos de dissipacao de calor para o meio ambiente,
gue incluem a sudorese e a vasodilatacdo cutidnea (BEUTLER & BEUTLER,
2001). H& ainda, em humanos, um sistema isolante térmico do corpo, que constitui
um meio eficaz para manter a temperatura interna normal, embora permita que a
temperatura da pele se aproxime da do meio ambiente. Esse isolamento entre as
porcdes centrais do organismo e a superficie cutanea é realizado pela pele,
tecidos subcutaneos e, em particular, pela gordura destes ultimos (GUYTON e
HALL, 2002).

Além dos mecanismos subconscientes para o controle da Tc, 0 organismo
ainda apresenta o controle comportamental da temperatura. Dessa forma, toda
vez que a Tc interna fica excessivamente alta ou baixa, gerando uma sensacao de
desconforto, o individuo pode fazer adaptagcbes ambientais apropriadas para
restabelecer sua sensacdo de bem-estar, como procurar uma sala aquecida ou
resfriada, usar mais ou menos roupas, conforme a sensacao for de frio ou calor,
respectivamente (GUYTON e HALL, 2002).

Para que todos esses mecanismos de controle da Tc possam operar €
necessaria a presenca de detectores de temperatura para determinar quando ela
esta se tornando excessivamente alta ou baixa. Essa funcdo € exercida pelos
receptores térmicos da pele e de alguns tecidos profundos especificos, como

visceras abdominais e grandes veias na parte superior do abdémen e no térax
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(GUYTON e HALL, 2002). Sao esses receptores que enviam os sinais aferentes a
respeito da Tc periférica e central para o centro termorregulador no hipotalamo.

A febre ou pirexia € uma elevacdo regulada na Tc central, resultante de
uma alteracdo no termostato enddégeno (KLUGER, 1991). Sob a influéncia do
hipotdlamo, os mecanismos termorreguladores sdo estimulados, favorecendo a
producdo e a conservacdo de calor, até o organismo alcancar a temperatura
elevada estabelecida pelo termostato central na febre (BOULANT, 2006). Diante
desse conceito, € importante salientar que a febre ndo é equivalente a uma
temperatura central elevada, e sim a um ponto de ajuste elevado. Isso porque, em
muitas circunstancias, que vao desde o esforco fisico intenso até a imersdo em
liquidos quentes, a temperatura central pode estar elevada e, no entanto, ndo ha
febre (BEUTLER & BEUTLER, 2001).

A febre é definida como um estado de elevacdo da temperatura corporal,
fazendo parte de uma complexa reacao fisiologica de defesa dos organismos
multicelulares contra a invaséo de patdgenos ou corpos estranhos (MACKOWIAK,
1998).

Desde os primordios, a febre é conhecida como sinal de irregularidade no
organismo e por isso, varios tipos de tratamento vém surgindo ao longo do tempo.
Entre esses tratamentos destacamos as drogas antipiréticas como a aspirina, que
vem sendo usada desde o século XIX. Porém, os mecanismos pelos quais essas
drogas aliviam a febre vém sendo estudados e conhecidos apenas nas ultimas
décadas. Entretanto, algumas destas drogas promovem desconforto ao paciente
(lesbes géastricas), interferéncia no tratamento com antibioticos e ainda pré-
disposicdo a efeitos adversos a outros medicamentos (ARONOFF & NEILSON,
2001).

Nos udltimos 15 anos, inimeros estudos tém demonstrado que pequenas
elevacbes da temperatura corporal, semelhantes as observadas durante a
resposta febril, potenciam a defesa do organismo contra agentes infecciosos e
células neoplasicas. Muitos destes estudos foram realizados em animais

inferiores, invertebrados ou vertebrados poiquilotérmicos. Em vertebrados
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homeotérmicos, demonstrou-se a acdo da febre nas seguintes funcdes da
resposta imune (KLUGER, 1991):

a) Aceleracdo da quimiotaxia de neutréfilos e da secrecdo de substancias

antibacterianas (peréxidos, superoxidos, lisozima e lactoferrina);

b) Aumento da producéo e das ac¢des antiviral e antitumoral dos interferons;

c) Estimulacdo das fases de reconhecimento e sensibilizacdo da resposta

imunoldgica, resultando em uma interacdo mais eficiente entre macréfago e

linfécito T e maior proliferagdo destes dltimos. As fases efetoras da resposta

imune, como a citotoxicidade de linfocitos T e NK, s&o inalteradas ou mesmo
deprimidas pelo aumento de temperatura;

d) Diminuicdo da disponibilidade de ferro, a qual limita a proliferacdo

bacteriana e de alguns tumores. Este fenbémeno € causado pela

hipotransferrinemia que ocorre durante a resposta de fase aguda RFAQ), pelo
aumento da afinidade do Fe pela lactoferrina intracelular e pela menor
producao de proteinas quelantes de ferro pelas bactérias.

E importante ressaltar que febre é um processo distinto de hipertermia.
Nesta, o ponto de regulagem hipotalamico ndo é alterado e o aumento da
temperatura corporal observado € decorrente do comprometimento dos
mecanismos de dissipacdo de calor ou de situacbes em que a dissipacdo nao &
suficiente para a manutencdo da temperatura em niveis normais, devido a uma
producdo excessiva de calor ou a temperaturas externas muito elevadas
(BLATTEIS, 2006).

Recentemente, demonstrou-se também que a febre e alguns estimulos
inflamatorios estimulam a producédo de uma familia de proteinas conhecidas como
proteinas de choque térmico” (“heat shock proteins”, HSP), presentes em toda a
escala animal e exibindo amplas interacdes com o sistema imunoldgico especifico
e inespecifico (VOLTARELLI, 1994). Entre estas, destaca-se a protecdo conferida
pelas HSP as células expostas a propria hipertermia e a mediadores inflamatérios
lesivos, como os radicais livres oxidantes e o TNF (POLLA, 1988). Pelo menos
uma destas proteinas, a HSP70 , parece funcionar como um verdadeiro

termOmetro celular, regulando a producdo de outras HSP e, indiretamente,
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desencadeando mecanismos de termoprotecdo (CRAIG E GROSS, 1991). Deste
modo, as HSP constituem uma classe peculiar de proteinas de fase aguda
intracelulares com propriedades antioxidantes e sua sintese na resposta

inflamatdria poderia explicar, pelo menos em parte, o valor adaptativo da febre.

1.4.2. Acgbes patoldgicas dos pirogénios endégenos

A maioria das agbes benéficas da febre sobre as defesas organicas,
mencionadas acima, sdo mediadas indiretamente por citocinas de efeito
pirogénico secretadas na RFAg, principalmente IL-1 e TNF. Entretanto, estas e
outras citocinas, aliadas a substancias pro-inflamatérias como as prostaglandinas,
produzem varias manifestacdes adversas, tanto na fase aguda como na fase
cronica da reacao inflamatdria. Muitas destas manifestacdes (sonoléncia, astenia,
mialgia, lombalgia, artralgia, cefaléia e anorexia) constituem apenas sintomas
desconfortaveis da reacéo febril aguda, sem grandes conseqiiéncias patologicas.
Por outro lado, em estados febris de longa duragdo, como na SIDA e em varias
outras doencas crbnicas, as acOes metabdlicas dos pirogénios podem ter
significativa morbidade, causando desnutricdo, osteoporose, anemia da doenca
cronica e fibrose em tecidos inflamados (GELFAND et al., 1994). Além disto, um
episodio Unico de febre (> 37,8 °C) no primeiro trimestre da gestacdo duplica o
risco de malformacdes do tubo neural no feto (GELFAND et al., 1994).

O mecanismo patogénico destas alteragbes € multifatorial e
incompletamente desvendado. A anemia da doenca crbnica, por exemplo, pode
ser atribuida a inibicAo central da eritropoese mediada pelo TNF e a
hipotransferrinemia induzida pela reacdo de fase aguda hepdética, enquanto a
fibrose associada a inflamacéo crénica pode ser decorrente da estimulacdo da
sintese de colageno e da proliferacdo fibroblastica. A caquexia observada em
neoplasias e outras condi¢des inflamatorias cronicas resulta da combinacdo entre
anorexia, diminuicdo da sintese de albumina, miodlise/lipdlise, hipoglicemia e
anemia (STRASSMAN et al., 1992), cada um destes disturbios sendo mediado por

um conjunto de citocinas, com participagdo variavel das prostaglandinas. Nem
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sempre € possivel atribuir se uma propriedade biolégica a uma citocina
individualmente, devido a complexa rede de interacdes entre elas. O TNF e a IL-1,
por exemplo, induzem né&o so sua propria secre¢cdo como a de IL-6 e IL-8, as quais
poderiam mediar a¢bes biologicas inicialmente atribuidas aquelas citocinas. A
administracdo terapéutica de IL-2, por exemplo, produz febre por meio da
secrecdo de TNF, pois a IL -2 por si ndo tem propriedades pirogénicas
(VOLTARELLI, 1994), o mesmo ocorrendo com o GM-CSF. De modo geral, a IL-1
e o TNF tém propriedades superponiveis, pirogénicas e pré-inflamatorias e a IL-6
€ a mais potente indutora de proteinas de fase aguda e a que melhor se
correlaciona com a magnitude da febre e com a gravidade de doencas infecciosas.
Por outro lado, ela inibe as a¢fes inflamatorias da IL-1 e do TNF, pois € secretada
por linfocitos do tipo Th2. Os IFN, por sua vez, inibem as atividades osteoclastica
e fibroblastica da IL-1 e parecem ter papel pirogénico e pré-inflamatorio

predominantemente em infecc¢des virais e doencgas auto-imunes.

1.4.3. Mediadores da resposta febril

As substancias que induzem febre sdo designadas de pirogénios e podem
ser divididos em exégenos e enddgenos. Em geral, a maioria dos pirogénios
exdgenos € oriunda de produtos gerados por microorganismos como Virus,
bactérias, fungos e parasitas (ZEISBERGER, 1999). Os pirogénios enddgenos
compreendem as proteinas termosensiveis e o0s mediadores lipidicos. Sua
producdo é geralmente estimulada pelos pirogénios exdgenos, mas também por
lesdes, traumas e estresse. Em 1948, Beeson apresentou a primeira evidéncia de
gue os pirogénios exdgenos atuam por meio da producdo e/ou liberacdo de
pirogénios enddgenos pelas células do hospedeiro. Estes, por sua vez, seriam 0s
responsaveis pela ativacao das regides encefalicas envolvidas na regulacdo da
temperatura corporal, promovendo elevagao desta (ATKINS, 1960). Atualmente,
entretanto, a acdo direta de pirogénios exdégenos ndo pode ser descartada, pois
existem receptores especificos para componentes da parede celular bacteriana

(DINARELLO, 2004). Entre os pirogénios exdégenos mais estudados podemos citar
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o LPS (lipopolissacarideo de bactérias Gram negativas) e o MDP (Muramil-
dipeptideo, componente da parede celular de bactéria Gram positivas). Entre os
principais pirogénios endodgenos estdo as citocinas, quimiocinas, prostaglandinas,
fator liberador de corticotropina (CRF) e endotelina (FABRICIO et al., 2005).

1.4.3.1. Prostaglandinas (PGs)

As PGs sdo moléculas de origem lipidica derivadas do metabolismo do
acido araquiddnico, o qual € formado a partir da clivagem de fosfolipidios de
membrana pela acdo das fosfolipases, principalmente a fosfolipase A, A
conversao do acido araquidénico em endoperoxidos ciclicos (PGG, e PGHy,)
ocorre pela acdo da enzima ciclooxigenase (COX). A COX existe em duas
isoformas, codificadas por genes distintos, referidas como COX-1 e COX-2. Ao
contrario da COX-1 que € expressa constitutivamente, a COX-2 é induzida por
pirogénios exégenos, como o LPS e o MDP, e enddgenos, como a IL-1 e 0 TNF-a
(CAO et al., 2000). Entretanto, a expressao constitutiva de COX-2 tem sido
detectada em varios 6rgdos como os rins, pulmdes, Utero e encéfalo de rato
(revisado por VANE et al., 1998). Cao et al. (2000) demonstraram que a injecao
sisttmica de LPS ou IL-1, induz a expressdo de RNAmM para COX-2 que
acompanha o curso temporal da febre em diferentes tipos celulares no encéfalo de
ratos. A partir desses resultados, foi levantada a hipotese de que a IL-1p poderia
atuar sobre o seu receptor presente em células endoteliais da vasculatura
encefélica induzindo a expresséo de COX-2, o que poderia constituir o mecanismo
responsavel pela elevacdo da concentracdo de PGE, no SNC e consequente

inducao da resposta febril.

Véarios estudos apontam as PGs como o0s provaveis mediadores
responsaveis pela modulacdo dos neurdnios termosensiveis da APOHA, uma vez
gue foi observada rapida elevacdo da concentracdo de PGE; no liquido cérebro-
espinhal (CSF) do terceiro ventriculo de animais experimentais apos

administracdo sistémica de LPS (MILTON, 1996). Além disso, a microinjecao de
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inibidores de ciclooxigenase na APOHA reduz a febre induzida por LPS
(SCAMMELL et al., 1998).

1.4.3.2. Citocinas

As citocinas compreendem uma grande familia de polipeptidios que incluem
as interleucinas, quimiocinas, fator de estimulacdo de crescimento, fator de
necrose tumoral e interferons (ROTHWELL, 1991).

E bem demonstrado que varios tipos celulares, incluindo macréfagos,
células endoteliais, linfocitos e astrécitos, produzem citocinas com atividade
pirogénica. Dentre elas, IL-1, IL-6 e TNFa sdo consideradas as principais citocinas

envolvidas na resposta febril (Revisado por ROTH et al., 2006).

Outra substancia também classificada como pirogénio enddgeno, liberada
por macrofagos em resposta a endotoxina, é o fator de necrose tumoral (TNF). O
TNF-a, quando administrado por via periférica ou central, induz resposta febril em
coelhos (DINARELLO et al., 1986), ratos (ZAMPRONIO et al., 2000) e humanos
(MICHIE et al., 1988).

Apesar das citocinas serem importantes mediadores da resposta febril,
varios estudos demonstram que elas ndo sdo os mediadores finais da febre. Ha
evidéncias de que as citocinas induzem febre através da estimulacdo da sintese
de PGs e CRF (ENGBLOM et al., 2002 ).

1.4.3.3. Fator liberador de corticotropina (CRF)

O CREF (fator liberador de corticotropina) € um peptideo composto de 41
aminoacidos, sintetizado nas células parvocelulares do nucleo paraventricular
hipotalamico (PVN). O CRF esta envolvido na mediacdo da resposta febril

(ROTHWELL, 1991) e exerce seus efeitos por meio da ativacao de dois subtipos
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de receptores, CRF1 e CRF2. A administracdo i.c.v. de CRF em ratos aumenta a
atividade simpatica (BROWN et al., 1982), estimula a atividade termogénica do
tecido adiposo marrom (LEFEUVRE et al., 1987) e eleva a temperatura corporal
(DIAMANT & De WIED, 1991), sugerindo a participacdo deste fator na inducéo da

termogénese nesta espécie.

O CRF também medeia acfes centrais de citocinas (ROTHWELL, 1991).
Tem sido proposto que o CRF atua no sistema nervoso central como um dos
mediadores da febre induzida pela injecdo central da IL-13, IL-6, IL-8 e PGFyq
(ROTHWELL, 1991), pois inje¢Ges de anticorpos anti-CRF ou do antagonista n&o-
seletivo de receptores de CRF (a-helical CRF9-41) atenuam significativamente

essas respostas.

A atividade pirogénica do CRF néo é inibida por farmacos bloqueadores de
COX (ZAMPRONIO et al., 2000), sugerindo que possam existir mecanismos de
inducdo de febre independentes da participacdo de PGs, porém dependentes da
liberacdo de CRF e de endotelinas (FABRICIO et al., 2006).

1.4.3.4. Endotelinas (ET)

A descoberta da ET (YANAGISAWA et al., 1988), um potente peptideo
vasoconstritor secretado por células endoteliais, tem estimulado grande interesse
por apresentar uma grande variedade de propriedades biolégicas. A familia das
endotelinas é composta por peptideos relacionados compreendendo a ET-1, a ET-
2, e a ET-3 (INOUE et al.,, 1989) e o “contrator intestinal vasoativo” (VIC),

equivalente a ET-2 de rato e presente em camundongos (BLOCH, et al., 1991).

Koshi e colaboradores (1992) foram os pioneiros em investigar a influéncia
da ET sobre a temperatura corporal, e demonstraram que a inje¢céo i.v. de ET-1 ou
4-Ala-ET-1 (agonista seletivo do receptor ETB) causam aumento significativo da

temperatura corporal de coelhos ndo-anestesiados.
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Em 1998, Fabricio e colaboradores demonstraram que a administracao i.c.v.
de ET-1 em ratos induziu aumento significativo da temperatura retal. Este efeito
totalmente prevenido pelo bloqueio seletivo de receptores ETB com BQ-788,
porém nao alterado pelo BQ-123, um antagonista seletivo de receptores ETA.
Estes autores demonstraram também que a resposta febril induzida pela
administracdo i.v de LPS em ratos foi substancialmente reduzida pela injecéo i.c.v.
de BQ-788 e pela injecédo intravenosa de bosentan, um antagonista ndo seletivo
de receptores ETA e ETB. A partir desses dados os autores sugeriram que as ETs
participam da resposta febril induzida pelo LPS, via ativacdo central de receptores
ETB juntamente com outros mediadores. Corroborando esses dados, em 2005
estes mesmos autores demonstraram que a injecédo i.v. de LPS, em dose que
causa febre de longa duracdo, promove aumento na producdo de ET-1 e seu
precursor imediato, a big-endotelina, no CSF de ratos (FABRICIO et al, 2005).

1.4.4. Patogénese da febre e das manifestacdes ass ociadas

Das vérias consequéncias clinicas da RFAg, a mais importante do ponto de
vista fisiopatoldgico e clinico é, sem duvida alguma, a febre. Ela ocorre pela acdo
de algumas citocinas (os pirogénios enddgenos) sobre o0s centros
termorreguladores do hipotalamo, elevando o limiar térmico (que normalmente é
controlado rigidamente em torno de 37°C) e desencadeando respostas
metabolicas de produgcdo e conservacdo de calor (tremores, vasoconstricdo
periférica, aumento do metabolismo basal). Quando a temperatura corporal
ultrapassa o novo limiar, sdo desencadeados mecanismos de dissipacao de calor
(vasodilatacdo periférica, sudorese e perspiracdo) que tendem a reduzi-la
novamente. Deste modo, na resposta febril a termorregulagéo é preservada, ainda
gue em nivel mais elevado, mantendo-se inclusive o ritmo circadiano fisioldgico (t°
méaxima entre 16 e 20 h, minima entre 4 e 6 h (VOLTARELLI, 1994).

A geracdo de calor pela ativagcdo simpatica do tecido adiposo marrom

independente de tremores musculares (termogénese non-shivering) pode assumir
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papel proeminente em algumas situacdes clinicas (febre dos recém-nascidos,
hipertermia maligna ou associada ao feocromocitoma) (NEDERGAARD, 1992).

Ha uma enorme variedade de pirogénios exogenos (microorganismos
intactos, produtos microbianos, complexos imunes, antigenos nao-microbianos,
drogas e outros agentes farmacoldgicos), mas apenas um numero limitado de
pirogénios enddgenos foram identificados: as citocinas IL-1, TNF , IFN e IL-6
(GELFAND, et al., 1994) e, mais recentemente, entre outros, a IL-8 e 0 MIP -1
(ZAMPRONIO, 2000) . O mecanismo exato da acao pirogénica destas substancias
ndo é conhecido e parece diferir entre estes dois grupos de citocinas: as quatro
primeiras, ao cairem na circulagcdo a partir do foco inflamatorio, estimulam a
producdo de PGE; por varias células (endoteliais, macrofagicas e até neurdnios)
na vizinhanca dos centros termorreguladores hipotalamicos, mais especificamente
em uma regido ricamente vascularizada e desprovida de barreira
hematoencefalica localizada na porcdo antero-ventral do terceiro ventriculo (o
"orga hum vasculosum lamina terminalis”, OVLT). A PGE, se difundiria para o
centro termorregulador adjacente, na é&rea pré-Optica medial, estimulando a
producdo de AMP ciclico e inibindo a atividade dos neurdnios sensiveis ao calor,
deste modo acionando as respostas de geragao e conservacao de calor mediadas
pelos neurbnios sensiveis ao frio e, assim, elevando o limiar térmico (COCEANI,
1991). O papel pirogénico das PGs produzidas no foco inflamatério é
controvertido, mas parecem ter importancia secundaria em funcdo da sua meia
vida e concentracdo plasmatica diminutas. A IL-8 e o MIP -1 agem
independentemente das PGs, provavelmente atravées do CRF que estimula
diretamente as vias simpéaticas de producéo de calor (ZAMPRONIO, 2000). Estes
mecanismos termogénicos tém profundas implicacdes no entendimento da acéo
das drogas antipiréticas (VOLTARELLI, 1994).

A participacao individual de cada uma destas citocinas nos varios tipos de
RFAg e respostas febris e na génese das manifestacdes clinicas associadas esta
apenas comecando a ser estudada (GELFAND, et al., 1994). Com excecéao da IL-
6 , 0s outros pirogénios endogenos se apresentam em diferentes formas quimicas,

com propriedades semelhantes mas ndo necessariamente superponiveis ( IL-1a e
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b, TNFa e b, IFN-a, B, y) . O IFN-a, por exemplo, € produzido na maioria das
infeccdes virais, onde é responsavel, além da febre, pela sonoléncia e letargia que
acompanham estas infecgfes. Uma mistura de IFN-a e y foi encontrada no lupus
eritematoso sistémico (LES) e em outras doencas auto-imunes (esclerodermia,
sindrome de Sjogren). Como os IFN ndo induzem a producdo hepética de PFAg ,
as doencas virais e o LES geralmente ndo produzem aumento da PCR e/ou VHS
e neutrofilia. Esta é causada pela liberagdo de neutrofilos maduros da medula
Ossea e pela sensibilizacdo da célula-tronco da medula aos fatores de crescimento
hematopoiéticos, acBes estas mediadas pela IL-1 e IL-6; 0 TNF, ao contrario, atua
como inibidor da hematopoiese e pode contribuir para anemia e caquexia
observada em estados inflamatdérios crénicos (VOLTARELLI, 1994).

Alguns mediadores hipotalamicos como a somatotastina, a vasopressina-
arginina e o hormonio estimulante de melandcitos (MSH) tém acéo inibitéria sobre
a resposta febril, sendo considerados verdadeiros cridgenos endoégenos. Estas
substancias provavelmente sdo responsaveis pela manutencdo de um “teto
térmico” (abaixo de 41°C) mesmo nas respostas febris mais intensas (KLUGER,
1991). Deste modo, a deficiéncia destes cridgenos explicaria a dificuldade de a
temperatura corporal retornar a niveis basais em alguns pacientes febris. Mulheres
gravidas (a partir do 2° trimestre de gestacdo) e neonatos, por outro lado,
possuem concentracbes aumentadas de vasopressina/arginina, a qual, por
estimulo do eixo hipotdlamo hipofise- adrenal, produz um efeito criogénico e pode
impedir a febre (VOLTARELLI, 1994).

1.5. Dor

Quando ocorre uma lesao tecidual, o organismo aciona mecanismos cujo
propésito é limitar o dano e auxiliar a regeneracdo. Esses mecanismos fazem
parte da resposta inflamatoéria, que é caracterizada por quatro sinais principais:
dor, rubor, calor, tumor e, eventualmente, perda da funcéo (GALLIN et al., 1982).

Conforme a definicdo proposta pela IASP (International Association for the

Study of Pain), dor € uma experiéncia emocional, com sensa¢do desagradavel,
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associada a lesédo tecidual presente, potencial ou descrita como tal (CAVALCANTI
e MADDALENA, 2003).

Dor € uma qualidade sensorial complexa, puramente subjetiva, dificil de ser
definida, descrita ou interpretada. E influenciada por ansiedade, depress&o,
expectativa e outras varidveis psicolégicas. E um entrelagcamento das
caracteristicas fisicas dos estimulos com as fungbes motivacionais, afetivas e
cognitivas do individuo, pois desempenha o papel de alerta, comunicando ao
individuo que algo esta errado, podendo gerar estresse acentuado e incapacidade
fisica (SOUZA, 2005). Assim que o mecanismo de alerta € estabelecido, a ameaca
de dor pode provocar uma resposta comportamental generalizada, respostas
enddcrinas (secrecdo de corticosterona) e ativacdo simpética (levando a
elevacbes de pressdo sanguinea e batimentos cardiacos), que, juntos com uma
antinocicepcao transitéria, auxiliam o melhoramento do desempenho dos
repertérios comportamentais, permitindo o afastamento de situa¢des de risco com
mais sucesso (MILLAN, 1999).

Em individuos sadios, a dor serve para propositos altamente adaptativos
relacionados com a sobrevivéncia. As sensacdes dolorosas induzem respostas
urgentes de seu alivio, provocando comportamentos como massagear (ou lamber)
a area lesada, além de raiva, grito e choro (AGNATI et al.,1991). Uma vez que 0s
animais ndo sdo capazes de verbalizar os componentes subjetivos da dor, neles
ndo se avalia dor, mas nocicep¢do. Sendo assim, termos como dor e analgesia
sdo mais adotados para humanos e nocicepgdo e antinocicepgdo para animais
(JONES, 1996).

A nocicepgcdo é uma forma especializada de sinalizacdo sensorial, que
converte informagédo sobre lesdes teciduais (BARANAUSKAS, 1998). Assim,
enquanto a dor envolve a percepcdo de um estimulo aversivo e exige a
capacidade de abstracdo e elaboracdo de impulsos sensoriais, a nocicepgao
refere-se as manifestacbes neurofisiologicas geradas pelo estimulo nocivo
(ALMEIDA et al., 2004). A funcdo de alerta da dor reflete a ativacdo fasica de
sensores, denominados nociceptores, por estimulos potencialmente perigosos que

excedem a faixa fisiolégica (MILLAN, 1999). De fato, estudos eletrofisiolégicos
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(BURGESS et al., 1967) mostraram a existéncia de neurdnios sensoriais primarios
gue podem ser excitados por calor nocivo, pressao intensa ou produtos quimicos
irritantes, mas nao por estimulos inécuos como um leve toque.

Os longos axobnios das fibras nociceptivas que se localizam em nervos
periféricos estendem-se de seus corpos celulares, que estdo contidos numa
estrutura denominada ganglio da raiz dorsal. Quando estes neurbnios s&o
ativados por estimulo nocivo, enviam sinais através de suas longas fibras para o
corno dorsal da coluna espinhal e de la para estruturas supra-espinhais, a partir de
onde se tem a sensacao de dor (WOOLF, 2000).

COSTIGAN et al. (2000) revisaram que as fibras aferentes de primeira
ordem em termos de estrutura, diametro e velocidade de conducédo. As fibras
AB sdo mielinizadas, com diametro maior que 10 um e velocidade de conducgéo de
30-100 m/s. As fibras aferentes Adsdo pouco mielinizadas, variando em seu
diametro entre 2,0-6,0 um e tém velocidade de transmissao de 12-30 m/s. Fibras
ndo mielinizadas do tipo C possuem diametro entre 0,4-1,2 um e mostram uma
velocidade de conducéo de 0,5-2,0 m/s. Neurdnios que possuem corpos celulares
de maior didametro dao origem a fibras sensoriais mielinizadas de rapida conducéo
do tipo AP que detectam estimulos in6cuos aplicados a pele, musculos e juntas,
nao contribuindo, assim, para a nocicepcdo. Em contraste, corpos celulares de
pequeno e médio diametro ddo origem a maioria dos nociceptores, incluindo fibras
C e do tipo Ad.

Ha duas classes principais de nociceptores do tipo Ad: ambas respondem a
estimulos mecanicos intensos, mas podem ser distinguidas por sua capacidade de
responder a estimulos de calor intenso ou como séo afetadas pela lesdo tecidual.
A maioria das fibras C também séo polimodais, sendo ativadas por estimulos
nocivos mecanicos e térmicos. Algumas sao insensiveis a estimulos mecanicos,
mas respondem ao calor nocivo. Mais importante, a maioria das fibras C também
responde a estimulos nocivos de origem quimica, como acido ou capsaicina.
Entretanto, o estimulo natural de alguns nociceptores é dificil de identificar. Estes

sado chamados “nociceptores silenciosos” ou “adormecidos”, que passam a ser
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ativados apenas quando sensibilizados por lesdo tecidual (JULIUS & BASBAUM,
2001).

A ativacdo dos nociceptores em resposta a estimulos nocivos leva a
despolarizacdo e geracdo de um potencial de acdo que se propaga ao longo de
toda a fibra (WOOLF, 2000). Assim, quando um dano inicial (lesédo ou induzido por
inflamacdo) ativa os nociceptores locais, as fibras nervosas Ade C ficam
sensibilizadas e assumem limiares de ativacdo mais baixos. Estimulos nocivos
gue resultam em uma sensacdo de dor rapida, fina e bem localizada em geral
refletem a ativacdo de fibras Ad (que conduzem a designada dor primaria) e a
nocicepcdo difusa e lenta, em queimacdo, € conduzida por fibras C (dor
secundaria). A dor visceral € Unica no sentido de que ndo existem o0s
componentes primario e secundario; ao contrario, a dor visceral frequentemente &
pouco localizada, profunda e lenta. A lesédo tecidual também nédo € fundamental
para que a dor visceral exista; ela pode resultar de uma distensdo excessiva
(JULIUS & BASBAUM, 2001).

E importante ressaltar que o estimulo, seja ele, térmico, quimico ou
mecéanico, deve exceder um determinado limiar para que seja interpretado pelo

sistema sensorial como nociceptivo (BJORKMAN, 1995).

A dor pode ser distinguida em trés formas: dor nociceptiva, resultante
da ativacdo de neurbnios nociceptivos primarios, os quais tém funcéo fisioldgica
importante como a protecdo da lesdo tecidual; dor de origem inflamatoria:
originada de todas as formas de inflamacéo, e a dor neuropética: que provém de
uma lesdo de nervos periféricos e centrais e de neurdnios. A dor neuropatica é

acompanhada por dor espontanea intensa e dor provocada por leve estimulo.

A dor inflamatoria e a neuropatica podem exceder a duracdo da causa
priméria da dor. Elas podem se tornar sindromes de dor crénica (ZEILHOFER,
2007). Pode-se inferir, entdo, que a dor crbnica € um estado de constante
facilitacdo da conducdo nervosa, quando estimulos, que outrora inécuos, podem
ser interpretados como dor (alodinia) ou quando a resposta ao estimulo doloroso
néo é proporcional a intensidade da agresséo (hiperalgesia) (KRAYCHETE, 2006).

38



1.5.1. MECANISMOS NEURAIS DA DOR

1.5.1.1. Modulagéo Periférica

Os nociceptores sao receptores encontrados nos tecidos superficiais,
profundos e visceras que se apresentam como terminagcdes nervosas livres com
alto limiar de excitabilidade. Eles conduzem as informacfes nociceptivas ao
sistema nervoso central, e seus corpos celulares encontram-se dentro dos
ganglios das raizes dorsais, adjacente a medula espinhal (Besson, 1999). Quando
um estimulo intenso provoca leséo tecidual, ha desencadeamento de um processo
inflamatorio seguido de reparacgéo. As células lesadas liberam enzimas que agem
sobre os cininogénios, formando cininas. A partir da membrana celular, pela acao
da fosfolipase A;, libera-se acido araquidbnico que, por acdo da cicloxigenase e
da lipoxigenase, origina prostaciclinas, prostaglandinas, tromboxano, leucotrienos
e lipoxinas.

Além dessa resposta inflamatéria tecidual, ha uma resposta neurogénica,
com producao de vasodilatacdo, extravasamento de proteinas plasméticas e acéo
sobre as células inflamatérias com a liberagcdo de mediadores quimicos. Os
mediadores inflamatérios agem aumentando a sensibilidade dos nociceptores,
reduzindo assim seu limiar de excitabilidade. Aléem do fenébmeno de sensibilizacao,
gue ocorre devido a reacao inflamatdria, existe a modulacéo inibitéria, mediada
por receptores opidides periféricos. Os ligantes endogenos dos receptores sdo a
endorfina, as encefalinas e as dinorfinas, que se encontram em células
relacionadas a imunidade. Quando ha persisténcia de reacdo inflamatéria, o
namero de receptores opidides aumenta, indicando que a inflamacédo estimula o
transporte axonal de receptores para a periferia (CAVALCANTI & MADDALENA,
2003).

1.5.1.2. Modulacéo Central
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Os neurdnios priméarios aferentes fazem sinapse com o0s neurdnios
secundarios na medula espinhal (lamina I) e a liberagcdo dos neurotransmissores
nociceptivos das fibras aferentes primarias ativa os neurdnios secundarios no
corno dorsal na medula (CASTRO e SILVA, 1998).

A via mais importante de transmissdo do estimulo doloroso € o trato
espinotalamico ascendente ao longo da medula espinhal. A ativagdo destes
neurdnios resulta na resposta reflexa espinhal, assim como na ativacao de tratos
ascendentes, 0s quais transmitem informacdo nociceptiva as estruturas
supraespinhais para completar a via nociceptiva (GUYTON, 2002).

Os neurbnios secundérios cruzam a medula espinhal para ascender ao
longo do trato espinotalamico, projetando seus axbnios ao talamo. No talamo
ocorre a somatizagdo do estimulo nocivo onde existe o componente emocional da
dor (RUSSO e BROSE, 1998). O tdlamo e o cortex sao regides finais da projecéo
das vias de nocicepcdo. O talamo informa que existe sensac¢ao nociceptiva, e 0

cortex discrimina o tipo de sensacao nociceptiva.
1.5.2. Neurotransmissores da dor
1.5.2.1. Substancia P (SP)

A substancia P € uma taquicinina que pode mediar a sinapse entre as fibras
aferentes primérias e o neurénio do corno dorsal da medula, importantes para a
sensibilizacdo da dor ou nocicepcao, e sdo liberados durante a inflamacéao (LI &
ZHUO, 2001).

Substancia P € encontrada em altas concentracbes nas terminacoes
aferentes da medula espinal, sendo o mediador da primeira sinapse da dor.
Embora o mecanismo de acao da substancia P no controle da dor ainda néo
esteja bem determinado, sabe-se que ela pode produzir tanto analgesia como
reduzir o limiar da dor (VELAZQUEZ et al., 1997). A infusdo intratecal de
substancia P produz, em animais, o comportamento de cocar, morder e lamber,
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indicando nocicepcdo, e sugerindo que a substancia P possa ter papel

estimulatério importante na via nociceptiva (BJORKMAN, 1995).

1.5.2.2. Glutamato

Existem evidéncias do envolvimento do glutamato, aspartato e alguns
peptideos na transmissdo do estimulo nociceptivo no corno dorsal da medula
espinhal (DRAY et al., 1994). Cerca de 75% da transmissdo excitatéria no sistema
nervoso central é feita pelo glutamato e secundariamente pelo aspartato.

O glutamato € um aminoacido excitatério (AAE), podendo ser encontrado
na medula espinhal, originado de fibras aferentes primarias mielinizadas e néo-
mielinizadas, em adicdo a interneurbnios intrinsecos e projecdo de neurdnios
(BESSON, 1999). Em muitas sinapses a liberacdo de glutamato € conjunta, com a
liberacdo de substdncia P e neurocininas, que sdo chamadas de
neuromoduladores.

1.5.2.3. Prostaglandinas (PGSs)

O acido araquidénico € o maior precursor de PGs em mamiferos, formado
de fosfolipideos de membrana pela agéo de fosfolipases, sendo ativadas por uma
variedade de mediadores intra e extracelulares (CAMPBELL e HALUSHKA, 1996).
O &cido araquidonico € transformado em PGs pela acdo de uma enzima chamada
cicloxigenase (COX). Existem, pelo menos, duas isoformas dessa enzima,
denominadas COX-1 e COX-2 (VANEGAS & SCHAIBLE, 2001).

As principais PGs envolvidas no fenébmeno de hiperalgesia, PGE; e PGl,
(prostaciclina) podem retrogradamente, aumentar a atividade da COX-2 pela
ativacdo de receptores EP e IP, respectivamente (BOIE et al., 1997).

Os mediadores da resposta inflamatoéria, como NO e citocinas derivadas de
células do sistema imunoldgico (IL-1B e TNFa) séo indutores potentes da COX-2
nestas células (COLEMAN, 2001).
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Os mecanismos celulares exatos e os subtipos de receptores envolvidos
nessa acao das prostaglandinas ainda néo estédo definidos, mas ha evidéncias de
gue a ativacdo de receptores EP e IP, assim como 0 aumento nas atividades da
fosfolipase C (PLC), adenilato ciclase (AC) e nos niveis de [Ca®'],
importantes para tal efeito (COLEMAN, 2001).

sejam
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2. Objetivos

2.1. Objetivo Geral

Avaliar as atividades antiinflamatéria, antinociceptiva e antipirética do
extrato etandlico bruto da planta Alternanthera CF brasiliana (L) Kuntze

(EAB)vulgarmente conhecida como Meracilina, em ratos.

2.2. Objetivos Especificos

* Investigar a atividade antipirética de diferentes doses do EAB no
modelo de febre induzida por lipopolissacarideo de E. coli (LPS) em

ratos;

» Investigar o efeito antiinflamatério de diferentes doses do EAB por

meio do teste de edema de pata induzido por carragenina em ratos;

* Investigar a atividade antinociceptiva de diferentes doses do EAB no

modelo de formalina em ratos.
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3. Materiais e Métodos

3.1. Preparacgdo do extrato etandlico de  Alternanthera CF brasiliana (L)
Kuntze (EAB).

A preparacdo do EAB foi realizada no Laboratorio de Farmacologia e
Bioativos da Fundagao de Medicina Tropical do Estado do Tocantins.

A planta foi identificada e catalogada pelo herbario da Universidade do
Tocantins - Unitins, com o numero de tombo 21 e o nome Alternanthera CF
brasiliana (L) Kuntze, da familia Amarantaceae.

As folhas da planta foram coletadas no més de dezembro de 2008 pela
manhd e foram submetidas ao processo de secagem em estufa (estufa com
circulagdo de ar, Hydrosan, modelo:HY-4BOSDA) logo apés a colheita. Apos
secagem, as folhas foram submetidas a pulverizacdo em moinho de facas (Marca
Tecnal modelo Tipo Willye TE — 650), e depois foram submetidas ao processo de
extragao.

No processo de maceracdo, 300 g de folhas de Alternanthera brasiliana
foram colocados em um percolador Marca Micromazza com capacidade para 20 L
e adicionou-se 3.000 mL do solvente etanol 70% (v/v).. O macerado foi mantido a
temperatura ambiente e homogeneizado uma vez ao dia durante dez dias
(SONAGLIO et al., 2002). Ao término dos dez dias, o macerado foi filtrado a
vacuo, em papel de filtro faixa azul JP42, 80 g/m? porosidade 8 pum,
permeabilidade ao ar de 3 l/smz2,

Este filtrado foi concentrado em evaporador rotatorio sob pressdo reduzida
(110 bar) até a secura, a uma temperatura do banho de 40° C. O residuo da
evaporagcao foi liofilizado, obtendo-se 39,3 g de EAB, correspondendo a um
rendimento de 13,10%.

O extrato foi mantido refrigerado até o momento da realizacdo dos

experimentos.
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Figura 3 - Fluxo de preparac¢éo do Extrato etandlico bruto de Altenanthera brasiliana.

3.2. Ensaios farmacologicos

Os ensaios farmacoldgicos

foram

realizados

no Laboratorio de

Farmacologia da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto da
Universidade de Sao Paulo (FCFRP-USP).
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Antiinflamatéria

Figura 4 - Fluxo de Desenvolvimento dos ensaios farmacolégicos.

3.3. Animais

Nos ensaios foram utilizados ratos da linhagem Wistar, pesando entre 180 e
200 g, machos, adquiridos junto ao biotério central do campus da USP-Ribeirdo
Preto. Os animais foram mantidos em sala com temperatura controlada (22 £ 2<C)
sob um ciclo claro-escuro de 12/12 h (luzes acesas as 6 h), com livre acesso a

racdo e agua. Para cada grupo testado foram utilizados cinco animais (n=5).

Os protocolos foram conduzidos de acordo com as normas para
experimentacdo em animais da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo
Preto - USP.

3.4. Tratamentos

Os animais receberam, por via oral, o EAB dissolvido em veiculo
(Cremophor RH40 BASF 10% v/v em &gua). Animais controle foram tratados por
via oral com veiculo (controle negativo) ou indometacina (8 mg/Kg, diluida em

tris[hidroximetil] aminometano HCI, pH 8,2-controle positivo). Os tratamentos
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foram efetuados em volume de 0,50 a 1,0 mL por rato, dependendo da

concentracdo do extrato.

3.5. Ensaio de atividade antipirética no modelo de febre induzida por
LPS, em ratos.

Durante o experimento, a temperatura da sala foi controlada a 28 + 1<C.
ApoOs o transporte dos ratos para a sala onde os experimentos foram realizados,
estes permaneceram em repouso por uma hora e sé entdo suas temperaturas
basais foram determinadas (entre 3 e 4 medidas), no intervalo de 30 minutos,
antes da administracdo dos tratamentos com EAB, veiculo e indometacina 8
mg/kg, por via oral. Somente 0os animais com temperatura estavel na faixa de 36,8
a 37,4C foram utilizados. O estimulo pirogénico, L PS, foi administrado por via
endovenosa na veia caudal 1 hora depois dos tratamentos. Foram realizadas 12
medidas com intervalo de 30 minutos entre cada.
A temperatura retal dos animais foi medida por insercao de sonda (YSI, n°402,
USA) conectada a um teletermémetro (modelo 46 TUC, YSI, EUA), a 4,0 cm de
profundidade no reto dos animais, sem que os animais fossem retirados de suas
caixas. Os animais foram adaptados as condi¢des experimentais por meio da
realizacao deste procedimento (duas vezes) no dia anterior ao experimento, a fim
de minimizar as variagfes da temperatura induzidas por estresse decorrente do

manuseio.

As concentracoes do EAB utilizadas foram escolhidas baseando-se em

dados encontrados na literatura.

3.6. Ensaio de atividade antiinflamatoria no modelo de edema de pata

induzido por carragenina, em ratos.
Este ensaio foi realizado através de injecdo intraplantar de 100 pL de

carragenina 1% em salina na pata posterior esquerda e igual volume de salina na

pata direita dos ratos. O veiculo, indometacina e o EAB foram administrados via
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oral aos animais 60 minutos antes da injecdo do estimulo flogistico. O edema,
medido em pletismémetro (modelo 7150, Ugo Basile), foi expresso como a
variacdo (em mL) de volumes das patas injetadas com o agente flogistico e o das
patas contralaterais injetadas com salina. As medidas foram realizadas a cada 60
min durante 6 h (SEDGWICK;WILLOUGHBY,1994).

3.7. Teste de atividade antinociceptiva no modelo d a formalina, em

ratos.

Neste teste, 50 pL de uma solucéo de formalina a 1% (correspondente a
0,37% de uma solugcdo de formaldeido) foram injetados, por via intraplantar, na
superficie dorsal da pata direita de ratos com auxilio de uma seringa. O veiculo,
indometacina e o EAB foram administrados via oral aos animais 60 minutos antes
da injecdo do estimulo doloroso. Como indicativo de dor considerou-se o nimero
de vezes que os animais sacudiam a pata que recebeu o estimulo (TJOLSEN et
al., 1992). Estas sacudidas foram contadas e agrupadas em periodo de 5 min, a

partir do tempo zero (injecdo da formalina) até 60 min.

3.8. Andlise Estatistica

Os resultados foram expressos como media £ E.P.M. (erro padrdo da
meédia). Para comparacdo multipla dos dados paramétricos foi utilizada a Analise
de Variancia (ANOVA), e o nivel de significancia entre os grupos foi determinado
pelo teste de Bonferroni. Para todas as andlises estatisticas considerou-se o nivel

critico para rejeicao da hipétese de nulidade menor que 5% (p<0,05).
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4. Resultados e Discussao

4.1. Efeito da administracdo oral do EAB sobre a fe  bre induzida pelo

LPS, em ratos.

A injecédo i.v. de 5 pg/kg de LPS produziu aumento de temperatura corporal
dos animais, em torno de 1,2TC. Esse aumento inicio u-se a partir de 1,5 h, atingiu
um platbé cerca de 2 h e manteve-se por até 6 h apos a injecdo de LPS. Animais
gue receberam a injecao de salina ndo apresentaram alteracdo estatisticamente
significativa de temperatura durante todo o periodo observado (Figura 5A). A
indometacina administrada por via oral (8 mg/kg) foi utilizada como controle
positivo. O pré-tratamento dos animais com indometacina de fato inibiu
estatisticamente a febre induzida pelo LPS entre 2,5 h e 6 h (Figura 5A). A inibicdo
na terceira hora foi de 44,7%, chegando a 58,8% na quinta hora apos a injecao de
LPS.

A Figura 5B demonstra a acdo do EAB nas doses de 40 e 80 mg/kg sobre a
temperatura corporal de animais injetados com LPS. A dose de 40 mg/kg inibiu a
febre em dois tempos avaliados, 4,5 h (31,4%) e 6 h (35,7%). Ja a dose de 80
mg/kg inibiu a febre apenas na sexta hora apods a injecao de LPS (42,8%).

O efeito do pré-tratamento dos animais com EAB nas doses de 160 e 320
mg/kg esta apresentado na Figura 6A. Verificou-se inibicdo estatisticamente
significativa apenas 4,5 h apds a injecdo de LPS para a dose de 160 mg/kg
(30,6%).

As doses de 640 e 1280 mg do EAB demonstraram acdo antipirética
significativa sobre a febre induzida por LPS (Figura 6B). A dose de 640 mg/kg foi
mais eficiente e apresentou efeito antipirético mais prolongado, reduzindo a febre
estatisticamente entre a segunda (46,4%) e sexta hora (43,4%) apés a injecao de
LPS, enquanto que a dose de 1280 mg/kg inibiu a febre estatisticamente apenas

entre 2,5 (32,3%) e 5 horas (31,2%) apos o estimulo pirogénico.
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Figura 5: Efeito do extrato etandlico de  A. brasiliana (EAB) e da indometacina sobre a febre
induzida por lipopolissacarideo de  E. coli (LPS) em ratos. Grafico A: A indometacina (8 mg/kg)
diluida em Tris-HCI (Tris, pH 8,2) foi administrada por via oral 1 h antes da administracdo de LPS
(5 pa/kg, i.v). Animais controle receberam o mesmo volume de solugdo salina estéril por via i.v.
Gréfico B: O EAB nas doses de 40 ou 80 mg/kg foi administrado por via oral 1 h antes da injecdo
de LPS (5 yg/kg, i.v). Os pontos representam a média + EPM da variacdo da temperatura retal (AT,
em ) de 5 animais para cada grupo, medida por tel emetria. * p<0.05 quando comparado ao valor
correspondente do grupo veiculo + LPS.
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Figura 6: Efeito de diferentes doses de extrato eta  ndlico de A. brasiliana (EAB) sobre a febre
induzida por lipopolissacarideo de  E. coli (LPS) em ratos. Grafico A: O EAB nas doses de 160
ou 320 mg/kg foi administrado por via oral 1 h antes da injecdo de LPS (5 pg/kg, i.v). Animais
controle receberam o mesmo volume do veiculo (Cremophor RH40 10% v/v em agua). Grafico B: O
EAB nas doses de 640 ou 1280 mg/kg foi administrado por via oral 1 h antes da inje¢éo de LPS (5
pa/kg, i.v). Animais controle receberam o mesmo volume do veiculo (Cremophor RH40 10% v/v em
agua). Os pontos representam a média + EPM da variacdo da temperatura retal (AT, em C) de 5
animais para cada grupo, medida por telemetria. * p<0.05 quando comparado ao valor
correspondente do grupo veiculo + LPS.

A febre talvez seja o mais antigo sinal conhecido das doencas, relacionado
com a instalagéo de processos infecciosos, inflamagéo, reagdo medicamentosa,
doenga auto-imune, neoplasia ou doenca vascular do tipo oclusiva (HENKER,;
KRAMER; ROGERS, 1997). Febre é a elevacdo da temperatura corporal em
resposta a invasao por agentes infecciosos exibida pela maioria das espécies.
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Quando um agente pirogénico, como o LPS, adentra o corpo através da
guebra das barreiras naturais, ocorrera interacdo com as células e a consequente
sintese e liberacdo de mediadores enddgenos, como citocinas ( TNFa, IL-13, IL-6)
e PGs ( KLUGER, 1991; ROMANOVSKY et al., 2005). Os sinais febrigénicos da
periferia atingirdo regides centrais, que por sua vez desencadeardo ajustes
apropriados de atividade termoefetora no intuito de aumentar a temperatura
corporal (BLATTEIS; SEHIC, 1998).

No cérebro, as PGs da série E2 sdo cruciais para inducdo da febre, ao
menos na febre induzida por LPS (ROMANOVSKY et al., 2005). Tendo em vista a
inibicdo da febre pelo EAB, é possivel que o mesmo tenha sua agdo sobre a
inibicdo de producdo de PGs, que sao os principais mediadores da febre induzida
por LPS.

Estudos farmacoldgicos tem confirmado que algumas plantas do género
Alternanthera, incluindo A. punges, A. sessilis, A tenella e A. brasiliana exercem
importantes atividades terapéuticas, o que poderia justificar seu uso na medicina
popular. Alguns compostos com atividade imunomodulatéria como acidos graxos,
flavonoides, polissacarideos e triterpenos também foram encontrados no género
Alternanthera (De Souza et al 1998), entretanto em nosso conhecimento, ainda
ndo foi realizado estudo que tenha investigado o efeito de A. brasiliana sobre a
producéo de PGs.

Fabricio et al.,, (2005), propuseram que a ET-1 seja um mediador
intermediario na febre induzida pelo LPS, participando de uma via independente
de PGs. Como a dose de 640 mg iniciou a inibicho da febre antes da

indometacina, pode ser que o EAB tenha ac¢éo inibitoria sobre as endotelinas.

Recentemente, foi demonstrado que a ET-1, além do LPS e outros pirogénios
enddgenos (exceto a IL-1[3 e as prostaglandinas), recrutam o sistema opibide para
causar uma febre independente de PGE, e mediada pelos receptores pu (Fraga et
al., 2008).
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4.2. Efeito da administracdo oral do EAB sobre o0 ed ema de pata

induzido pela injecao intraplantar de carragenina, em ratos.

Para investigar a possivel acao antiinflamatéria do EAB foi utilizado o modelo
de edema de pata induzido pela injecdo de carragenina em ratos. Os resultados
apresentados na Figura 7 demonstram que o EAB administrado por via oral nas
doses de 640 e 1280 mg/Kg 1 h antes da injecdo intraplantar de carragenina
promoveu inibicdo do edema de pata, onde 0 extrato na menor concentracado
reduziu de maneira estatisticamente significativa 36,2% na 42 hora e 32,2% na 52
hora e na concentracdo de 1280 mg a inibigéo estatisticamente significativa foi de
36,8% na 32 h, 33,3% na 42 h e 33,9% na 52 hora.

Esse efeito inibitorio foi semelhante aquele causado pelo antiinflamatorio ndo
esteroidal utilizado como controle positivo (indometacina, 8 mg/Kg, v.0.). A
indometacina apresentou efeito inibitorio significativo entre a terceira e quinta

horas apos a injecéo do estimulo flogistico (Figura 7).

53



-@- Veiculo + Cg -l EAB 1280 mg/kg + Cg

-©-Indometacina+ Cg -3 EAB 640 mg/kg + Cg
0.91

0.8+
0.7
0.6+
0.5
0.44

0.34

A do volume da pata (mL)

0.24

0.1 T T

Tempo (horas)

Figura 7: Efeito da administragdo do extrato etandl ico de A. brasiliana (EAB) nas
doses de 640 e 1280 mg/kg sobre o edema de pata ind uzido pela inje¢éo intraplantar de
carragenina (Cg). O EAB nas doses indicadas ou o seu veiculo (Cremophor RH40 10% v/v em
agua) foram administrados por via oral 1 h antes da injecdo intraplantar de carragenina (100
pg/pata). Animais controle foram tratados com indometacina (8 mg/kg, v.0). Os valores
representam a média + EPM da variagdo no volume da pata de 5 animais para cada grupo. *
p<0.05 quando comparado ao valor correspondente do grupo veiculo + Cg.

O edema em pata de rato € um teste classico usado para avaliar atividade
antiinflamatoria in vivo (SEDGWICK; WILLOUGHBY, 1994). A principal vantagem
deste modelo consiste na facilidade de execucéo e a reprodutibilidade. O edema é
um sinal cardeal da inflamag&o aguda, sendo um parametro util a ser considerado
guando se testa agentes que podem ser ativos no tratamento desta inflamacé&o
(SEDGWICK; WILLOUGHBY, 1994). O edema resultante ocorre devido liberacdo
de mediadores farmacologicos, incluindo histamina, serotonina, cininas e PGs. De
maneira ideal a pata deve ser medida na 32 e 42 horas apoOs injecdo de
carragenina, devido ao pico de acdo dos mediadores inflamatérios. Este € um

excelente teste para detectar inibidores da enzima COX, tendo sido introduzido
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nos estudos que descrevem os efeitos antiinflamatorios da indometacina
(SEDGWICK; WILLOUGHBY, 1994).

A formacdo de edema é um evento bifasico, a hiperemia inicial (durante a
primeira hora) esta relacionada com a liberacdo de histamina e serotonina e o
edema tardio com a liberacdo de bradicinina e prostaglandinas (TASOKUTIL et al,
2002). Os resultados dos testes realizados sugerem que 0 mecanismo de acao do
EAB pode estar associado com a histamina, serotonina, bradicinina e

prostaglandinas.

A atividade antiinflamatéria de muitas plantas tem sido atribuida aos seus
constituintes flavondides e triterpenos, estando ambos presentes na composicao
da A. brasiliana conforme citado por Souza et al., (1998).

Flavonodides s&o compostos fendlicos antioxidantes de vasta distribuicdo
entre as plantas que tém demonstrado importantes atividades antiinflamatorias
tanto in vitro como in vivo (CALIXTO et al., 2000). Sdo conhecidos por exercerem
potente efeito inibitdério sobre indmeras enzimas relacionadas a ativagéo celular e

a producéo de mediadores inflamatérios (BRITO et al., 2007).

Assim, o isolamento dos compostos presentes na planta a fim de identificar
principios ativos com atividade anti-edematogénica pode ser util para o
desenvolvimento de medicamentos com esta acdo. Apesar das doses com efeito
anti-edematogénico serem altas, deve-se ressaltar que o EAB foi administrado via

oral, ficando suscetivel ao metabolismo de primeira passagem.

4.3. Efeito da administragéo oral do EAB sobre a no  cicepc¢éo induzida

por formalina, em ratos.
O efeito antinociceptivo do EAB foi investigado utilizando-se o modelo da

formalina em ratos. Conforme pode ser observado na Figura 8, a administracéo do

EAB nas doses de 640 e 1280 mg/kg 1 hora antes da injecdo do estimulo inibiu de
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maneira significativa estatisticamente tanto a fase neurogénica (0 a 4min), como a
fase inflamatdria (15-19 min) apos injecao de formalina.

Na primeira fase do teste da formalina, o nimero de sacudidas da pata do
grupo controle positivo, no tempo 0 a 4 min, foi 59,7 £ 2,5, sendo reduzido para
28,5+ 8,8 e 33,5 £ 9,9 com o tratamento nas doses de 640 e 1280 mg/kg de EAB,
inibindo 52,2% e 43,9%, respectivamente (Figura 8).

Na segunda fase do teste a inibicdo maxima foi verificada no tempo de 20 a
24 min, sendo de 64,3% e 54,4%, para as doses de 640 e 1280 mg/kg,

respectivamente (Figura 8).

80
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704 —HB- EAB 640 mg/kg
—6—- EAB 1280 mg/kg

60+

504

40-

304
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0-4

5-9
10-14
15-19
20-24
25-29
30-34
35-39
40-44
45-49
50-54
55-60

Periodo (min)

Figura 8: Efeito da administracdo do extrato etanél  ico de A. brasiliana (EAB) nas doses de
640 e 1280 mg/kg sobre a resposta nociceptiva induz  ida por formalina. O EAB nas doses
indicadas ou o seu veiculo (Cremophor RH40 10% v/v em 4gua) foram administrados por via oral 1
h antes da injecdo intraplantar de formalina (1%). Os resultados estdo expressos como média +
EPM do numero de sacudidas da pata/periodo de tempo. N=5 para cada grupo. * p<0.05 quando
comparado ao valor correspondente do grupo veiculo.
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O teste de formalina € diferente da maioria dos modelos de dor porque
avalia como o animal responde a dor moderada e continua apoés injuria de um
tecido, sendo este teste o de maior validade para a dor clinica em comparagéao
com testes que empregam estimulos mecéanicos ou térmicos (TJOLSEN et al.,
1992).

Segundo Dubuisson e Dennis (1977), a quantificacdo da dor baseia-se no
tempo total gasto em estados comportamentais diferentes, que sdo caracterizados
por elevagdes, lambidas, mordidas ou sacudidas da pata injetada ou reducao do
peso colocado sobre a mesma.

Uma caracteristica importante do teste de formalina em roedores € o fato de
0S animais apresentarem duas fases de comportamento antinociceptivo, que
parecem envolver dois estimulos diferentes (SAWYNOK, 2003; TJOLSEN et al.,
1992). A primeira fase € iniciada logo depois a da injecao de formalina e apresenta
resposta maxima em torno de 5 minutos. Nesta fase provavelmente ocorre
estimulacao direta dos nociceptores. A segunda fase comecga em torno de 15 a 20
minutos apos injecado de formalina e prolonga-se por 20 a 40 minutos. AINEs como
a indometacina s6 reduzem o comportamento nociceptivo na segunda fase, isto
fornece evidéncias de que processos inflamatorios estdo envolvidos nesta
segunda fase (TJOLSEN et al., 1992). As drogas opioides por outro lado inibem
tanto a primeira quanto a segunda fase deste modelo experimental de dor
(TAYLOR;BASBAUM, 2000).

O EAB inibiu a primeira fase do teste da formalina, o que sugere que
mecanismos centrais podem estar envolvidos na atividade antinociceptiva do
extrato. Como o EAB também foi capaz de inibir a segunda fase do teste, pode-se
sugerir que mecanismos periféricos atuando sobre o processo inflamatorio
também podem ser importantes para essa atividade. Isto esta coerente com o fato
de ter havido reducédo da inflamagédo no teste de edema de pata induzido por
carragenina.

De Souza (1998), demonstrou utilizando extrato hidroalcodlico de

Alternanthera brasiliana (50% m/v) que o mesmo produziu analgesia dose
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dependente em ambos modelos de dor em ratos (contor¢des abdominais e
formalina). Outro aspecto interessante observado foi que este mesmo extrato
mostrou efeito analgésico mais potente que trés drogas padrdo (aspirina, dipirona
e indometacina) quando avaliados no teste de contor¢cdo abdominal, além disso os
resultados encontrados nesta mesma pesquisa indicaram um perfil analgésico de
longa duracdo quando administrado por via oral ou intraperitoneal (0,5-4 h),
sugerindo que seu principio ativo parece ser bem absorvido tanto pelo trato
gastrointestinal quanto por via intraperitoneal.

Os resultados sugerem que o EAB contém diferentes substancias que
parecem estar agindo sob distintos mecanismos: ele pode estar relacionado a
inibicdo da ciclooxigenase, produtos derivados da via do acido araquidénico, como
foi capaz de inibir a segunda fase da dor induzida por formalina e ele também
parece estar relacionado com a estimulacéo dos receptores opidides, ja que, como
morfina, inibiu ambas fases induzida por formalina dor e o EAB apresentou
resultado semelhante.

Investigacdes fitoquimicas preliminares realizadas com A. brasiliana
indicaram a presenca de terpenos, esterdides e compostos fendlicos. Estudos
anteriores relatam que A. brasiliana exerce efeito analgésico significativo, tendo
poténcia equivalente a aspirina e paracetamol (Santos et al., 1995).

Alguns estudos tém demonstrado que esta planta exerce atividade in vitro
contra varios tipos do virus, incluindo o virus da herpes simples (Lagrota et al.,
1995). A. tenella é utilizada na medicina popular para tratar a febre, infeccbes e
inflamacao genital. Algumas  espécies do género  Alternanthera
parecem inibir a ativacdo dos linfocitos, ter propriedades antivirais e
hepatoprotetora, efeito antinociceptivo e atividade analgésica . A. tenella parece
ter também atividade antibidtica nos ensaios
utilizando bactérias Gram-positivas ou Gram-negativas in vitro (GUERRA et al,
2002).

Batista (2008) n&o encontrou atividade antimicrobiana sobre Alternanthera
brasiliana sobre cepas ATCC e isoladas na comunidade de bactérias gram

negativas e gram positivas. Entretanto, Salvador (2004) observou que Alternantera
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maritima apresentou atividade antimicrobiana contra bactérias gram-positivas e

gram-negativas.

Os analgésicos opioides tém sido reconhecidos, através dos séculos, como
0s mais eficazes no tratamento da dor. Dentre eles a morfina, “apesar de antiga”,
continua sendo a primeira escolha no tratamento de diversos tipos de dor, aguda
ou crbnica, apesar de seus efeitos indesejaveis, em especial, a depresséo
respiratéria e dependéncia (VISCUSI, 2005). E possivel que o EAB tenha
atividade agonista sobre receptores opidides, uma vez que foi capaz de inibir a dor
na sua fase neurogénica, entretanto mais estudos serdo necessarios para

investigar essa possibilidade

Desta forma, o fracionamento e estudos biomonitorados dos compostos
presentes na planta A. brasiliana serdo imprescindiveis para elucidar os
mecanismos pelos quais as substancias presentes no EHA promovem os efeitos

terapéuticos investigados e relatados neste estudo.
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5. Conclusbdes

Nos resultados obtidos neste estudo, o extrato etandlico de Alternanthera
CF brasiliana (L) KUNTZE, conhecida vulgarmente como Meracilina, produzido a
partir das folhas da planta, administrado por via oral, demonstrou possuir
propriedades antinociceptiva, antiinflamatéria e antipirética em ratos. A partir
desse trabalho torna-se interessante isolamento e caracterizagédo dos constituintes
guimicos dessa planta com a finalidade de se obter moléculas com potenciais
acdes antinociceptiva, antiinflamatéria e antipirética. E preciso elucidar o
mecanismo de acado, que pode ser devido a uma molécula isoladamente ou a um
sinergismo de duas ou mais moléculas, tendo em vista que foi utilizado o extrato
bruto da planta. Tais resultados contribuem de maneira significativa para validacao

cientifica de seu uso popular.
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