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RESUMO

A familia Lamiaceae tem uma grande importancia na regido do semiarido brasileiro
devido as suas espécies detentoras de propriedades farmacoldgicas. Martianthus
leucocephalus (Mart. ex Benth.) J.F.B. Pastore pertence a familia Lamiaceae e ja
teve a atividade antimicrobiana do seu 6leo essencial comprovada. No entanto, a
referida espécie carece outros de estudos farmacologicos que avaliem seu potencial
biolégico. Diante disso, 0 objetivo desse trabalho foi avaliar o efeito sobre o sistema
nervoso central, a toxidade aguda, bem como investigar as atividades
antinociceptiva e anti-inflamatéria de extratos de Martianthus leucocephalus
proveniente de cultivo. O possivel mecanismo de acdo da espécie também foi
estudado. Os experimentos foram realizados no Laboratoério de Quimica de Produtos
Naturais e Bioativos e no Laboratério de Farmacologia da Universidade Estadual de
Feira de Santana. O efeito sobre o sistema nervoso central foi avaliado por meio da
Triagem Farmacologica Comportamental e pelo teste do Rota Rod. A toxidade
aguda foi averiguada utilizando o protocolo Organization for Economic Cooperation
and Development (OECD — 420/2001). A atividade antinociceptiva foi investigada
nos testes do acido acético, formalina e placa quente. O mecanismo de acédo foi
apurado utilizando o antagonista opioide naloxona no modelo da placa quente. O
estudo da atividade anti-inflamatoria foi realizado utilizando os testes do edema de
pata induzido por carragenina e da permeabilidade capilar induzida por &cido
acético. Os resultados obtidos foram analisados através da andlise de variancia
(ANOVA). Martianthus leucocephalus ndo mostrou toxidade aguda nem acgao
miorrelaxante sobre o sistema motor. As propriedades antinociceptiva e anti-
inflamatoria foram evidenciadas de forma significativa em relacdo aos animais do
grupo controle.

Palavras-chave: Plantas medicinais e aroméaticas. Semiarido. Atividade biolégica.



ABSTRACT

The Lamiaceae family has a great importance in the Brazilian semiarid region due to
their species of pharmacological properties. Martianthus leucocephalus (Mart. Ex
Benth.) JFB Pastore belongs to the Lamiaceae family and has had the antimicrobial
activity of essential oil proven. However, this species lacks pharmacological studies
that evaluate its biological potential. Thus, the aim of this study was to evaluate the
effect on the central nervous system, the acute toxicity, as well as investigate the
antinociceptive and anti-inflammatory of Martianthus leucocephalus extract. The
possible mechanism of action of species was also studied. The experiments were
performed in the Chemistry Laboratory of Bioactive Natural Products and in the
Laboratory of Pharmacology at the State University of Feira de Santana. The effect
on the central nervous system was evaluated through Behavioral Pharmacological
Screening by Rota Rod test. The acute toxicity was determined using the protocol
Organization for Economic Cooperation and Development (OECD - 420/2001). The
antinociceptive activity was investigated in the tests of acetic acid, formalin and hot
plate. The mechanism of action was determined using the opioid antagonist naloxone
in the hot plate model. The study of anti-inflammatory activity was performed using
the paw edema induced by carrageenan tests and capillary permeability induced by
acetic acid. The results were analyzed by analysis of variance (ANOVA). Martianthus
leucocephalus showed no acute toxicity or muscle relaxant effects action on the
motor system. The antinociceptive and anti-inflammatory properties were found
significantly compared to the control group animals.

Keywords: Medicinal and aromatic plants. Semiarid region. Biological activity.
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INTRODUCAO GERAL

1. O uso de plantas medicinais

A utilizacdo de planta medicinais pela humanidade € tdo antiga quanto a
histéria do homem. O processo de evolugdo da “arte de cura” se deu de forma
empirica, em processos de descoberta por tentativas, erros e acertos (ALMEIDA,
2003). O interesse popular no uso de plantas medicinais cresceu consideravelmente
na segunda metade do século 20 e os estudos sobre a quimica e farmacologia de
produtos naturais em muitas partes do mundo, incluindo o nordeste brasileiro, tem
resultado no aumento da preocupacdo com a potencial perda de biodiversidade e a
necessidade de garantir o uso sustentavel dos recursos naturais (ALBUQUERQUE
et al., 2007).

O Brasil € detentor de grande biodiversidade e tem uma riqgueza de
conhecimento tradicional acumulado pelos habitantes locais que tem acesso direto a
natureza e aos produtos da biodiversidade (ALBAGLI, 2001). O conhecimento
tradicional relacionado as ervas medicinais € a base da medicina popular no Brasil,
gue é derivado a partir de uma mistura de culturas indigenas brasileiras e europeias
e influéncias africanas desde o periodo de coloniza¢do (MARTINS et al., 2000).

Nas regibes mais pobres do pais e mesmo nas grandes cidades brasileiras,
plantas medicinais sdo vendidas em feiras livres, mercados populares e cultivadas
em quintais residenciais (AMAZORO; GELY, 1988; PRANCE, 1992). As
observacbes populares a respeito da utilizacdo e acdo de plantas medicinais
contribuem significativamente para a difusdo dos atributos terapéuticos dos vegetais,
que por sua vez sao prescritos com frequéncia, em virtude do efeito farmacol6gico
gue produzem, mesmo nao tendo sua composi¢cao quimica conhecida (MACIEL et
al., 2002).

Pessoas que vivem em comunidades localizadas em areas isoladas tendem a
se tratar com plantas medicinais com uma extensdo muito maior do que pessoas
gue habitam regi6es onde os centros de salde e médicos sdo mais facilmente
disponiveis (ALMEIDA et al., 2005). Os curandeiros tradicionais tém conhecimento
consideravel do uso medicinal de plantas locais e cultivadas e a experiéncia

etnomedicinal e o conhecimento dos recursos locais para uma ampla variedade de
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doencas sdo passados de geracdes anteriores as geracfes atuais (AGRA et al.,
2007).

Segundo Rodrigues (2006), o conhecimento das comunidades tradicionais
relativo a plantas utilizadas em tratamentos de diversas doencas transcende sua
natureza medicinal. Esse conhecimento se estende para nocdes de toxicidade,
contra-indicacdes, doses diferenciadas e interacdo entre plantas. O conhecimento
dessas propriedades € tdo importante quanto, ou mais importante que o
reconhecimento das propriedades curativas. A suspeita de que certas espécies de
plantas podem ser toxicas ou produzir reacdes adversas, com base em um registro
detalhado de seu uso em levantamentos etnofarmacolégicos, pode ser uma
ferramenta auxiliar para a farmacovigilancia dos medicamentos fitoterdpicos, com

conhecimento mais amplo dos recursos vegetais na flora mundial.

2. Desenvolvimento de novos farmacos

As atividades extrativas no meio natural consistem em um dos principais usos
da diversidade biolégica. As ervas medicinais tém recebido atencédo especial pelos
diferentes significados que assumem em nossa sociedade como recurso biolégico e
cultural. Os vegetais sdo uma importantissima fonte de produtos naturais
biologicamente ativos, e muitos deles consistem em modelos para a sintese de
grande numero de farmacos (GUERRA; NODARI, 2004). Em décadas recentes,
muitas informacdes sobre recursos genéticos vegetais em florestas tropicais tem
aumentado (LUCENA et al., 2007; BUSSMANN; SHARON, 2006).

O patrimbnio genético do Brasil tem valor econdmico-estratégico inestimavel
em varias atividades, mas é no desenvolvimento de novos medicamentos que reside
sua maior potencialidade. Estima-se que 25 a 50% dos medicamentos disponiveis
na terapéutica atual foram desenvolvidos de fontes naturais, sendo 25% a partir de
plantas, 13% de micro-organismos e 3% de animais (NEWMAN; CRAGG, 2007).

Embora cerca de 100 mil compostos oriundos de plantas ja tenham sido
determinados, as fontes de metabdlitos secundarios parecem ser inesgotaveis em
relacdo as possibilidades de se encontrar novas e diferentes estruturas com
atividades de extrema importancia a quimica medicinal (KINGSTON, 2011). Além
disso, apesar da biodiversidade brasileira ser considerada a maior diversidade

vegetal do mundo, com mais de 56.000 espécies catalogadas, apenas 15% a 17%
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foi estudada, e somente para algum efeito especifico (GIULIETTI et al.,2005). A
vegetacao brasileira apresenta uma abundéancia de plantas nativas, com caréncia de
completos estudos quimicos e farmacologicos, distribuidos em biomas com
caracteristicas diversas de clima e solo, como a floresta amazénica, a mata atlantica,
o cerrado, o pantanal e a caatinga. Mas é no Nordeste que esta presente um dos
climas mais complexos, que pela sua grande area, somada as variagdes de relevo e
disponibilidade irregular de chuvas, levou ao aparecimento de distintos tipos
vegetacionais, com grande riqueza de metabdlitos de interesse farmacoldgico
(GIULIETTI et al., 2005).

Apesar desse enorme potencial e dos diversos incentivos governamentais
para estudos nesta regido nos ultimos anos, existe ainda grande desconhecimento
sobre a biodiversidade do Nordeste brasileiro, tornando o uso dos produtos naturais
oriundos desta regido fragmentado e escasso. Somado a isso, o interesse em fontes
naturais de novas moléculas foi recentemente retomado, pois embora nas ultimas
décadas do século passado os esforcos para a busca de drogas tenham sido
desviados para produtos sintéticos, esta mudanca nado levou a um aumento na
descoberta de novos farmacos (KINGSTON, 2011).

3. Consideracfes gerais sobre dor, nocicepcao e inflamagéo

A dor é uma experiéncia subjetiva, dificil de ser definida, embora todos
saibam o seu significado. Reconhecidamente, € a resposta direta a um estimulo n&o
desejavel e associado a lesao tecidual, como trauma, inflamacéo ou cancer, mas a
dor intensa pode ter origem independentemente de qualquer causa aparentemente
Obvia, como na neuralgia do trigémeo, ou persistir por muito tempo depois que a
les&o esteja resolvida, tal qual na dor do membro fantasma (RANG et al., 2011). A
Associacao Internacional para o Estudo da Dor (IASP) conceituou a dor como uma
experiéncia sensorial e emocional desagradavel que estd associada a lesdes reais
ou potenciais.

A dor pode ter inicio espontaneamente e/ou por sensibilizac&do, ou seja, pela
hiperalgesia, mas também em resposta a estimulos ndo nocivos (alodinia) (KIDD et
al., 2001; MILLAN, 1999). Em funcdo dos neurotransmissores e/ou tipo de lesao,

pode-se classificar a dor em: neurogénica, neuropatica, nociceptiva ou psicogénica,
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respectivamente vinculadas a lesédo neural, disfungdo neural, ativacdo aumentada
dos nociceptores ou fatores psicoldgicos (FURST, 1999; MILLAN, 1999).

Nocicepcdo € a percepcdo de um estimulo pelo sistema nervoso central
(SNC), desencadeado pela ativacdo de receptores sensoriais especializados,
intitulados nociceptores, existentes na pele, vasos, musculos, articulacbes e
visceras. As fibras nervosas nociceptivas que transmitem a mensagem ao SNC séo
fiboras aferentes primarias mielinizadas de pequeno calibre (fibras AgJ), com
velocidade de conducdo de 12 a 30 ms? e respondem a estimulos térmicos e
mecanicos; e as fibras ndo-mielinizadas (fiboras C), com baixa velocidade de
conducdo (0,5 a 2 ms?) e respondem a estimulos de origem térmica, mecanica e
quimica (FURST, 1999; JULIUS; BASBAUM, 2001). A nocicepgdo consiste nos
processos de transdugéo, transmissao e modulacdo de sinais neurais gerados em
resposta a um estimulo nocivo externo. Basicamente, pode ser considerada como
uma cadeia de trés neurbnios, com 0 neurdnio de primeira ordem originado na
periferia e projetando-se para a medula espinhal, o de segunda ordem ascende pela
medula espinhal e o neurbnio de terceira ordem projeta-se para o cértex cerebral
(TRANQUILLI, 2004).

A inflamacdo é uma resposta ndo especifica da microcirculacdo do tecido
lesionado provocado por estimulos biolégicos, fisicos, quimicos ou pela combinacgéo
destes (NATHAN, 2002). E uma resposta fundamentalmente protetora, destinada a
livrar os organismos tanto da causa inicial da injaria celular quanto das
consequéncias de tal injuria (KUMAR et al., 2010). A reacao inflamatoria se
caracteriza por uma cascata de eventos onde sinais classicos da inflamacao, tais
como, rubor, calor, tumor e dor, se fazem presentes (GILROY et al., 2004).
Vasodilatacdo, aumento da permeabilidade vascular, migracdo de leucdcitos,
necrose, apoptose e liberacdo de mediadores quimicos sao alteracdes fisioldgicas
gue se associam aos sinais classicos (VIVIER; MALISSEN, 2005).

Os anti-inflamatérios ndo-esteroidais, que sao drogas utilizadas no tratamento
da inflamacéo, sdo uma das classes de drogas mais amplamente utilizadas em todo
o mundo, mas os seus efeitos adversos sobre a mucosa gastrica, rim, brénquio e
sistema cardiovascular sdo bastante conhecidos e tém limitado sua utilizacéo
(WALLACE; VONG, 2008).

A tendéncia atual de pesquisa € a investigacdo de medicamentos de origem

vegetal por sua acessibilidade e poucos efeitos colaterais (IBRAHIM et al., 2012).
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N&o é de causar admiracdo que o alivio da sensacao dolorosa é um dos grandes
objetivos da medicina moderna na incessante tentativa de desenvolver substancias
gue sejam capazes de cessar a dor, ou até mesmo a descoberta de farmacos com
eficacia semelhante, ou maior que aqueles usados na terapéutica atual, mas com
menor incidéncia de efeitos colaterais (ALMEIDA; OLIVEIRA, 2006).

4. Flora medicinal do semiarido brasileiro

O semiéarido possui vegetacdo com grande variacao fisiondbmica e floristica,
devido a grande heterogeneidade de clima, solo e relevo. Os principais tipos de
vegetacao que compdem essa regido sdo a caatinga, campos rupestres, florestas,
cerrado, brejos e ecossistemas aquaticos (QUEIROZ et al., 2006). A caatinga
destaca-se por ser 0 maior e mais importante ecossistema existente nessa regiao,
ocupando praticamente 70% (800.000 km?) de sua area (CASTELLETTI et al.,
2004). Seu clima é marcado por altas temperaturas e duas estacdes bem definidas,
uma seca e outra seca e umida. O solo é alcalino, pedregoso e raso, dificultando a
agricultura. A vegetacdo, predominantemente um estrato arbéreo ou arbustivo-
arbéreo, fica submetida a deficiéncia hidrica sazonal, agravada nos anos de seca
(QUEIROZ et al., 2006).

Esse ecossistema esta sob grande pressao devido ao desmatamento, além
disso, o uso irracional do solo provoca erosao devido a falhas agricolas. Isso dificulta
a sustentabilidade dos recursos florestais, agravando a pobreza da regiao,
restringindo renda familiar e a oferta de forragem. Sob o ponto de vista da
conservacao da biodiversidade, a caatinga precisa de acao prioritaria, pois € o lar de
espécies endémicas da flora e da fauna. Muitas destas espécies tém grande
potencial medicinal, e o extrativismo tem reduzido suas populacdes drasticamente
(ALMEIDA et al., 2005).

Fazendo parte da flora do semiarido, Lamiaceae esta entre as familias que
apresentam o0 maior numero de espécies com uso medicinal na caatinga
(ALBUQUERQUE; OLIVEIRA, 2007; ALMEIDA et al., 2005; MORAIS et al., 2005;
CARTAXO et al., 2010). Atualmente, a familia apresenta cerca de 7200 espécies, 0
maior dentro da ordem Lamiales, com 240 géneros, divididos entre sete subfamilias.
Quase cosmopolita, pois s6 ndo ocupa regibes mais frias de alta altitude ou

longitude (HARLEY et al., 2004), essa familia tem grande importancia econémica por
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ser fonte de Oleos essenciais aromaticos volateis, além de sua utlizagdo na
culinéria, com muitas espécies utilizadas como condimentos importantes, sendo

apreciados pelo aroma ou pelo sabor que atribuem aos alimentos (JUDD,1999).

Martianthus leucocephalus (Mart. ex Benth) J.F.B. Pastore pertence a familia
Lamiaceae, é uma erva aromatica endémica do semiarido baiano (HARLEY;
PASTORE, 2012), tem cerca de 20 cm de altura, apresenta folhas cartaceas, flores
com calice esverdeado e corola arroxeada (OLIVEIRA, 2011) (Figura 1A e 1B), e
vem sendo utlizada por comunidades locais para o tratamento de disturbios
respiratérios (AZEVEDO, 2014). Em 2012, Harley e Pastore realizaram um estudo
taxondmico do género Hyptis e baseado em andlises morfoldégicas e moleculares, a
espécie Hyptis leucocephala (Mart. Ex Benth.) passou a pertencer ao género
Martianthus, sendo designada agora Martianthus leucocephalus (Mart. Ex Benth.)
J.F.B. Pastore.

Muitas espécies de Lamiaceae, como as do género Hyptis sdo bastante
utilizadas por comunidades tradicionais, pois sdo caracterizadas por apresentar
substancias com grande potencial farmacol6gico e representam uma importante
fonte de compostos bioativos, conhecidos pelas atividades antimicrobiana,
antifingica, citotoxica, anti-inflamatéria, anti-HIV, inseticida, e anti-cancer (FALCAO;
MENEZES, 2003; McNEIL et al., 2011). As classes de compostos quimicos
encontrados nas Lamiaceas sdo predominantes de metabdlitos da via do acetato-
mevalonato, mas com algumas substancias de origem biossintética mista e da via do
acido chiquimico, como classes de terpenos, flavonoides, lactonas, lignanas e
acidos graxos (JUDD, 1999).

Essencialmente, os principais responsaveis pelo efeito citotéxico e anti-HIV,
parecem ser 0s metabdlitos terpenoides, com o0s triterpenos encontrados
preferencialmente (MENEZES, 1994). Devido a importancia econdmica do género,
muitos pesquisadores investigaram a composicdo quimica dos Oleos essenciais de
suas espécies, identificando assim, como componentes majoritarios, o0s
monoterpenos e sesquiterpenos, além de outras substancias como hidrocarbonetos,
acidos graxos, esteroides e lactonas a-pirdnicas (FALCAO; MENEZES, 2003).
Alguns estudos sobre o potencial biolégico de Hyptis foram realizados, onde a
atividade antimicrobiana foi revelada em H. leucocephala Mart. ex Benth., H.

platanifolia Mart. ex Benth., H. irwinii Harley e H. nubicola Harley (SANTOS et al.,
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2011; PINTO et al., 2009; LUCCHESE, et al., 2006). A espécie, H. fruticosa Salzm.
ex Benth., foi investigada quanto a atividade analgésica, e os resultados obtidos
estdo de acordo com o uso popular das folhas desta planta no combate a dor
(ALVES et al., 2005).

M. leucocephalus vem sendo alvo de estudos fitoquimicos, agrondmicos e
farmacolégicos na Universidade Estadual de Feira de Santana. Os estudos
fitoquimicos revelaram rendimento médio de 0,2% de 0Oleo essencial nas folhas com
formiato de isobornila como componente majoritario (LUCCHESE et al., 2005) e os
estudos farmacolégicos comprovaram a atividade antimicrobiana do 6leo frente a
Bacilus cereaus, Staphylococcus aureus e Candida albicans (LUCCHESE et al.,
2006).

No entanto, ainda ndo existem trabalhos publicados sobre a atividade
farmacoldgica dessa espécie e sobre sua toxicidade. Portanto esse projeto se
propde a avaliar a toxicidade aguda e a atividade biolégica do extrato metandlico e
das fracdes cloroférmica e hidrometandlica da parte aérea de M. leucocephalus em
camundongos, averiguando os possiveis efeitos sobre o sistema nervoso central,
assim como avaliar a acdo dos extratos e das fracdes na coordenagédo motora dos

animais e verificar a atividade antinociceptiva e anti-inflamatéria dessas subatancias.

Figura 01: (A) Martianthus leucocephalus (Mart. Ex Benth) J.F.B. Pastore cultivada em canteiros na
Unidade Experimental Horto Florestal da UEFS. (B) inflorescéncias lilas (maduras). Feira de Santana
— Ba.
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CAPITULO 1

ACAO TOXICOLOGICA E SOBRE O SISTEMA NERVOSO CENTRAL
DO EXTRATO METANOLICO E FRACOES OBTIDOS DE
MARTIANTHUS LEUCOCEPHALUS (MART EX. BENTH.) J. F. B.
PASTORE.
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RESUMO

O uso de medicamentos a base de vegetais € um habito antigo da humanidade. As
plantas medicinais sdo encontradas em todo territério brasileiro e embora as
populacdes que as utilizam tenham nocdes de toxidade, contra-indicacfes e doses
diferenciadas, ainda € grande o numero de casos de intoxicacbes e Obitos
provocados pelo uso de plantas e seus derivados. Martianthus leucocephalus € uma
erva aromatica do semiarido brasileiro pertencente a familia Lamiaceae, e vem
sendo utilizada por comunidades tradicionais ho combate a doencas respiratorias. O
objetivo dessa pesquisa foi avaliar o efeito do extrato metandlico e das fracdes
cloroférmica e hidrometandlica da parte aérea de M. leucocephalus sobre o sistema
nervoso central de camundongos atraves da triagem farmacol6gica comportamental
e do teste do rota rod. O diazepam foi utilzado como farmaco padréo no teste do
rota rod. Foi também propdésito desse trabalho avaliar a toxidade aguda do extrato e
das fracbes da referida espécie, conforme o guia Organization for Economic
Cooperation and Development — 420/2001. Os resultados da triagem farmacoldgica
mostraram acao analgésica e sedativa. O teste do rota rod ndo evidenciou atividade
miorrelaxante. O extrato metandlico e as fracdes cloroférmica e hidrometandlica ndo
produziram toxidade aguda em camundongos. Os resultados obtidos mostram a
potencialidade do extrato e das fracbes de M. leucocephalus como agentes
depressores do sistema nervoso central.

Palavras-chave: Plantas medicinais e aromaéaticas. Lamiaceae. Atividade

miorrelxante. Toxidade.
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ABSTRACT

The use of plant-based medicines is an old habit of humanity. Medicinal plants are
found throughout Brazil and although the people who use them have toxic notions,
contraindications and different doses, there is a huge number of cases of poisoning
and deaths caused by the use of plants and their derivatives. Martianthus
leucocephalus is an aromatic herb belonging to the Brazilian semiarid region,
belonging to the family Lamiaceae and has been used by traditional communities in
combating respiratory diseases. The objective of this research was to evaluate the
effect of the methanol extract and chloroform fractions and hydromethanol shoots of
Martianthus leucocephalus on the central nervous system of mice through behavioral
pharmacological screening and of the rod route test. Diazepam was directory to use
as the standard drug in the rod route test. Purpose of this study was to evaluate the
acute toxicity of the extract and the fractions of that species, as the Guide
Organization for Economic Cooperation and Development — 420/2001. The results
of pharmacological screening showed analgesic and sedative action. The route rod
test not showed muscle relaxant effects. The methanol extract and chloroform and
hydromethanol fractions did not produce acute toxicity in mice. The results show the
extract capability and M. leucocephalus fractions as depressants of the central
nervous system.

Keywords: Medicinal and aromatic plants. Lamiaceae. Miorrelxante activity. Toxicity.
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1. INTRODUCAO

A revisdo da literatura para o Nordeste do Brasil revela que as praticas
farmacéuticas tradicionais tém sido utilizadas no tratamento de muitas doencas,
incluindo tuberculose, infec¢cdes do trato urinario, doencas de pele e desordens
gastrointestinais (AGRA et al., 2007). No entanto, muitas dessas praticas ainda nao
foram submetidas a um estudo cientifico para confirmar a sua eficacia para uma
dada doenca (CARTAXO, 2010).

A informacéo etnobotanica em sistemas de cuidados de saude popular em todo o
mundo é de importancia inestimavel, pois € reconhecidamente valioso para
bioprospec¢édo (QUAVE et al., 2008). No entanto, o uso popular e tradicional n&o
basta por si s6 para validar eticamente as plantas medicinais como medicamentos
eficazes e seguros (BRASIL, 1995). Dessa forma, para avaliar a seguranca das
plantas que sdo utilizadas como medicamentos sdo imprescindiveis a realizacdo de
estudos farmacodinamicos, toxicolégicos pré-clinicos e clinicos de medicamentos.
Os protocolos para a avaliacdo toxicologica de medicamentos, quando realizados
por profissionais competentes e com precisao cientifica, possibilitam boa avaliacdo
da toxidade potencial para a espécie humana, permitindo, ainda, evidenciar os
orgaos alvos principais (LAPA, 2004).

Martiathus leucocephalus (Mart. ex Benth) J.F.B. Pastore pertence a familia
Lamiaceae, € uma erva aromatica endémica do semiarido baiano (HARLEY;
PASTORE, 2012), tem cerca de 20 cm de altura, apresenta folhas cartaceas, flores
com calice esverdeado e corola arroxeada (OLIVEIRA, 2011), e tem sido utilizada
por comunidades locais para o tratamento de disturbios respiratérios (AZEVEDO,
2014). Analises fitoquimicas mostraram que o 6leo essencial de suas folhas possui
um teor médio de 0,2% com formiato de isobornila como componente majoritario, e
atividade antimicrobiana e antifungica (LUCCHESE et al., 2005). Nesse sentido, o
presente estudo teve como objetivos fazer uma avaliagdo sobre o sistema nervoso
central (SNC) e um estudo toxicoldgico pré-clinico do extrato metandlico (EMML), da
fracdo cloroférmica (FCMML) e da fracdo hidrometandlica (FHMML) da parte aérea

de M. leucocephalus.
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2.MATERIAL E METODOS

2.1. Material vegetal

Individuos de M. leucocephalus foram cultivados em solo corrigido com adubado
antes do cultivo, de acordo com a analise quimica do solo. Para tal, foram aplicados
6.160 g de calcario dolomitico e 732,6 g de fosforo (superfosfato simples) na area
total e 10 litros de composto organico por canteiro. As plantas foram coletadas no
periodo da manh@, entre nove e dez horas, durante o més de agosto do ano de
2013, na Unidade Experimental do Horto Florestal da Universidade Estadual de
Feira de Santana, Bahia, Brasil, (UEFS), localizada a 12° 16" 00” de latitude sul e
38° 58’ 00” de longitude oeste, apresentando altitude de 234 metros e temperatura
média anual de 24°. A identificacdo botanica foi realizada no herbario da UEFS
(HUEFS), onde as exsicatas encontram-se depositadas (Voucher numero 25.322).
Apoés a coleta, foram imediatamente transportadas para o Laboratorio de Quimica
de Produtos Naturais e Bioativos da Universidade Estadual de Feira de Santana
(LAPRON). O material recém coletado foi colocado para secar a temperatura
ambiente e posteriormente a parte aérea das plantas ( caule, folhas e flores) foi

triturada com auxilio de um moinho de facas.

2.2. Preparo do extrato e fracfes

Apds secagem e moagem, o po foi entdo pesado e submetido a extracao, trés
vezes consecutivas, por maceracdo com metanol em erlenmeyer (Figura 1C e 1D).
Os extratos brutos foram concentrados em rotaevaporador (Fisatom 802), sob
pressao reduzida (Figura 1E), em temperaturas de 40-45°C. O residuo de solvente
foi retirado por evaporacdo em capela de exaustdo para obtencdo do EMML seco
(Figura 1F). 20g do EMML foi dissolvida em metanol & temperatura ambiente e
filtrada, adicionando-se agua destilada a esta solugdo a uma propor¢cdo de 7:3
(dgua; metanol, v/v), particionando-se por trés vezes com cloroformio (1:1) (Figura
1G), resultando nas FCML e FHMML (Figura 1H). A FCML foi concentrada em
evaporador rotatério, sob pressao reduzida, em temperaturas de 40-45°C. Enquanto
a FHMML teve o metanol evaporado em capela de exaustdo e a solucéo final foi

liofilizada (Liofilizador Terrone Enterprise I). Esses experimentos foram realizados no
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LAPRON, Universidade Estadual de Feira de Santana (UEFS), Feira de Santana —
Ba.

Figura 01: (A) Material vegetal de Martianthus leucocephalus (Mart. ex Benth.) J.F.B. Pastore
secando & temperatura ambiente. (B) moinho de facas. (C) Pesagem do material pulverizado. (D)
extracdo com metanol. (E) rotaevaporador sob pressado reduzida. (F) extrato metandlico seco. (G)
particdo liquido-liquido com cloroférmio (H). Fracdo hidrometandlica e fragdo cloroférmica. Feira de
Santana, 2015.

2.3. Animais

Todas o0s experimentos foram realizados com camundongos suicos (Mus
musculus, Linnaeus,1758) machos, adultos, com peso corporal variando entre 25-
359, provenientes da colbnia do Biotério Central da Universidade Estadual de Feira
de Santana. Os animais foram mantidos em uma sala com temperatura controlada
(22 £ 2 °C) com ciclo claro/escuro de 12h e livre acesso a comida e agua. Duas
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horas antes de cada procedimento, 0os animais receberam apenas agua para evitar
gue os alimentos pudessem interferir com a absor¢édo da substancia. Todos os
experimentos foram previamente aprovados pelo Comité de Etica em Uso Animal
(CEUA-UEFS, protocolo niumero 006/2012) — Anexo 1 .

2.4. Administragéo das drogas e extratos

O EMML e as FCML e FHMML foram dissolvidos em Tween 80 e em agua
destilada e administrados via oral (v.0) em doses de 100, 200 ou 500 mg/kg (triagem
farmacoldgica comportamental) e nas doses de 75, 150 ou 300 mg/kg (teste do Rota
rod). O diazepam (1,5 mg/kg), utilizado como farmaco padréo de referéncia no teste
do rota rod, foi administrado por via intraperitoneal (i.p.). Aos animais do grupo

controle foi administrado um veiculo (dgua destilada e Tween 80, 0,1ml/10g, v.0.).

2.5. Triagem farmacolégica comportamental

A partir da metodologia proposta por Almeida e Oliveira (2006), séo
estabelecidos critérios comparativos para uma série de comportamentos
normalmente exibidos pelos animais (Anexo 02), foi feita a analise dos parametros
estabelecidos no protocolo utilizado na triagem farmacol6gica comportamental para
observacéo de possiveis alteracdes induzidas pelo EMML, FCML e FHMML de M.
leucocephalus, relacionadas com a atividade no SNC. Os camundongos foram
divididos em grupos de seis, tratados com EMML e FCML e FHMML (doses: 100,
200 ou 500 mg/kg), e o grupo controle que recebeu apenas o veiculo. Apos as
administracdes, os animais foram observados em intervalos de tempo pré-
estabelecidos (30, 60,120 e 240 min.) quanto a presenca ou auséncia de diversos
sinais, estabelecidos no protocolo experimental padrdo de comportamento. Apds as
quatro primeiras horas do experimento os animais foram mantidos em observacao

por um periodo de até 72 horas, para registro da possivel ocorréncia de mortes.

2.6. Atividade miorrelaxante

A atividade miorrelaxante foi determinada com a utilizagdo do aparelho de

rota rod — Modelo EFF — 411- INSIGHT - Brasil, constituido de uma barra giratéria
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nao escorregadia, dividida em quatro segmentos iguais com 5 cm de diametro. A
velocidade de rotacdo do cilindro por minuto (rpm), o tempo de permanéncia dos
camundongos na barra, assim como o numero de quedas sdo controlados e
registrados por dispositivos que integram o aparelho. Para este experimento, 24h
antes foi realizado um pré-teste para selecionar os animais, escolhendo-se aqueles
que conseguiram permanecer na barra giratéria durante 3 minutos (7 rpm) em até
trés tentativas, conforme metodologia proposta por Bonjardim et al. (2011). No dia
do teste os animais foram tratados com o EMML, FCML, FHMML, veiculo ou
diazepam, totalizando cinco grupos de tratamento (n=8). O tempo em que cada
animal permaneceu na barra em até 180s foi registrado 60 minutos apds cada
administracdo (BONJARDIM et al.,2011).

A Triagem Farmacologica Comportamental e o teste do rota rot foram

realizados no Laboratério de Farmacologia (LAFAR), UEFS, Feira de Santana — Ba.

2.7. Toxidade aguda

O teste de toxidade oral aguda foi realizado conforme a Organization for
Economic Cooperation and Development, Guia OECD-420/2001 “Procedimento de
dose fixa” (OECD, 2001). A dose inicial € selecionada com base em teste preliminar,
no qual se observa a dose que produza sinais de toxidade sem causar efeitos
toxicos graves ou mortalidade. Em seguida realiza-se o estudo com 5 animais por
grupo, iniciando com a dose definida no pré-teste.

O experimento foi realizado com 23 camundongos suicos, adultos,
provenientes do Biotério Central da UEFS.

Inicialmente foi realizado o pré-teste, no qual o EMML e as FCML e FHMML
foram administrados por via oral, a um Unico animal, na dose provavel de produzir
toxidade evidente. A dose inicial escolhida para iniciar o pré-teste foi baseado em
estudos prévios (triagem farmacologica comportamental) que testaram a dose de
500 mg/kg, com a qual ndo se observou sinais de toxidade nem mortalidade, desta
forma a dose fixa maior de acordo com o protocolo seria de 2000 mg/kg e, portanto,
foi a dose escolhida para o pré-teste.

Depois de determinada a dose inicial através do pré-teste, os animais foram
divididos em 4 grupos, sendo um grupo controle com 5 animais tratados com o

veiculo (Agua destilada e Tween 80), e 3 grupos de 5 animais cada, tratados com o
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EMML, FCML ou FHMML, na dose de 2000 mg/kg de acordo com os resultados do
teste preliminar. Antes da administracdo os animais foram submetidos a jejum de 3
horas, com acesso livre apenas a agua. O acesso a racao foi permitido apenas apos
2 horas da administracdo. Em seguida, os animais foram observados durante as
primeiras 8 horas, com especial atengdo nas primeiras 4 horas, e durante 14 dias
para avaliagdo de sinais clinicos de carater geral e toxicos.

Os parametros foram avaliados segundo o protocolo de toxidade aguda
descrito por BRITO (1994), através de escalas analdgicas unipolares variando de 0 a
4 pontos, sendo O (zero) o valor representante da normalidade, ou através de
escalas bipolares variando de 0 a 8 pontos, sendo 4 o valor representante da
normalidade.

Os animais foram pesados no inicio e no final do experimento. No ultimo dia
de observacgdo, os animais foram eutanasiados e submetidos a laparotomia para
retirada, pesagem e observacédo macroscoépica dos rins, figado, coracéo e pulmdes.

Este experimento foi realizado na Universidade Estadual do Sudoeste da
Bahia — UESB, Jequié — Ba.

2.8. ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica dos dados do teste do rota rod foi realizada através da
analise de variancia (ANOVA) seguido pelo pos-teste de Dunnet, utilizando o
programa Graph Pad Prism, versao 6.0.

No teste de toxidade aguda, os dados estatisticos foram analisados utilizando
ANOVA seguido pelo pos-teste de Tukey, utilizando o programa Graph Pad Prism,
versao 6.0.

Os resultados foram considerados significativos quando p<0,05.

3.0. RESULTADOS

3.1. Rendimento dos extratos

Os resultados obtidos demonstraram que o EMML apresentou rendimento

final de 8,1%, enquanto que as FCML e FHMML apresentaram rendimento final de
32,4% e 53,5%, respectivamente (Tabela 1).
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Tabela 01- Determinacdo do rendimento do extrato metandlico e fragbes cloroférmica e
hidrometandlica (%) de Martianthus leucocephalus (Mart. ex Benth.) J.F.B. Pastore, massa inicial (g) e
massa final do extrato seco (g). UEFS, Feira de Santana, 2015.

Extrato / Fracéo Massa inicial (g) Massa final (g) Rendimento do
extrato / fracdo total
(%)

Extrato metandlico 2718,47 221,49 8,1
Fracao cloroférmica 20 6,48 32,4
Fracéo 20 10,7 53,5

hidrometandlica

3.1. Triagem Farmacol6gica Comportamental

De acordo com os resultados obtidos na triagem farmacoldgica, baseando-se
nos parametros descritos na metodologia proposta por Almeida e Oliveira (2006),
pode-se depreender que o EMML, e as FCML e FHMML nas doses de 100, 200 e
500 mg/kg ndo apresentaram acao estimulante do SNC dos animais. Em relacdo a
acao depressora do SNC, o EMML, FCML e a FHMML provocaram analgesia nos
camundongos em todas as doses (100, 200 e 500 mg/kg) em todos os tempos de
observacédo. Foi possivel observar que a FCML foi responsavel pela sedacdo dos
animais em todas as doses e em todos os tempos avaliados. Além disso, é

necessario destacar que, em 72 h de observacdo nenhuma morte foi registrada.

3.2 Teste do rota-rod

O teste da barra giratéria (rota rod) foi realizado para verificar uma possivel
interferéncia sobre a coordenacdo motora dos roedores apds administracdo do
EMML a das FCML e FHMML nas doses de 75, 150 ou 300 mg/kg. Nao houve
diferenca significativa no parametro avaliado em animais do grupo controle daqueles
tratados com EMML, FCML e FHMML, nas doses acima citadas (Figuras 02, 03 e
04). Como esperado, o diazepam, droga depressora do SNC utilizada, diminuiu o

tempo de permanéncia no aparelho.
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Figura 02: Efeito do extrato metandlico de Martianthus leucocephalus ( Mart. ex Benth.) J.F.B.
Pastore (75, 150, 300 mg/kg, v.0.) no teste da coordenagdo motora em camundongos. Resultados
expressos como média £ e.p.m. *** p<0,001. (ANOVA seguido de Dunnet). Feira de Santana, 2015.
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Figura 03: Efeito da fracdo cloroférmica de Martianthus leucocephalus (Mart. ex Benth.) J.F.B.
Pastore (75, 150, 300 mg/kg, v.0.) no teste da coordenagdo motora em camundongos. Resultados
expressos como média + e.p.m. *** p<0,001. (ANOVA seguido de Dunnet). Feira de Santana, 2015.
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Figura 04 : Efeito da fracdo hidrometandlica de Martianthus leucocephalus (Mart. ex Benth.) J.F.B.
Pastore (75, 150, 300 mg/kg, v.0.) no teste da coordena¢do motora em camundongos. Resultados
expressos como média = e.p.m. *** p<0,001. (ANOVA seguido de Dunnet). Feira de Santana, 2015.

3.3. Toxidade Aguda

Os resultados obtidos no pré-teste demonstraram que a dose inicial de 2000
mg/kg do extrato e das fracdes nao produziram sinais de toxidade graves e
nenhuma mortalidade. Portanto, foi a dose escolhida para realizagao do teste.

ApOGs a realizacdo do procedimento de dose fixa, verificou-se que nem o
extrato nem as fragcbes da parte aérea de M. leucocephalus apresentou sinais de
toxidade evidente, nem mortes, por via oral, na dose de 2000 mg/kg (Anexo 3). A
andlise do peso corpéreo dos animais no inicio e final do teste, bem como os pesos
dos 6rgéaos (rins, figado, pulmbes e coracdo) nao apresentou diferenca significativa
ao nivel de 5% pelo teste de Tukey entre o grupo controle e 0s grupos testes que
receberam o extrato e as fragdes. A analise macroscépica dos rins, figado, coracéo

e pulmdes também nado detectou nenhuma alteragéo.

4. DISCUSSAO

A fase inicial ou de triagem de efeitos farmacolégicos de um derivado vegetal ou
droga sintética deve ser considerada de extrema importancia, pois dela depende o
abandono da substancia testada ou o prosseguimento do estudo (CARLINI, 2011).

Muitos trabalhos abordam a forma de conducdo e os sinais que devem ser
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observados como parte da triagem inicial de um farmaco sintético ou extrato de
planta (MALONE; ROBICHAUD, 1962; ALMEIDA et al., 1999).

A triagem farmacologica comportamental ou screening farmacolégico fornece
uma estimativa geral da natureza farmacologica e toxicolégica de uma substancia
desconhecida. Neste procedimento, as doses utilizadas do EMML e das FCML e
FHMML administrados v.0 provocaram alteracbes comportamentais sugestivas de
substancias que inibem a atividade no SNC, entre as quais, antinocicepcdo ou
analgesia e sedacdo. Almeida & Oliveira (2006) define sedagcdo como um grau de
depressdao do SNC caracterizada por sonoléncia, relaxamento, serenidade e
diminuicdo da atividade motora, sem, no entanto, perder a consciéncia. Ja a
antinocicepc¢ao ou analgesia, foi evidenciada na triagem pela reducdo da resposta a
estimulos mecanicos. O fato de a atividade sedativa ter sido observada apenas nos
animais tratados com o extrato cloroférmico pode estar relacionado com o0s
constituintes quimicos presentes nas diferentes fracdes. Estudos posteriores da
composicdo quimica do extrato e das fracbes se fazem necessarios para
identificacdo das classes de metabodlitos secundarios responsaveis por essas
atividades.

O teste que avalia a coordenacdo motora dos roedores (Rota-rod) é um
método que avalia a integridade do sistema motor. Dessa forma, o teste do rota rod
detecta enfraquecimento neurolégico, abrangendo incoordenacdo motora e
ralaxamento muscular, consequéncia comum de neurotoxidade (MATTE; FRANCA,
2006; PULTRINI; GALINDO; COSTA, 2006). O extrato e as fracbes de M.
leucocephalus testados nédo alteraram a coordenacdo motora dos animais, sugerindo
auséncia de atividade miorrelaxante (Figuras 02; 03; 04). Dessa forma, a possivel
acao depressora do extrato e das frac6es nédo interferiu na coordenacdo motora dos
camundongos.

As plantas medicinais sao constituidas por um agregado de componentes
guimicos com atividades biolégicas que podem causar efeitos adversos e interatuar
com outros medicamentos quando utilizados concomitantemente (JORDAN et
al.,2010; VENKATARAMANAN et al., 2006). As pessoas tém a crenca de que,
devido a sua origem natural, o uso de plantas como medicamentos € seguro,
todavia, estudos sinalizam que muitos vegetais usados por comunidades tradicionais
com fins terapéuticos podem produzir sinais de hepatoxidade e nefrotoxidade, entre
outros efeitos toxicos (DEBELLE et al., 2002; BALIGA et al., 2004). Diante disso, é
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evidente a importdncia de se conduzir estudos toxicolégicos para avaliar a
seguranca da utilizac&o de plantas medicinais.

No estudo de toxidade aguda os animais sao tratados uma uUnica vez com o
produto em teste ou, eventualmente, com doses parceladas em periodo ndo superior
a 24h. A manutencédo de alguns desses animais tratados agudamente por 7 a 14
dias, permitira, também, verificar os efeitos tardios do tratamento e se a recuperacao
da acdo toxica ocorre durante esse periodo de observacdo dos animais
sobreviventes. O exame patoldgico indicara as lesdes dos érgdos afetados (LAPA et
al., 2004).

Os resultados obtidos no teste de toxidade evidenciam que o EMML e as
FCML e FHMML, administrado agudamente, ndo se mostraram téxicos por via oral
em camundongos, uma vez que nao foram observados sintomas adversos,
mortalidade ou alteracdes macroscopicas nos érgaos apos a administracdo da dose
limite de 2000 mg/kg. N&o foi possivel determinar a DLso devido a auséncia de
mortes. Como ndo houve indicios de toxidade aguda, a realizacdo de testes que
avaliem a toxidade crénica devera ser o préximo passo no estudo toxicoldgico da
espécie, assim como estudos farmacocinéticos.

Em sintese, tanto o EMML quanto a FCML e a FHMML parecem ser atoxicos
e parecem ser potencialmente promissores como agentes depressores no SNC, e o
mais importante, sem promover alteracdo na coordenacdo motora, como

demonstrado no teste do rota rod.
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CAPITULO 2

ATIVIDADE ANTINOCICEPTIVA DO EXTRATO METANOLICO E SUAS
FRACOES OBTIDOS DE MARTIANTHUS LEUCOCEPHALUS (MART EX. BENTH)
J.F.B. PASTORE (LAMIACEAE) EM MODELO ANIMAL.
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RESUMO

Martianthus leucocephalus Mart. ex Benth. J.F.B. Pastore pertence a familia
Lamiaceae, a qual apresenta inUmeras espécies com uso medicinal. A espécie é
endémica do semiarido nordestino, onde € utilizada por comunidades locais para
tratamento de desordens respiratdrias, contudo, inexistem trabalhos que confirmem
sua atividade biologica. O extrato metandlico, a fracdo cloroférmica e
hidrometandlica dessa espécie, foram avaliados quanto a atividade antinociceptiva
nos modelos do &cido acético, formalina e placa quente, utilizando-se a
indometacina e a morfina como farmacos de referéncia. O mecanismo de acéo foi
avaliado no teste da placa quente utilizando naloxona. O extrato e as fracdes
reduziram significativamente o niumero de contor¢cdes abdominais e o numero de
lambida e mordida na pata na primeira e na segunda fase do teste da formalina em
todas as doses testadas. O extrato metandlico, a fracdo cloroférmica e a
hidrometandlica aumentaram o tempo de laténcia ao calor no modelo da placa
guente em todas as doses e em todos 0s tempos observados. A administracao de
naloxona reverteu o efeito antinociceptivo do extrato e da fracao cloroférmica. Esses
resultados mostram que o extrato e as fracdes tém acao antinociceptiva confirmados
nos testes das contor¢cdes abdominais, formalina e placa quente. O mecanismo de
acdo confirmou que a acdo é de natureza opioide. Fica demonstrado assim, o
potencial de M. leucocephalus para a producéo de fitoterapicos.

Palavras-chave: Plantas medicinais e aromaticas. Atividade biologica. Teste do
acido acético e da formalina.
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ABSTRACT

Martianthus leucocephalus Mart. ex Benth. J.F.B. Pastore belongs to the Lamiaceae
family, which features numerous species with medicinal use. The species is endemic
to northeastern semiarid region, where it is used by local communities for treatment
of respiratory disorders, however, are nonexistent studies to confirm their biological
activity. The methanol extract, the chloroform fraction and hydromethanol of this
species, were evaluated for antinociceptive activity in models of acetic acid, formalin
and hot plate. The indomethacin and morphine were used as reference drugs. The
mechanism of action was evaluated in the hot plate test using naloxone. The extract
and the fractions significantly reduced the number of writhing and the number of lick
and bite on the leg in the first phase of the formalin test in all tested doses. In the
second phase of the formalin test, the methanol extract, the chloroform fraction and
hydromethanol fraction also showed significant results. The methanolic extract and
chloroform fraction increased the latency to heat in the model hot plate at all dose
levels and in all observed times. The hydromethanol fraction was also capable of
increasing latency to heat in doses of 75, 150 and 300 mg/Kg in all the observed
times. The administration of naloxone reversed the antinociceptive effect of the
extract and chloroform fraction. These results show that the extract and fractions
have antinociceptive confirmed in the writhing test, hot plate and formalin. The
mechanism of action confirmed that the action is opioid nature. It is thus
demonstrated the potential M. Haliaetos for the production of herbal medicines.

Keywords: Medicinal and aromatic plants. Biological activity. Test acetic acid and
formalin.
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1. INTRODUCAO

Os remédios oriundos de plantas medicinais séo utilizados em todas as partes
do mundo, principalmente nos paises em desenvolvimento, onde a disponibilidade
de servigcos de saude modernos é restrita (AGRA et al., 2007). A medicina moderna
tem avancado bastante nas lltimas décadas, no entanto, 0os vegetais continuam
sendo utilizados e estima-se que 25 a 50% dos medicamentos utilizados como
agentes terapéuticos sdo derivados de plantas medicinais (NEWMAN; CRAGG,
2007). Contudo, devido a infinidade de espécies vegetais e de metabdlitos
secundarios existentes na natureza, uma abordagem de bioprospeccdo que tem
fornecido resultados promissores é a que se baseia em estudos etnofarmacoldgicos.
Essa abordagem faz uma selecdo da espécie de acordo com o0 uso terapéutico
demonstrado por comunidades tradicionais (MACIEL et al., 2002).

Nesse contexto, encontra-se a familia Lamiaceae, que esta entre as familias
gue apresentam 0 maior niumero de espécies com uso medicinal no mundo. A
familia apresenta aproximadamente 7200 espécies, com 240 géneros (HARLEY et
al., 2004). O género Hyptis se destaca nessa familia por ser rico em espécies de
grande importancia farmacoldgica, apresentando atividades antimicrobiana,
antifangica, citotdéxica, anti-inflamatéria, anti-HIV, inseticida, antinociceptiva
(FALCAO; MENEZES, 2003; RAYMUNDO et al., 2011). O género ocorre
preferencialmente na América tropical (JUDD et al., 2009), ocupando desde o sul
dos Estados Unidos e Caribe até a Argentina, com excecao do extremo sul. O Brasil
€ seu centro de diversidade, com maior concentracdo de espécies distribuidas nos
campos cerrados do Brasil Central, especialmente nos estados de Minas Gerais,
Bahia e Goids (BORDIGON, 1990). No bioma da caatinga encontram-se oito
espécies de Hyptis que sdo endémicas, H. calida, H. leptostachys ssp. Caatingae, H.
leucocephala, H. martiuni, H. pinheiroi, H. platanifolia, H. simulans e H. visticum
(SAMPAIO et al., 2007).

Martianthus leucocephalus (Marth. ex Benth.) J.F.B. Pastore (Lamiaceae),
anteriormente designada de Hyptis leucocephala Marth. ex Benth. é uma erva
aromatica decumbente de cerca de 20 cm de altura, folhas cartaceas, flores com
calice esverdeado e corola arroxeada, ocorrente no semiarido baiano (OLIVEIRA et

al., 2011), e utilizada por comunidades locais para tratamento de desordens
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respiratérias (AZEVEDO, 2014). Em virtude de sua ampla utlizacdo pelas
populacdes locais, pesquisas na area de agronomia, buscando a domestificacéo,
conservacao e cultivo (NEPOMUCENO, et al.,, 2014; OLIVEIRA, et al.,, 2011,
CERQUEIRA, et al., 2010), assim como na éarea fitoquimica (LUCCHESE et al.,
2006) vem sendo desenvolvidas na Universidade Estadual de Feira de Santana
(UEFS) com esta espécie. Esses estudos tém mostrado o potencial fitoquimico e
econdmico de M. leucocephalus, o que possibilitar4 a sua insercdo em uma cadeia
de manufatura de fitoterapicos, envolvendo desde populacfes locais até a industria
biotecnolégica, contribuindo assim para a melhoria da renda da populacdo do
semiarido. Contudo, pesquisas que investiguem o potencial biolégico de M.
leucocephalus se fazem necessarios, uma vez que inexistem estudos publicados na
literatura acerca dessas propriedades na referida espécie.

Diante disso, essa pesquisa buscou avaliar a atividade antinociceptiva (in
vivo) do extrato metanolico (EMML), da fracdo cloroférmica (FCML) e da fragéo

hidrometandlica (FHMML) da parte aérea de M. leucocephalus.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Material vegetal

Individuos de M. leucocephalus foram cultivados em solo corrigido com adubado
antes do cultivo, de acordo com a analise quimica do solo. Para tal, foram aplicados
6.160 g de calcéario dolomitico e 732,6 g de fosforo (superfosfato simples) na area
total e 10 litros de composto organico por canteiro. As plantas foram coletadas no
periodo da manha, entre nove e dez horas, durante 0 més de agosto do ano de
2013, na Unidade Experimental do Horto Florestal da Universidade Estadual de
Feira de Santana, Bahia, Brasil, (UEFS), localizada a 12° 16" 00” de latitude sul e
38° 58" 00” de longitude oeste, apresentando altitude de 234 metros e temperatura
média anual de 24°. A identificagcdo botanica foi realizada no herbario da UEFS
(HUEFS), onde as exsicatas encontram-se depositadas (Voucher niumero 25.322).
ApoOs a coleta, foram imediatamente transportadas para o Laboratorio de Quimica
de Produtos Naturais e Bioativos da Universidade Estadual de Feira de Santana

(LAPRON). O material recém coletado foi colocado para secar a temperatura
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ambiente e posteriormente a parte aérea das plantas ( caule, folhas e flores) foi

triturada com auxilio de um moinho de facas.

2.2 Preparo do extrato e fracfes

Apéds secagem e moagem, o po foi entdo pesado e submetido a extracao, trés
vezes consecutivas, por maceragdo com metanol em erlenmeyer. Os extratos brutos
foram concentrados em rotaevaporador (Fisatom 802), sob presséo reduzida, em
temperaturas de 40-45°C. O residuo de solvente foi retirado por evaporagdo em
capela de exaustdo para obtengédo do EMML seco. 20g do EMML foi dissolvida em
metanol a temperatura ambiente e filtrada, adicionando-se agua destilada a esta
solucdo a uma proporcdo de 7:3 (agua; metanol, v/v), particionando-se por trés
vezes com cloroférmio (1:1), resultando nas FCML e FHMML. A FCML foi
concentrada em evaporador rotatério, sob pressdo reduzida, em temperaturas de
40-45°C. Enquanto a FHMML teve o metanol evaporado em capela de exaustao e a
solucéo final foi liofilizada (Liofilizador Terrone Enterprise I). Esses experimentos
foram realizados no LAPRON, Universidade Estadual de Feira de Santana (UEFS),
Feira de Santana — Ba. As etapas do processo encontram-se ilustradas na figura 01
do capitulo 01.

2.3 Animais

Todas os experimentos foram realizados com camundongos suicos (n=8) (Mus
musculus, Linnaeus,1758) machos, adultos, com peso corporal variando entre 25-
35¢g, provenientes da col6nia do Biotério Central da Universidade Estadual de Feira
de Santana. Os animais foram mantidos em uma sala com temperatura controlada
(22 £ 2 °C) com ciclo claro/escuro de 12 h e livre acesso a comida e agua. Duas
horas antes de cada procedimento, 0s animais receberam apenas agua para evitar
que os alimentos pudessem interferir com a absor¢cdo da substancia. Todos os
experimentos foram previamente aprovados pela Comité de Etica em Uso Animal
(CEUA-UEFS, protocolo numero 006/2012) — Anexo 1.
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2.4 Administracao das drogas e extratos

Como controle positivo do experimento foi utilizado indometacina, a qual foi
diluida em solucédo de bicarbonato de sddio imediatamente antes da utilizacdo. O
EMML e as FCML e FHMML foram dissolvidos em twenn 80 e em agua destilada e
administrado via oral (v.0) em doses de 75, 150 e 300 mg/kg. A indometacina
intraperitoneal (i.p.) e morfina (v.0.) (10mg/kg) foram utilizadas como farmacos
padrao de referéncia. Aos animais do grupo controle foi administrado o veiculo (dgua

destilada e Twenn 80, 0,1ml/10g, v.0.).

2.5 Contorcdes abdominais induzidas pelo acido acético

A metodologia empregada para realizacdo deste teste foi descrita por Koster
et al. (1959). Grupos de oito camundongos foram tratados com as trés doses do
extrato e das fracGes, além de dois grupos que foram tratados com indometacina e
veiculo. Ap6s 60 minutos da administracdo do EMML, FCML, FHMML, e do veiculo e
30 minutos da indometacina, o acido acético a 0,85% (0,1mL/10g) foi injetado por via
i.p. € 0 numero de contorcbes abdominais foi contado durante um periodo de 15

minutos apds 5 minutos iniciais.

2.6 Teste da formalina

Grupos (n=8) de animais receberam o veiculo, as dosagens do EMML, da
FCML e FHMML e a indometacina, que foi usado como controle positivo. Uma hora
depois dos tratamentos com o extrato e veiculo, e meia hora depois da aplicacédo da
indometacina, os individuos receberam na regido intraplantar da pata posterior
direita uma injecao de formalina a 2,5% (20puL de formalina). O tempo de lambida (s)
e/ou mordidas na pata foi cronometrado em duas fases da resposta nociceptiva: 0-5
minutos apods a injecdo de formalina e 15-30 minutos apds a injecdo de formalina,
conforme metodologia proposta por HUNSKAAR e HOLE (1987).
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2.7. Teste da placa quente

Os animais foram testados de acordo com o método descrito por Woolfe e
MacDonald (1944). A placa quente (equipamentos Insight, Brasil) foi mantida a
temperatura de 55° +1C (PIETROVSKI et al, 2006). Os grupos (n=8) de
camundongos receberam as dosagens do EMML, da FCML e da FHMML, o veiculo
e a morfina, em seguida, foram acondicionados na superficie da placa 30, 60 e 120
minutos apds a administracdo dos compostos. O tempo decorrido entre a colocacao
do animal na placa e a ocorréncia de lambida das patas traseiras ou comportamento
de pular foi registrado como laténcia. Para minimizar danos as patas dos animais, o

tempo maximo de permanéncia na placa foi de 30 segundos (SILVA et al, 2005).

2.8. Avaliagcdo do mecanismo de agéo

O possivel envolvimento do sistema opioide no efeito antinociceptivo do
EMML e na FCML (300mg/kg) foi testado. O ensaio da placa quente foi usado para
investigar este mecanismo. Grupos de oito animais foram pré-tratados com o
antagonista opioide naloxona (5mg/kg, via subcutanea, s.c.) 30 minutos antes da
administracdo do EMML, FCML e da morfina. Os grupos tratados com morfina
(10mg/kg), EMML e FCML foram usados como controle positivo, enquanto que o
controle negativo foi tratado com &gua destilada e Tween 80 (v.0).

Os testes do acido acético, formalina sub-plantar e placa quente foram executados
no LAFAR, UEFS, Feira de Santana, Ba.

2.9 Andlise estatistica

A andlise estatistica dos dados dos testes do acido acético, formalina e placa
guente foi realizada utilizando analise de variancia (ANOVA) seguido pelo pos-teste
de Dunnet , utilizando o programa Graph Pad Prism, versédo 6.0. No mecanismo de
acdo da placa quente foi utilizado o pds-teste de Tukey. Os resultados foram

considerados significativos quando p<0,05.
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3. RESULTADOS

3.1 Teste das contor¢cBes abdominais induzidas pelo acido acético

Os resultados obtidos demonstraram que o EMML, FCML e FHMML
apresentaram efeito significativo de antinocicep¢do no modelo animal testado. Os
animais, apés tratamento com o EMML nas doses de 75,150 ou 300 mg/kg,
apresentaram uma reducéo significativa nas contor¢cdes abdominais (Figura 01) com
valores de 16,30 + 1,30; 11,70 £ 1,59; 10,70 + 1,87, respectivamente, em relacdo ao
grupo controle tratado com veiculo com valor de 39,80 * 4,15 contor¢des. A
indometacina (i.p.), droga padréo utilizada, demonstrou uma redugao significativa

(p<0,001) com valores de 2,30 £ 4,15 contorcdes, como esperado.
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Figura 01: Efeito do extrato metandlico de Martianthus leucocephalus (Mart. ex Benth) J.F.B. Pastore
nas contor¢cdes abdominais induzidas por acido acético em camundongos. Valores expressos como
média xe.p.m. (n=8). ***p<0,001 vs controle. (ANOVA — seguido de Dunnet). Feira de Santana, 2015.

A FCML promoveu inibicdo significativa no nimero de contor¢cdes abdominais
nas doses de 75, 150 e 300 mg/kg (Figura 02) com valores de 16,2 + 2,74; 20,50 *
2,13; 16,70 = 2,76, respectivamente, quando comparadas ao grupo controle, com
34,6 + 3,43 contor¢des, bem como no grupo tratado com indometacina com valores

de 1,50 = 0,79 contor¢cbes abdominais.
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Figura 02. Efeito da fracdo cloroférmica de Martianthus leucocephalus (Mart. ex Benth.) J.F.B.
Pastore nas contor¢Bes abdominais induzidas por acido acético em camundongos. Valores expressos
como média te.p.m. (n=8). ***p<0,001; **p<0,01 vs controle. (ANOVA — seguido de Dunnet). Feira de
Santana, 2015.

Os animais tratados com as doses de 75, 150 ou 300 mg/kg da FHMML
apresentaram reducao bastante significativa das contor¢des abdominais com valores
de 11,25 £+ 0,75; 11,0 £ 1,23; 11,75 = 2,16, respectivamente (Figura 03), quando
comparados com 0s animais do grupo controle com 41,0 + 2,97 contor¢cdes. A
indometacina promoveu inibicdo de 1,37 = 0,41 contor¢bes, de acordo com o

esperado.
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Figura 03: Efeito da fracdo hidrometandlica de Martianthus leucocephalus (Mart. ex Benth.) J.F.B.
Pastore nas contor¢cBes abdominais induzidas por &cido acético em camundongos. Valores expressos
como média te.p.m. (n=8). ***p<0,001 vs controle. (ANOVA — seguido de Dunnet). Feira de Santana,
2015.
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3.2 Teste da formalina

O EMML nas doses de 75, 150 ou 300 mg/kg reduziu de forma significativa o
tempo de lambidas e mordidas na pata dos animais, tanto na fase 1 (neurogénica)
com valores de 22,00 + 2,232; 26,88 + 3,93s; 20,13 + 1,17s, respectivamente (Figura
04), quanto na fase 2 (inflamatéria) com valores de 33,75 + 6,45s; 39,63 + 9,86s;
33,25 £ 14,78s, respectivamente (Figura 05), quando comparadas aos animais do
grupo controle (fasel: 68,38 + 3,48s; fase 2: 103,5 + 20,43s). Essa reducédo foi

similar a provocada pela indometacina.
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Figura 04: Efeito do extrato metandlico de Martianthus leucocephalus (Mart. ex Benth) J.F.B. Pastore
na primeira fase do teste da formalina em camundongos. Valores expressos como média *
e.p.m.(n=8). ***p<0,001 vs controle ( ANOVA — seguido de Dunnet).Feira de Santana, 2015.
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Figura 05. Efeito do extrato metandlico de Martianthus leucocephalus (Mart. ex Benth.) J.F.B. Pastore
na segunda fase do teste da formalina em camundongos. Valores expressos como média = e.p.m.
(n=8). **p<0,01;***p<0,001 vs controle ( ANOVA — seguido de Dunnet). Feira de Santana, 2015.

De modo semelhante, os camundongos administrados com a FCML
apresentaram reducdo significativa no tempo de lambidas e mordidas na pata
quando comparadas ao grupo controle (p<0,001), com reducdo similar a
indometacina em ambas as fases. Na fase 1 (Figura 06), o tempo foi de 12,88 +
2,66s; 23,50 + 5,16s; 14,50 + 2,73s; nas doses de 75, 150 ou 300mg/kg,
respectivamente, quando comparados ao grupo controle, com 68,38 + 3,48s. Na
segunda fase (Figura 07), o tempo de lambidas e mordidas tiveram valores de 17,38
+ 6,29s; 9,25 + 3,73s;9,75 + 9,47s; nas dosagens de 75, 150 ou 300mg/kg,
respectivamente, quando comparadas ao grupo controle com valores de 101,0 *
20,78s.
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Figura 06. Efeito da fracdo cloroférmica de Martianthus leucocephalus (Mart. ex Benth.) J.F.B.
Pastore na primeira fase do teste da formalina em camundongos. Valores expressos como média +
e.p.m.(n=8). ***p<0,001 vs controle ( ANOVA — seguido de Dunnet). Feira de Santana, 2015.
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Figura 07. Efeito da fracdo cloroférmica de Martianthus leucocephalus ( Mart. ex Benth.) J.F.B.
Pastore na segunda fase do teste da formalina em camundongos. Valores expressos como média +
e.p.m.(n=8). ***p<0,001 vs controle ( ANOVA - seguido de Dunnet). Feira de Santana, 2015.

Nas duas fases do teste da formalina, a FHMML diminuiu o tempo de
lambidas e mordidas na pata em todas as doses avaliadas em relagédo ao grupo
controle (Fase 1: 68,38 + 3,48s; Fase 2: 107,31 + 21,56s) com valores de 25,25 +
3,65s; 23,25 £+ 4,73s; 32,88 + 5,85s para a fase 1 nas dosagens de 75, 150 e
300mg/kg, respectivamente (Figura 08), e 37,38 + 10,63s; 28,25 = 8,70s; 34,50 +
12,21s para a fase 2 nas doses de 75, 150 e 300mg/kg, respectivamente (Figura

09). O tempo de mordidas e lambidas na pata no grupo tratado com indometacina
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(10mg/kg) foi de 16,50 + 2,07s e 16,75 + 4,37s para primeira e segunda fase

respectivamente.
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Figura 08: Efeito da fracdo hidrometandlica de Martianthus leucocephalus (Mart. ex Benth.) J.F.B.
Pastore na primeira fase do teste da formalina em camundongos. Valores expressos como média +
e.p.m.(n=8). ***p<0,001 vs controle ( ANOVA — seguido de Dunnet). Feira de Santana, 2015.
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Figura 09: Efeito da fracdo hidrometandlica de Martianthus leucocephalus (Mart. ex Benth.) J.F.B.
Pastore na segunda fase do teste da formalina em camundongos. Valores expressos como média +
e.p.m.(n=8). **p<0,01; **p<0,001 vs controle ( ANOVA — seguido de Dunnet). Feira de Santana,
2015.

3.4. Teste da placa quente

Os resultados obtidos no teste da placa quente demonstraram que o EMML,
apos 30 minutos da sua administracdo, promoveu um aumento significativo da
laténcia nas trés doses utilizadas (Tso: 75mg/kg, 25+2,3s; 150mg/kg, 23+2,3s e
300mg/kg, 26+1,6s), em resposta ao estimulo térmico quando comparado com o

grupo controle (Tso: 11+1,9s) (Figura 10). Apés 60 minutos da sua administracao
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observou-se que o mesmo efeito continuou em relagdo ao controle (Teo: 14+1,5s),
nas trés doses testadas, com tempo de laténcia de (Teo: 75mg/kg, 26+1,3s; 150
mg/kg, 19+3,0s e 300mg/kg, 25+2,1s). ApGs 120 minutos da administracdo do EMML
0 aumento da laténcia em relacdo ao estimulo térmico continuou em relacdo ao
controle (T120: 12+£2,0s) nas trés doses avaliadas (T120: 75mg/kg, 27+1,5s; 150mg/kg,
22+2,5s e 300 mg/kg, 24+3,0s). Os resultados obtidos com o grupo administrado
com morfina (10mg/kg) foram significativamente diferentes dos obtidos no grupo
controle, em todos os tempos de observagdo (Tso: 24+1,9s; Teo: 25%2,5s; Tizo0:
26+2,1s).

301
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Figura 10: Efeito do extrato metandlico de Martianthus leucocephalus (Mart. ex Benth.) J.F.B. Pastore
na laténcia da dor avaliada pelo teste da placa quente em camundongos. Valores expressos como
média £ e.p.m. (n=8). ***p<0,001 vs controle. (ANOVA — seguido de Dunnet). Feira de Santana, 2015.

Do mesmo modo, as doses de 75, 150 e 300 mg/kg da FCML induziram um
aumento significativo da laténcia ao estimulo térmico no teste da placa quente nos
tempos de observacdo de 30, 60 e 120 minutos com valores de (75mg/kg, Tso:
2142 4s; Teo: 28+2,1s; Tizo: 20+1,3s); (150mg/kg, Tso: 14+1,4s; Teo: 19+3,0s; Tizo:
19+2,3s); (300 mg/kg, Tso: 20+3,1s; Teo: 25%2,1s; Tizo: 21+2,95) em relagdo ao
controle (Tso: 11+1,9s; Teo: 14+1,5s; T120: 12+2,0s) (Figura 11). Os resultados obtidos
com o grupo administrado com morfina (10mg/kg) foram significativamente
diferentes dos obtidos no controle, em todos os tempos de observacgao (T3zo: 24+1,9s;
Teo: 25+2,5 s; T120: 26%2,18S).
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Figura 11: Efeito da fracdo cloroférmica de Martianthus leucocephalus (Mart. ex Benth.) J. F. B.
Pastore na laténcia da dor avaliada pelo teste da placa quente em camundongos. Valores expressos
como média * e.p.m. (n=8). ***p<0,001 vs controle. (ANOVA — seguido de Dunnet). Feira de Santana,
2015.

Nos resultados obtidos para a atividade da FHMML sobre os camundongos,
no teste da placa quente, verifica-se que todas as doses testadas (75mg/kg, Tazo:
14+1,3s; Teo: 17+3,1s; Tizo: 18%2,2s; 150mg/kg, Tso: 17+2,5s; Teo: 18%2,2s; Tioo:
17+3,0s; 300mg/kg, Tso: 13+1,4s; Teo: 12+2,2s; Tizo: 17+2,5s) foram capazes de
aumentar a laténcia ao estimulo térmico em todos os tempos avaliados em relacdo
ao grupo controle (Tso: 11+1,9s; Teo: 14+1,5s; Ti2o0: 12+2,0s) (Figura 12). No grupo
administrado com morfina (10mg/kg) verificou-se efeito significativamente diferente
do obtido no controle, em todos os tempos de observacao (Tso: 24+1,9 s; Teo: 25+2,5
S; T120: 26£2,15S).
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Figura 12: Efeito da fracdo hidrometandlica de Martianthus leucocephalus (Mart. ex Benth.) J.F.B.
Pastore na laténcia da dor avaliada pelo teste da placa quente em camundongos. Valores expressos
como média + e.p.m. (n=8). ***p<0,001; *p<0.01 vs controle. (ANOVA — seguido de Dunnet). Feira de
Santana, 2015.

Os resultados obtidos demonstram que o efeito antinociceptivo do EMML e da
FCML na dose de 300mg/kg (EMML, Ts0:11% 1,7s; Te0:10+0,98s; Ti20: 10%2,0s;
FCML, Tso: 12+1,1s; Teo: 10£1,8s; Tizo: 14+2,4s) foi revertido pela naloxona
(5mg/kg), indicando portanto, uma possivel participacdo do sistema opioide. O
comportamento da morfina (Tso: 12+0,91; Teo: 9,0+£1,9; Ti2o: 6,5%1,2), conforme

esperado, também foi revertido pela naloxona (Figura 13).
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Figura 13: Efeito do extrato metandlico, fracdo cloroférmica de Martianthus leucocephalus (Mart. ex
Benth.) J.F.B. Pastore e da morfina (10mg/kg) no teste da placa quente. As valores estdo expressos
como média + e.p.m.(n=8). Os asteriscos representam os niveis de significancia em compara¢ao com
0 grupo controle (***p<0,001). Os sustenidos representam o nivel de significAncia entre grupos
tratados com naloxona e aqueles tratados com EMML, FCML e Morfina (*#P<0,001). (ANOVA-
seguido de TuKey). Feira de Santana, 2015.

4. DISCUSSAO

Trés modelos agudos de testes nociceptivos foram utilizados. Dentre eles,
dois modelos de nocicepg¢do quimica — teste de contor¢des abdominais induzidas
por acido acético (KOSTER et al., 1959) e teste da formalina (HUNSKAAR; HOLE,
1987) e um modelo de nocicepcao térmica — teste da placa quente (WOOLFE E
MACDONALD, 1944; PIETROVISKI et al., 2006). O mecanismo de acédo de M.
leucocephalus sobre os receptores opioides foi apurado por meio da administracado

de morfina, agonista opioide e de seu antagonista, naloxona.

O EMML e as FCML e FHMML da espécie avaliada no presente estudo
demonstraram acdo antinociceptiva quando testados no modelo de nocicepcgao
quimica das contor¢gbes abdominais induzidas pelo &cido acético. O teste do acido
acético baseia-se no fato de que uma injecdo via i.p. de acido acético (0,85%)
provocara uma reacao nociceptiva, caracterizada por contor¢cbes abdominais
seguidas de extensbes dos membros posteriores (KOSTER et al., 1959).Este
modelo tem sido usado como ferramenta de rastreio para avaliagdo de agentes

analgésicos ou anti-inflamatérios (COLLIER et al., 1968). Postula-se que o acido
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acético atua indiretamente por induzir a liberacdo de mediadores enddgenos, os
quais estimulam os neurdnios nociceptivos que sao sensiveis as drogas anti-
inflamatorias ndo esteroidais (AINES). Diferentes mediadores séo liberados para o
fluido peritoneal e sdo capazes de aumentar a permeabilidade vascular, reduzir o
limiar da nocicepcdo e estimular os terminais nervosos das fibras nociceptivas
(DERAETD et al., 1980; IKEDA et al., 2001).

A reducdo das contor¢cdes abdominais apresentadas pelos animais revelou
que o EMML, FCML e FHMML (Figuras 01; 02 e 03) induziram inibicbes bastante
significativas na administragdo por v.0. aos animais em todas as doses testadas.
Esses resultados apontam o efeito antinociceptivo da espécie, sugerindo uma acgéo
sobre o sistema nervoso central e sobre processos anti-inflamatérios, quando
comparados ao grupo controle tratados com veiculo. Estes resultados séo similares
aos observados na presenca da indometacina, farmaco padrao utilizado.

O teste de contorcbes abdominais induzidas por &cido acético tem baixa
especificidade para respostas antinociceptivas, portanto, testes adicionais s&o
necessarios para uma melhor interpretacdo dos resultados obtidos, uma vez que,
uma variedade de compostos, principalmente ndo-analgésicos, tais como anti-
histaminicos, relaxantes musculares, antagonistas de serotonina, entre outros,
também inibem as contor¢bes (HENDERSHOT; FORSAITH, 1959).Em funcédo da
necessidade de testes adicionais para superar a baixa especificidade do teste do
acido acético foi utilizado o teste da formalina sub plantar. Trata-se de um método
comportamental para estudo de nocicep¢cdo em animais que mede a resposta a um
estimulo nociceptivo de longa duracdo, portanto, se aproxima mais da dor clinica
(DENNIS; MELZACK, 1980a; DENNIS, MELZACK, 1980b) que outros métodos que
medem a resposta apenas a um breve estimulo nocivo (DENNIS; MELZACK,
1980a). A primeira fase (0 a 5 min) é resultante da estimulagdo direta de
nociceptores. Essa fase se caracteriza por uma dor ndo-inflamatéria e tem a
presenca de mediadores tais como substancia P, glutamato e bradicinina
(HUNSKAAR; HOLE, 1987) . Ja a segunda fase (15 a 30 min) caracteriza-se por
uma resposta inflamatoria, onde diversos mediadores da inflamagédo, incluindo
histamina, serotonina, prostaglandina e bradicinina, participam do processo
(HUNSKAAR; HOLE, 1987; SHIBATA et al., 1989; CORREA; CALIXTO, 1993).
Sendo assim, acredita-se que o0 comportamento nociceptivo na fase inicial é

resultado da ativacdo imediata dos nociceptores periféricos, enquanto que na fase
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posterior uma combinacdo da queda da atividade dos aferentes primarios e aumento
da sensibilidade dos neurbnios da medula espinhal € responsavel pelo
comportamento nociceptivo (BITTENCOURT; TAKAHASHI,1997; MALMBERG,;
YAKSH, 1992).

O extrato e as fragcbes da parte aérea de M. leucocephalus avaliados
apresentaram efeito na nocicep¢do em camundongos em ambas as fases do teste
da formalina (Figuras 04 a 09). Este padrdo de efeito € semelhante ao observado
para o Oleo essencial de Hyptis crenata (Pohl) ex Benth., o qual apresentou eficacia
em ambas as fases (BRAVIM, 2008) e diferiu do observado para o extrato aquoso
de Hyptis fruticosa Salmz. Ex Benth., que apresentou eficacia apenas na primeira
fase. Divergiu também do resultado encontrado com o extrato aquoso de Hyptis
pectinata (L.) Poit., cujo efeito antinociceptivo se deu somente na segunda fase
(BISPO, 2001). Drogas de agao central inibem as duas fases do teste da formalina,
enquanto que drogas de acdo periférica inibem apenas a segunda fase (TJOLSEN,
et al,1992; HUNSKAAR; HOLE, 1987; SHIBATA, et al., 1989), que é caracterizada
pelo surgimento de um processo inflamatorio local, onde sao produzidos mediadores
tais como prostaglandinas, que sao inibidas por farmacos anti-inflamatérios. A
indometacina, farmaco padréo utilizado nesse teste, € um inibidor de ciclo-oxigenase
e age diminuindo os niveis de PGE2 (BURKA, 1979).

Assim, pode-se inferir que o EMML e as FCML e FHMML possuem atividade
do tipo opidide causando a dessensibilizacdo das fibras periféricas responsaveis
pela aferéncia dos sinais algicos, como também um presente efeito anti-inflamatorio
(OLIVEIRA et al., 2014).

O teste da placa quente, por sua vez, € amplamente utilizado para avaliacao
de analgésicos que atuam a nivel central, que elevam o limiar da dor ao estimulo
térmico em camundongos (HIRUMA-LIMA et al., 2000), e provoca uma resposta
aguda nociceptiva ndo-inflamatéria (ZAKARIA et al., 2008). O aumento no tempo de
reacdo dos animais na placa quente apdés a administracdo do EMML (Figura 10),
FCML (Figura 11) e FHMML (Figura 12) sugere uma atividade analgésica central. O
mecanismo de acdo do EMML e da FCML (Figura 13) foi investigado por meio do
antagonista opioide seletivo naloxona e sugere que a acdo apresentada é de
natureza opoiode.

Ao final deste estudo pode-se concluir que os trés testes nociceptivos

utilizados indicaram a acdo do extrato e das fracbes da parte aérea de M.
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leucocephalus. Assim, os resultados obtidos apontam o potencial da espécie M.
leucocephalus para producéo de fitoterapicos, havendo, contudo, a necessidade de

novos fracionamentos e isolamento das substancias responsaveis por tais efeitos.
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ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA DO EXTRATO METANOLICO E SUAS
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BENTH.) J.F.B. PASTORE (LAMIACEAE) EM MODELO ANIMAL.
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RESUMO

Os anti-inflamatorios ndo esteroidais sé@o utilizados no tratamento de disturbios
inflamatdrios agudos, porém, esses medicamentos estdo associados a diversos
efeitos colaterais. Nesse sentido, a pesquisa e a producédo de medicamentos a base
de vegetais tem sido uma tendéncia no momento. Entre os vegetais utilizados
nesses estudos destaca-se o0s pertencentes a familia Lamiaceae, bem
representativa na regido do semiarido brasileiro, com inimeras espécies detentoras
de propriedades farmacologicas jA& comprovadas cientificamente. Martianthus
leucocephalus € uma erva aromatica pertencente a esta familia, endémica do
semiarido nordestino e teve a sua atividade anti-inflamatéria avaliada nesse estudo.
Os modelos utilizados para avaliar a resposta a inflamacdo aguda foi o teste do
edema de pata induzido por carragenina e o teste da permeabilidade capilar
induzida por acido acético. A indometacina foi utilizada como farmaco padréo. A
atividade anti-inflamatoéria do extrato metandlico, fracdo cloroféormica e fragcéo
hidrometandlica da parte aérea de Martianthus leucocephalus foi evidenciada no
teste do edema de pata. Por outro lado, no teste da permeabilidade capilar induzida
por acido acético, apenas o extrato metandlico promoveu resultado significativo
frente ao grupo controle. Verificou-se que o0 extrato metandlico e as fracdes
cloroférmica e hidrometandlica da parte aérea de Martianthus leucocephalus
mostraram eficacia anti-inflamatoria.

Palavras-chave: Inflamacéo. Edema de pata. Permeabilidade capilar.
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ABSTRACT

Nonsteroidal anti-inflammatory drugs are used in the treatment of acute inflammatory
disorders, but these drugs are associated with several side effects. In this sense, the
research and the production of plant-based medicines has been a trend at the
moment. Among the vegetables used in these studies stands out those belonging to
the Lamiaceae family, and representative in the Brazilian semiarid region, with
numerous species holding pharmacological properties scientifically proven.
Martianthus leucocephalus is an aromatic herb belonging to this family, endemic to
the semi-arid northeast and had its anti-inflamatory activity ecaluated in this study.
The models used to assess response to acute inflammation of the paw edema test
induced by carrageenan and the test capillary permeability induced by acetic acid.
Indomethacin was used as a standard drug. The anti-inflammatory activity of the
methanol extract, chloroform fraction and hydromethanol fraction of shoots
Martianthus leucocephalus was evidenced in the paw edema test. On the other hand,
the test of capillary permeability induced by acetic acid, only the methanol extract
caused a significant result with the control group. It was found that the methanol
extract and chloroform fractions and hydromethanol shoots of Martianthus
leucocephalus showed anti-inflammatory efficacy.

Keywords: Inflammation. Paw edema. Capillary permeability.
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1. INTRODUCAO

A inflamacdo € uma resposta ndo especifica da microcirculacdo do tecido
lesionado provocado por estimulos bioldgicos, fisicos, quimicos ou pela combinacao
destes (NATHAN, 2002). Quando existe uma perda de controle homeostéatico deste
processo, a inflamacdo executa uma fungéo prejudicial e favorece o surgimento e
agravamento de doencas (XU et al., 2014). A reacéo inflamatodria se caracteriza por
uma cascata de eventos vasculares e celulares onde sinais classicos da inflamacéo,
tais como, rubor, calor, tumor e dor, se fazem presentes (GILROY et al., 2004).
Vasodilatacdo, aumento da permeabilidade vascular, migracdo de leucdcitos,
necrose, apoptose e liberacdo de mediadores quimicos sao alteracdes fisioldgicas
gue se associam aos sinais classicos (VIVIER; MALISSEN, 2005).

A inflamacgédo aguda é a principal resposta da imunidade inata. Usualmente é
rapida, agindo durante horas a dias e envolve modificagbes vasculares com
exsudacao de fluidos e proteinas do plasma e também a migracdo de elementos
vasculares, a exemplo dos polimorfonucleares, principalmente os neutrofilos
(HOCHBERG, 2010). Ja a fase cronica da inflamacédo acontece quando o processo
dura mais de trés meses. Nesta fase, as células mais ativas sdo as mononucleares,
entre elas os linfécitos, macréfagos e plasmdécitos. Os eventos principais da fase
cronica sdo a angiogénese e a fibrose com formacédo de granuloma (HOCHBERG,
2010).

Atualmente, as drogas anti-inflamatérias ndo esteroidais sdo usadas no
tratamento de disturbios inflamatérios agudos. No entanto, esses medicamentos
estdo associados a varios efeitos adversos, portanto, a tendéncia no momento é a
producdo de medicamentos a base de vegetais, uma vez que os fitoterapicos
apresentam menos efeitos colaterais (KUMARI, 2014). Assim, espera-se que novos
conhecimentos e novas necessidades possibilitem a descoberta e/ou o
desenvolvimento de fitoterapicos, com maior eficiéncia de acdo (SCHENKEL et al.,
2004).

Adicionalmente, o desenvolvimento do setor de plantas medicinais e
fitoterapicas pode se configurar como estratégia para o enfrentamento das
desigualdades regionais existentes no Brasil (MINISTERIO DA SAUDE, 2006). O

semiarido brasileiro possui uma rigueza extraordinaria em vegetais detentores de
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atividades bioldgicas e de conhecimentos tradicionais acumulados pelas populacdes
locais (ALBAGLI, 2001). Toda essa riqueza se contrapde a existéncia de grandes
bolsbes de pobreza, tornando o semiarido um espago promissor para O
desenvolvimento agricola e comercial de plantas medicinais e fitoterapicos
(MINISTERIO DA SAUDE, 2006) A familia Lamiaceae representa bem essa regi&o
com espécies com as mais diversas propriedades farmacoldgicas e por esse motivo,
utilizadas por comunidades tradicionais na cura das mais variadas doencas
(CARTAXO, 2010). A atividade anti-inflamatoria dessa familia ja foi investigada e
confirmada em espécies do género Hyptis, que € bastante representativo no
semiarido (AGRA ,2008; FALCAO E MENEZES ,2003; RAYMUNDO, 2011). No
entanto, ainda néo existem relatos na literatura sobre a atividade anti-inflamatoria de
Martianthus leucocephalus (Marth. ex Benth) J.F.B. Pastore, erva aromatica
decumbente de cerca de 20 cm de altura, folhas cartaceas, flores com célice
esverdeado e corola arroxeada, endémica do semi-arido nordestino (OLIVEIRA,
2011), e utilizada por comunidades locais para tratar doencas respiratérias
(AZEVEDO, 2014).

A espécie Martianthus leucocephalus ja teve a atividade antimicrobiana do
seu Oleo essencial confirmada frente a bactérias Gram-positivas e Gram-negativas
(LUCCHESE, 2006; SANTOS, 2011). Contudo, faz-se necessario novas
investigacdes sobre as da atividades biologicas dessa espécie, com o foco no
desenvolvimento de novos farmacos a base de vegetais, com a mesma eficacia dos
medicamentos atuais e com menos efeitos adversos. Assim, o0 presente estudo
objetivou avaliar a atividade anti-inflamatéria do extrato metandlico (EMML) e das
fracbes cloroférmica (FCML) e hidrometandlica (FHMML) da parte aérea dessa

espécie.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Material vegetal

Individuos de M. leucocephalus foram cultivados em solo corrigido com adubado
antes do cultivo, de acordo com a analise quimica do solo. Para tal, foram aplicados
6.160 g de calcario dolomitico e 732,6 g de fosforo (superfosfato simples) na area
total e 10 litros de composto organico por canteiro. As plantas foram coletadas no
periodo da manh@, entre nove e dez horas, durante o més de agosto do ano de
2013, na Unidade Experimental do Horto Florestal da Universidade Estadual de
Feira de Santana, Bahia, Brasil, (UEFS), localizada a 12° 16" 00” de latitude sul e
38° 58" 00” de longitude oeste, apresentando altitude de 234 metros e temperatura
média anual de 24°. A identificacdo botanica foi realizada no herbario da UEFS
(HUEFS), onde as exsicatas encontram-se depositadas (Voucher niumero 25.322).
Apoés a coleta, foram imediatamente transportadas para o Laboratorio de Quimica
de Produtos Naturais e Bioativos da Universidade Estadual de Feira de Santana
(LAPRON). O material recém coletado foi colocado para secar a temperatura
ambiente e posteriormente a parte aérea das plantas ( caule, folhas e flores) foi

triturada com auxilio de um moinho de facas.

2.2.Preparo do extrato e fracfes

Apds secagem e moagem, o po foi entdo pesado e submetido a extracao, trés
vezes consecutivas, por maceracdo com metanol em recipientes de vidro. Os
extratos brutos foram concentrados em rotaevaporador (Fisatom 802), sob pressdo
reduzida, em temperaturas de 40-45°C. O residuo de solvente foi retirado por
evaporacao em capela de exaustéo para obtencédo do EMML seco. 20g do EMML foi
dissolvida em metanol a temperatura ambiente e filtrada, adicionando-se agua
destilada a esta solu¢do a uma proporgéo de 7:3 (agua; metanol, v/v) e particionou-
se por trés vezes com cloroférmio (1:1), resultando nas FCML e FHMML. A FCML
foi concentrada em evaporador rotatorio, sob presséo reduzida, em temperaturas de
40-45°C. Enquanto a FHMML teve o metanol evaporado em capela de exaustao e a
solugéo final foi liofilizada (Liofilizador Terrone Enterprise I). Esses experimentos

foram realizados no LAPRON, Universidade Estadual de Feira de Santana (UEFS),
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Feira de Santana — Ba. As etapas do processo encontram-se ilustradas na figura 01

do capitulo 1.

2.3 Animais

Todas os experimentos foram realizados com camundongos suicos (Mus
musculus, Linnaeus,1758) machos, adultos, com peso corporal variando entre 25-
35¢g, provenientes da col6nia do Biotério Central da Universidade Estadual de Feira
de Santana. Os animais foram mantidos em uma sala com temperatura controlada
(22 £ 2 °C) com ciclo claro/escuro de 12h e livre acesso a comida e agua. Duas
horas antes de cada procedimento, 0os animais receberam apenas agua para evitar
gue os alimentos pudessem interferir com a absorcdo da substancia. Todos os
experimentos foram previamente aprovados pela Comité de Etica em Uso Animal
(CEUA-UEFS, protocolo nimero 006/2012) — Anexo 1.

2.4 Administracdo das drogas e extratos

A indometacina foi diluida em solucao de bicarbonato de sédio imediatamente
antes da utilizagéo e o EMML e as FCML e FHMML foram dissolvidos em twenn 80 e
em agua destilada e administrado via oral (v.0) nas doses de 75, 150 e 300 mg/kg. A
indometacina intraperitoneal (i.p.) (10mg/kg) foi utilizada como farmaco padrao de
referéncia. Aos animais do grupo do controle foi administrado um veiculo (dgua
destilada e Tween 80, 0,1ml/10g, v.0.). A carragenina e o azul de Evans (10mg/kg)

foram diluidos em solucédo salina (NaCl 0,9%).

2.5. Teste do edema de pata em camundongos induzido por carragenina

A atividade anti-inflamatéria de EMML e das FCML e FHMML foi determinada
usando a carragenina para indugcdo da formagdo de edema de pata em
camundongos seguindo o método de YESILADA & KUPELI (2007), com algumas
modificacdes. Para este experimento, trés grupos de 10 animais cada, foram
divididos e receberam tratamento com as dosagens do EMML, FCML ou FHMML,
mais dois grupos controle (tratados com o veiculo, e indometacina,

respectivamente). Apds 30 minutos os animais receberam 50 uL de carragenina



75

(2,5% diluida em solucdo salina) (NSONDE NTANDOU et al.,, 2010) a qual foi
injetada na regido subplantar da pata posterior esquerda, e igual volume de solugéao
salina (NaCl a 0,9%) na pata posterior direita. Em seguida o volume das patas foi
medido 30, 60, 120, 180 e 240 minutos apO0s a administracdo de carragenina e
solugdo salina na regidao subplantar usando um pletismometro. O edema foi
quantificado pela diferenca do volume entre a pata tratada com carragenina e a que
recebeu a solucdo salina. A média dos valores da atividade anti-iflamatéria dos
animais tratados com EMML, FCML e FHMML foi comparada com o grupo controle e

o tratado com indometacina, droga referencia padréo.

2.6 Teste da permeabilidade capilar peritoneal induzida pelo acido acético

O teste da permeabilidade capilar peritoneal induzida pelo &cido acético foi
realizado segundo a metodologia de ZHANG e colaboradores (2009), com algumas
modificacdes. Para realizacdo deste experimento, cinco grupos com 8 animais foram
divididos e receberam o EMML (300 mg/kg), FCML (300 mg/kg), FHMML (300
mg/kg), indometacina ou veiculo. ApGs trinta minutos da aplicacdo dos tratamentos,
0s animais receberam azul de Evans por via intravenosa (veia caudal) diluido em
solucdo salina, seguido imediatamente pela administracdo de acido acético (1%)
pela via i.p. Passados vinte minutos da injecdo do acido acético, os camundongos
foram sacrificados por deslocamento cervical. A coleta do fluido peritoneal foi
realizada apds a injecdo de 5mL de solugcédo salina (0,9%) no peritdnio e depois
centrifugado a 3000 rpm por 15 minutos. Por meio de um espectrofotometro (TU-
1880 Double Beam), foi realizada a leitura da absorbéancia do sobrenadante (595
nm). Os valores lidos do grupo controle foram aceitos como efeito maximo. Os testes

acima descritos fora realizados no LAFAR, UEFS, Feira de Santana — Ba.
2.7 Analise estatistica
A analise estatistica dos dados do teste do edema de pata induzido por

carragenina foi realizada utilizando analise de variancia (ANOVA) seguido por

Tukey, utilizando o programa Graph Pad Prism, versao 6.0.
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No teste da permeabilidade capilar induzida por acido acético, os dados
estatisticos foram analisados utilizando ANOVA seguido pelo pos-teste de Dunnet,
utilizando o programa Graph Pad Prism, versao 6.0.

Os resultados foram considerados significativos quando p<0,05.

3. RESULTADOS

3.1 Teste do edema de pata em camundongos induzido por carragenina

Os resultados obtidos para a acao anti-inflamatéria do EMML e das FCML e
FHMML (75, 150 e 300 mg/kg) mostraram efeitos significativos na reducdo do
edema de pata dos camundongos, em todos os tempos de observacdo apds a
administracdo da carragenina quando comparados ao grupo controle (Tabelas 01,
02 e 03). Como esperado, o efeito de diminuicdo do edema em relagdo ao grupo
controle foi observado também no grupo tratado com indometacina.

Tabela 01: Efeito do extrato metandlico da parte aérea de Martianthus leucocephalus (Mart. ex

Benth.) J.F.B. Pastore e indometacina (10 mg/kg), sobre o volume do edema de pata induzido pela
carragenina em camundongos. UEFS, Feira de Santana, 2015.

Tratamento )
Medida do edema da pata (mL)
30 min 60min 120min 180min 240min
Controle 0,18+0,01 0,23+0,01 0,22+0,02 0,27+0,02 0,28+0,04
75mg/kg 0,04+0,01***  0,05+0,01*** 0,060,001 *** 0,06+0,01*** 0,08+0,02***
150mg/kg 0,03+0,00*** 0,04+0,01*** 0,050,001 *** 0,04+0,01*** 0,08+0,01***
300mg/kg 0,06£0,01*** 0,05£0,01*** 0,03+0,00%*** 0,06£0,01*** 0,08+0,01***

Indometacina

0,02+0,00***

0,03+0,01***

0,04+0,01***

0,04+0,00***

0,05+0,01***

Os valores foram expressos em média + e.p.m. (n=8). ***p<0,001 foram considerados significativos
quando comparados ao grupo controle. (ANOVA two-way-Tukey).
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Tabela 02: Efeito da fracdo cloroférmica da parte aérea de Martianthus leucocephalus (Mart. ex
Benth) J.F.B. Pastore e indometacina (10 mg/kg), sobre o volume do edema de pata induzido pela
carragenina em camundongos. UEFS, Feira de Santana, 2015.

Tratamento )
Medida do edema da pata (mL)
30 min 60min 120min 180min 240min
Veiculo 0,18+0,01 0,23+0,01 0,22+0,02 0,27+0,02 0,28+0,04
75mg/kg 0,05+0,01***  0,08+0,01*** 0,04+0,01*** 0,0940,01*** 0,1340,02***
150mg/kg 0,07+0,00*** 0,08+0,01*** 0,06+0,01*** 0,10£0,01*** 0,14+0,01***
300mg/kg 0,07+0,01*** 0,08+0,01*** 0,06+0,00*** 0,12+0,01*** 0,1740,01***

Indometacina 0,02+0,00***  0,03+0,01*** 0,04+0,01*** 0,04+0,00*** 0,05+0,01***

Os valores foram expressos em média + e.p.m. (n=8). ***p<0,001 foram considerados significativos
quando comparados ao grupo controle. ( ANOVA two-way-Tukey).

Tabela 03: Efeito da fracdo hidrometandlica da parte aérea de Martianthus leucocephalus (Mart. ex
Benth) J.F.B. Pastore e indometacina (10 mg/kg), sobre o volume do edema de pata induzido pela
carragenina em camundongos.UEFS, Feira de Santana,2015.

Tratamento
Medida do edema da pata (mL)
30 min 60min 120min 180min 240min
Veiculo 0,18+0,01 0,23+0,01 0,22+0,02 0,27+0,02 0,28+0,04
75mg/kg 0,10+0,01***  0,07+0,02*** 0,07+0,01*** 0,13+0,02*** 0,12+0,02***
150mg/kg 0,07+0,01*** 0,100,071 *** 0,08+0,01 *** 0,13+0,01 *** 0,15+0,02***
300mg/kg 0,06+0,01 *** 0,070,071 *** 0,07+0,01*** 0,12+0,01*** 0,14+0,02***

Indometacina 0,02+0,00***  0,03+0,01*** 0,04+0,01*** 0,04+0,00*** 0,05+0,01***

Os valores foram expressos em média + e.p.m. (n=8). ***p<0,001 foram considerados significativos
quando comparados ao grupo controle. (ANOVA two-way-Tukey).

3.2 Teste da permeabilidade capilar peritoneal induzida pelo acido acético

O EMML (300 mg/kg) promoveu efeito significativo na diminuicdo da

permeabilidade capilar peritoneal vascular induzida pelo acido acético em

camundongos em comparagao ao grupo controle (0,35+,0,07 nm), com meédia de
0,20+0,03 nm. (Figura 01).
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Figura 01: Efeito do extrato metandlico de Martianthus leucocephalus (Mart. ex Benth) J.F.B. Pastore
(300 mg/kg) e indometacina (10 mg/kg) sobre a permeabilidade vascular peritoneal induzida pelo
acido acético em camundongos. Os valores estdo expressos como meédia + e.p.m. (n=8). **p<0,01.
(ANOVA-seguido de Dunnet). Feira de Santana, 2015.

A absorbancia apresentada pelo fluido intraperitoneal dos animais tratados
com a FCML, 300mg/kg, foi similar (0,35+0,02 nm) aquela apresentada pelos
animais do grupo controle (0,35+£0,07), indicando que esta fracdo né&o promoveu

efeito anti-inflamatorio, segundo este método de avaliacdo. (Figura 02).
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Figura 02: Efeito da fracdo cloroférmica de Martianthus leucocephalus (Mart. ex Benth.) J.F.B.
Pastore (300mg/kg) e indometacina (10mg/kg) sobre a permeabilidade vascular peritoneal induzida
pelo acido acético em camundongos. Os valores estdo expressos como média = e.p.m. (n=8).
**p<0,01. (ANOVA-seguido de Dunnet). Feira de Santana, 2015.
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Do mesmo modo, a FHMML na dose de 300 mg/kg ndo reduziu a absorbancia
do fluido intraperitoneal dos animais (0,36+0,03nm) quando comparado ao grupo
controle (0,35+0,07nm), também indicando que esta fracdo ndo promoveu efeito

anti-inflamatério, segundo este método de avaliacédo.(Figura 03).

A indometacina, droga com acao anti-inflamatéria conhecida, apresentou
efeito inibitério sobre a permeabilidade vascular peritoneal, como esperado.
(0,10£0,03nm).
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Figura 03: Efeito da fracdo hidrometandlica de Martianthus leucocephalus (Mart. ex Benth.) J.F.B.
Pastore (300 mg/kg) e indometacina (10 mg/kg) sobre a permeabilidade vascular peritoneal induzida
pelo acido acético em camundongos. Os valores estdo expressos como média + e.p.m. (n=8).
**p<0,01. (ANOVA-seguido de Dunnet). Feira de Santana, 2015.

4. DISCUSSAO

O efeito anti-inflamatério apontado pelo teste da formalina (capitulo 2) foi
confirmado, avaliando as propriedades antiedematogénica do EMML e das FCML e
FHMML, no modelo do edema de pata induzido por carragenina (Tabelas 01, 02 e
03). Este modelo tem sido amplamente utilizado para avaliar o efeito de agentes
anti-inflamatoérios ndo esteroidais (ARA et al., 2010).0 desenvolvimento do edema
provocado pela carragenina € um processo que envolve trés fases. A fase inicial (os
primeiros 90 min) é atribuida a liberacdo de histamina e serotonina; a segunda fase
(90-150 min) é mediada por cinina e a ultima fase (apés 180 min) € mediada por
prostaglandinas (DI ROSA et al.,1971; OKPO et al., 2001).
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Houve uma reducdo bastante significativa do edema aos 30, 60, 120, 180 e
240 min de avaliacdo, demonstrando que, possivelmente os constituintes quimicos
do EMML e das FCML e FHMML inibiram o processo inflamatoério. Os resultados
aqui encontrados indicam que o0 extrato e as fracbes da parte aérea de M.
leucocephalus provavelmente atuaram por inibicdo de histamina, serotonina, cinina e
prostaglandina, uma vez que houve atividade inibitéria em todas as fases. Esses
resultados se assemelham aos encontrados por Al-Yousuf et al. (2002) quando
avaliaram os extratos de Salvia aegyptiaca (Lamiaceae) e diferem dos encontrados
por Oliveira et al. (2014), onde o extrato aquoso das folhas de Scutellaria agrestis
(Lamiaceae) nao demonstrou atividade antiedematogénica no teste do edema de
pata induzido por carragenina.

Além do teste do edema de pata induzido por carragenina, a atividade anti-
inflamatéria do EMML a das FCML e FHMML também foi quantificada no teste da
permeabilidade capilar induzida por &cido acético. Trata-se de um método
geralmente utilizado para estudos anti-inflamatérios agudos. O teste quantifica o
aumento na permeabilidade capilar, induzido pelo &cido acético, medindo-se o
extravasamento do corante azul de Evans a partir dos capilares para dentro da
cavidade peritoneal. A funcdo do acido acético neste teste € provocar o aumento dos
mediadores quimicos relacionados a inflamac&o nos fluidos peritoneais, tais como
prostaglandina E2 (PGEz), serotonina e histamina, isto por sua vez conduz a uma
dilatacdo dos capilares sanguineos e promove um aumento da permeabilidade
capilar (CHOI et al.,2006; KANG et al.,2008; ZHAO, et al, 2012). Esses mediadores
sdo responsaveis por mediar as respostas vasculares da inflamacédo. A PGE2, por
exemplo, além de causar vasodilatacdo aumenta a permeabilidade capilar,
otimizando a formacdo do edema (KUMAR et al., 2010).

Como demonstrado na figura 01, a administragdo oral do EMML inibiu
significativamente a permeabilidade capilar induzida pelo acido acético em
camundongos. Esse resultado sugere que este extrato pode exercer um efeito anti-
inflamatorio presente na fase aguda da inflamacdo por meio deste modelo de
avaliacdo, provavelmente pelo mecanismo de inibicdo da ciclooxigenase (COX) nos
tecidos periféricos, situacdo que diminui a sintese e/ou liberacdo de mediadores
inflamatorios, interferindo, desta forma, no mecanismo de transdugdo dos
nociceptores aferentes primarios (TRONGSAKUL et al., 2003).
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Os resultados obtidos com a aplicacdo da FCML (figura 02) e da FHMML
(Figura 03) néo diferiram estatisticamente em relacdo aos resultados obtidos no
tratamento controle, em relacdo a inibicho da permeabilidade vascular em
camundongos. A indometacina, droga referéncia padréo, diminuiu a permeabilidade
vascular, pela inibicho da COX, e o consequente bloqueio na sintese de
prostaglandinas (KUMAR et al, 2010).

A atividade anti-inflamatéria in vivo exibida pelo extrato metandlico e pelas
fracOes cloroférmica e hidrometandloca da parte aérea de M. leucocephalus, fornece
uma base cientifica que apoia 0 uso etnobotanico de espécies da familia Lamiaceae
no tratamento de doencas inflamatérias e confirma o potencial da espécie
Martianthus leucocephalus (Mart. ex Benth.) J.F.B. Pastore para producao de drogas

anti-inflamatorias.
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CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos nesse trabalho permitem as seguintes inferéncias:

1. O EMML, bem como as FCML e FHMML se mostraram atdxicas no ensaio de
toxidade aguda;

2. O EMML e as FCML e FHMML mostraram acdo depressora no SNC e nao
sensibilizaram a coordenag¢do motora dos animais frente aos critérios observados na
triagem farmacolégica e pelo teste do Rota Rod;

3. A presente pesquisa proporciona indicios que o extrato e as fracdes da parte
aérea de M. leucocephalus apresentam propriedades antinociceptivas e anti-
inflamatoérias;

4. InvestigacBes mais detalhadas para caracterizar 0s agentes ativos responsaveis
pelos efeitos observados sao necessarias;
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ANEXO -1:
Protocolo Comité de Etica em Uso Animal

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE FEIRA DE SANTANA'
COMISSAQ DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
DECLARAGAO

Declaramos para os devidos fins que o projeto de pesquisa: “Rede de
pesquisa em bioprospecgdo e uso sustentavel de espécies vegetais
nativas do semiarido para a produgdao de compostos bioativos”, sob a
responsabilidade dos pesquisadores: Prof. Dr. Lenaldo Muniz de Oliveira e
Prof® Dr* Marilene Lopes da Rocha e Prof* Dr® Angelica Maria Lucchese e Prof®
Carla Cardeal Mendes, deu entrada na CEUA/UEFS, para ser analisado, em
novembro de 2012, tendo sido registrado sob protocolo de numero 006/2012.
Entretanto, a conclusdo da sua analise s6 foi possivel apés os responsaveis
pelo projeto terem enviado em 13 de junho de 2013, os esclarecimentos,
retificagdes e justificativas sobre o nimero de animais a serem utilizados no
projeto e nos subprojetos. Subprojeto 1: Avaliagao da atividade antinociceptiva
e inflamatéria do extrato e fragées de Hyptis leucocephala Marth (LAMIACEAE)
em modelo animal. (orientanda: Valéria Silva Goes’). Subprojeto 2: Estudo da
composigao quimica e da atividade antinociceptiva dos éleos essenciais de trés
espécies do género Hyptis. Orientando: (Robson Dias). Subprojeto 3:
Investigagéo de atividade quimica e bioldgica de plantas do género Llppla
(Orientanda: Carine Oliveira dos Santos). Os termos de compromisso e as
folhas de rosto foram assinadas e entregues na CEUA em 08 de julho de 2013,
a fim de que todas as pendéncias tivessem sido atendidas pelos pesquisadores
para a finalizagao do parecer.

Esta declaragdo vai por mim assinada, visto que o parecerista foi
favoravel a execugao do projeto.

PARECER FAVORAVEL A EXECUGAO DO PROJETO, pois esta em
consonancia com as normas éticas no uso de animais na experimentagéo,
assim como foi considerado relevante por ser um projeto amplo,
interinstitucional e multidisciplinar, que ira gerar conhecimento. O parecer foi
aprovado pela CEUA ad referendum em 05 de agosto de 2013.//

Feira de Santana, Oij\e agosto de 2013.

Aeq %@vw%%/\

Iragi Gomes Bon*/m @
Coordenadora em exercicio da CEUA-UEFS
Portaria n® 878/2012

PARECER FINAL
Protocolo n° 006/2012

Ao analisarmos o projeto de pesquisa: “Rede de pesquisa em bioprospecgao
e uso sustentavel de espécies vegetais nativas do semiarido para a
producdo de compostos bioativos” e seus subprojetos, verificamos que a
pesquisa esta em consonéncia com as normas éticas no uso de animais na
experimentacé@o, assim como consideramos que o projeto & relevante por ser
um projeto amplo, interinstitucional e multidisciplinar, que vai gerar
conhecimentos, formar jovens pesquisadores. Além de serem exequiveis, seus
objetivos buscam responder cientificamente se as espécies vegetais nativas do
semiarido tém potencial para a produgao de compostos bioativos para alivio da
dor. Pelo exposto, salvo melhor juizo, sou FAVORAVEL a execugao do
projeto.//
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ANEXO 2

Protocolo utilizado na triagem farmacoldgica comportamental (ALMEIDA; OLIVEIRA, 2006).

Quantificagéo dos efeitos
ATIVIDADE FARMACOLOGICA (0) sem efeito, (-) efeito diminuido, (+) efeito presente, (++) efeito intenso

até 30° 1h 2h 3h 4h

1-SNC

a — Estimulante
Hiperatividade
Irritabilidade
Agressividade

Tremores

Convulsdes

Piloerecéo

Movimento intenso das vibrissas
Outras

b — Depressora

Hipnose

Ptose

Sedacao

Anestesia

Ataxia

Reflexo do endireitamento
Catatonia

Analgesia

Resposta ao toque diminuido
Perda do reflexo corneal
Perda do reflexo auricular
¢ — Outros comportamentos
Ambulacdo

Bocejo excessivo
Limpeza

Levantar

Escalar

Vocalizar

Sacudir a cabeca
Contorgdes abdominais
Abducéo das patas do trem posterior
Pedalar

Estereotipia

2 - SN AUTONOMO
Diarréia

Constipagao

Defecacdo aumentada
Respiracgao forcada
Lacrimejamento

Miccao

Salivacdo

Cianose

Tono muscular

Forca para agarrar

3 - MORTES

Observacdes complementares:
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ANEXO 3

Resultados dos sinais clinicos de carater geral e toxico dos diferentes grupos de tratamento, na dose

de 2000mg/kg.
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*Escala unipolar

** Escala bipolar



