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RESUMO

O propésito deste trabalho foi avaliar a atividade antiinflamatdria,
antinociceptiva e antipirética do extrato acetbnico e do acido fumarprotocetrarico
isolado de Cladonia verticilllaris (Raddi) Fr., ocorrente sobre solos arenosos de
tabuleiros do municipio de Mamanguape (PB-Brasil). O extrato aceténico foi obtido a
partir do talo liquénico seco e sua composigao foi analisada através de cromatografia
em camada delgada, que mostrou a presenca dos acidos fumarprotocetrarico e
protocetrarico, além da atranorina e outros compostos ndo identificados. O acido
fumarprotocetrarico foi isolado, purificado e testado frente a diferentes modelos
experimentais de inflamacao, nocicepgcao e pirexia. Os resultados demonstraram
atividade antiinflamatdria significativa (p<0,05) para o extrato aceténico (200mg/kg;
v.0.) nos testes de inflamagéo aguda induzida por carragenina aos 30 (20,18%) e
180 (28,85%) minutos, por dextrana aos 60 (38,27%), 120 (42,12%) e 180 (50,95%)
minutos e na inflamagao crénica induzida por formaldeido do 2°ao 10° dia (32,68%,
48,10%, 66,55%, 68,96%, 66,53%, 69,25%, 62,89%, 61,12% e 56,23%,
respectivamente). Para os testes de atividade antinociceptiva, o extrato (100 ou 200
mg/kg; v.0.) mostrou efeito antinociceptivo periférico significativo (p<0,05), inibindo o
numero de contorgdes abdominais (42,14% ou 58,57%, respectivamente). Na febre
induzida por lipopolissacarideo (LPS), o extrato aceténico (200 mg/kg; v.o.)
demonstrou atividade antipirética significativa (p<0,05) aos 30 (72,82%) e 60
(563,58%) minutos. O extrato acetdnico ndo demonstrou atividade nos seguintes
ensaios: lesdo granulomatosa induzida por “pellets” de algodao e teste da placa
quente. O extrato apresentou baixa toxicidade, ndo havendo registro de morte até a
dose oral de 2g/Kg. Além dessa baixa toxicidade, a avaliagdo macroscépica da
mucosa gastrica dos animais submetidos a tratamento agudo, subcrénico e crénico
com o extrato ndo revelou indicio de lesdo gastrica. O acido fumarprotocetrarico
isolado (25 ou 50 mg/kg; i.p.) apresentou acado anti-edematogénica significativa
(p<0,01) no edema de pata induzido por zimosan aos 60 (48,23% ou 55,57%), 120
(46,84% ou 56,24%), 180 (49,94% ou 60,61%) e 240 (47,77% ou 60,45%) minutos,
respectivamente. Para os testes de atividade antinociceptiva, o acido
fumarprotocetrarico (400 mg/kg; v.0.) mostrou efeito antinociceptivo periférico
significativo (p<0,01), inibindo o numero de contor¢des abdominais (60%). Na febre
induzida por lipopolissacarideo, o acido fumarprotocetrarico isolado (25 ou 50 mg/kg;
i.p.) demonstrou atividade antipirética significativa (p<0,05) aos 30 (44,44% ou
72,22%) e 60 (39,02% ou 56,09%) minutos, respectivamente. Os resultados
sugerem que o extrato acetbénico obtido de C. verticillaris possui consideravel agéo
antiinflamatodria, antinociceptiva e antipirética; e o seu principal composto, o acido
fumarprotocetrarico, pode ser sugerido como possivel principio ativo responsavel por
estas atividades.

Palavras-chave: Atiyidade antinociceptiva, Atividade antiinflamatdria, Atividade
antipirética, Liquens, Acido fumarprotocetrarico, Cladonia verticillaris.
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ABSTRACT

The purpose of this work was to evaluate the anti-inflammatory,
antinociceptive and antipyretic activity of the acetonic extract and the isolated
fumarprotocetraric acid from Cladonia verticillaris (Raddi) Fr. ocurring on sandy soils
of savannah-like vegetation of Mamanguape county (Paraiba-Brazil). The acetonic
extract was obtained from the dried lichen thallus and its composition was analyzed
by thin layer chromatography (TLC) that showed the presence of the
fumarprotocetraric acid, protocetraric acid, atranorin and other non-identified
compounds. The fumarprotocetraric acid was isolated, purified and tested at several
experimental models of inflammation, nociception and pyrexia. The results
demonstrated significant (p<0,05) anti-inflammatory activity for the acetonic extract
(200 mg/kg; p.o.) on acute inflammation induced by carrageenan at 30 (20,18%) and
180 (28,85%) minutes or dextran at 60 (38,27%), 120 (42,12%) and 180 (50,95%)
minutes and on the chronic inflammation induced by formaldehyde from day 2 to day
10 (32,68%, 48,10%, 66,55%, 68,96%, 66,53%, 69,25%, 62,89%, 61,12% and
56,23%, respectively). To the antinociceptive tests, the extract (100 or 200 mg/kg;
p.o.) showed significant (p<0,05) peripheral analgesic effect inhibiting the number of
abdominal contortions (42,14% or 58,57%, respectively). The extract (200 mg/kg;
p.o.) demonstrated significant (p<0,05) antipyretic activity on the fever induced by
lipopolysaccharide at 30 (72,82%) and 60 (53,58%) minutes, respectively. The
acetonic extract didn’t show activity on the cotton pellet — induced granuloma and
hot-plate test. The extract presented low toxicity, with no death until oral
administration of the compound at 2g/kg; p.o. On the gastric toxicity test, the
examinated stomachs didn’t show lesions. The purified fumarprotocetraric acid (25 or
50 mg/kg; i.p.) presented significant (p<0,01) anti-edematogenic action on zymosan-
induced paw edema at 60 (48,23% or 55,57%), 120 (46,84% or 56,24%), 180
(49,94% or 60,61%) and 240 (47,77% or 60,45%) minutes, respectively. To the
antinociceptive tests, the fumarprotocetraric acid (400 mg/kg; p.o.) showed significant
(p<0,01) peripheral analgesic effect inhibiting the number of abdominal contortions
(60%). On fever induced by lipopolysaccharide (LPS), the fumarprotocetraric acid (25
or 50 mg/kg; i.p.) demonstrated significant (p<0,05) antipyretic activity at 30 (44,44%
or 72,22%) and 60 (39,02% or 56,09%) minutes, respectively. The results suggest
the acetonic extract obtained from C. verticillaris possess notable anti-inflammatory,
antinociceptive and antipyretic activity and its major compound, the
fumarprotocetraric acid, may be suggested to be the active principle responsible for
those activities.

Key words: Antinociceptive activity, Anti-inflammatory activity, Antipyretic activity,
Lichens, Fumarprotocetraric acid, Cladonia verticillaris.
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1 INTRODUGAO

1.1 Consideragoes Gerais sobre Liquens:

Os liquens n&o s&do organismos individuais como a maioria dos outros
seres vivos e sim a associagdo entre dois simbiontes que vivem e interagem
intimamente (COCCHIETTO et al., 2002). A maior parte do liquen € composta de
filamentos de fungos (hifas) mas entre os filamentos vivem células de algas,
geralmente representantes de cloficeas (verdes) e cianobactérias (azuis).
(ALEXOPOQULOS et al., 1979). A alga e o fungo associam-se simbioticamente, mas
podem também ocorrer na natureza sem seu parceiro. A associagao entre a alga e o
fungo propicia a transferéncia de nutrientes entre os organismos, mantendo o
equilibrio de carbono, hidrogénio e outros elementos vitais (SEAWARD, 1988).

De acordo com SPEER (2002), os liguens podem ocorrer em trés
distintos habitos (Figura 1):

- Crustoso (forma de crosta aderida contra o substrato).
- Folioso (forma de folha sobre o substrato).

- Fruticoso (apresenta-se em forma de arbusto).

Fonte: SPEER (2002)
FIGURA 1 — Habitos basicos dos liquens.

Apesar da diversidade de habitos de crescimento, todos os liquens tém uma
morfologia interna similar. As partes componentes do liquen estao dispostas no talo.

O talo liquénico é formado principalmente por hifas do fungo e a densidade relativa
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desses filamentos define as camadas do liquen (XAVIER — FILHO & RIZZINI, 1976).
Na superficie externa ou cértex, os filamentos estdo agrupados firmemente para
proteger o liquen de outros organismos e reduzir a intensidade da luz que poderia
causar dano as células das algas (LEGAZ et al., 1986). As algas estdo dispostas
logo abaixo do cortex em uma camada onde as hifas ndo estao tdo densas. Abaixo
da camada de algas encontra-se a medula, que corresponde a um feixe de hifas
frouxas. Nos liquens foliosos ha um segundo cértex abaixo da medula (cértex
inferior) mas nos liquens crustosos a medula esta em contato direto com o substrato

ao qual o liquen esta aderido. A Figura 2 mostra um exemplo de liquen crustoso.

Fonte: PEREIRA (2000)

FIGURA 2 — Modelo esquematico da microestrutura do talo liquénico. (A)
Fotobionte, ou camada gonidial; (B) Hifas medulares ou medula; (C) Hifas
corticais ou cortex superior.
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1.1.1 Substancias liquénicas

Os liqguens produzem metabdlitos secundarios denominados
“substancias liquénicas”, antigamente chamadas de acidos liquénicos. A maioria
dessas substancias € de natureza fendlica e sao elas as responsaveis por grande
parte das atividades bioldgicas atribuidas aos liquens (HALE, 1983).

O metabolismo secundario dos liquens produz compostos que sao
agrupados em quatro familias quimicas bioenergeticamente relacionadas:
depsideos, depsinonas, dibenzofuranos e acidos usnicos (VICENTE, 1975).

As substancias liquénicas tém demonstrado muitas propriedades
farmacoldgicas: analgésica e antiinflamatéria (SULEYMAN et al., 2002; MAIA et al.,
2002), antipirética (MULLER, 2001), antiproliferativa e citotoxica (KUMAR et al.,
1999), antitumoral (OLAFSDOTTIR et al., 2001), antiviral (CAMPANELLA et al.,
2002), antibidtica (LAUTERWEIN et al., 1995; INGOLFSDOTTIR et al., 1998), dentre
outras. Essas descobertas tém estimulado varias especulacbes sobre o potencial
dessas substancias como fonte de novos farmacos.

No talo de Cladonia verticillaris ja foi detectada a presenga de varios
compostos, entre eles o orcinol, B-metil orcinol, carboxilato, atranorina, acido
evérnico, acido protocetrarico e acido fumarprotocetrarico (XAVIER-FILHO et al.,
1984; PEREIRA, 1989), além dos produtos intermediarios da biossintese deste
ultimo, como o acido hipoprotocetrarico e seu aldeido (AHTI et al., 1993; PEREIRA
et al., 1999).

A busca por produtos naturais pode gerar uma diversidade estrutural
maior do que a quimica sintética convencional e oferece oportunidades significantes
para a descoberta de novos compostos com baixo peso molecular (BINDSEIL,
2001). Atualmente cresce o interesse da sociedade pela utilizacdo de fitoterapicos
para o tratamento de uma grande diversidade de enfermidades, devido também ao
baixo custo desses produtos. Por outro lado, deve-se ressaltar que o Nordeste
brasileiro é caracterizado por sua enorme variedade de produtos naturais com
propriedades medicinais. A tecnologia hoje disponivel para a transformacao desses
produtos em valor econémico, torna 0 mapeamento de plantas medicinais, e seu
estudo cientifico, fonte de riqueza em potencial para a regido. O estudo dessa

biodiversidade regional é importante para o estimulo a politicas de preservagéao da
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variedade de vidas e o reconhecimento da necessidade de explorar, sem, contudo,
degradar o ambiente.

A busca de novos compostos obtidos de produtos naturais, com efetiva
atividade antiinflamatdria, analgésica e antipirética tem sido de alta relevancia para a

terapéutica da inflamacao.

1.2 O Processo Inflamatoério

A inflamagéo, apesar de ser um fenbmeno complexo, caracteriza-se
fundamentalmente por manifestar-se de maneira estereotipada. Independente da
natureza do estimulo (quimico, biolégico ou mecanico), observa-se, inicialmente,
dilatacdo e ingurgitamento dos vasos da area afetada, principalmente capilares e
arteriolas, com aumento do fluxo sanguineo em todo o leito vascular. Numa etapa
seqguinte, ocorre extravasamento de plasma do interior dos vasos, principalmente
vénulas, para o tecido intersticial adjacente. O aumento relativo da concentragao de
eritrocitos devido ao extravasamento de plasma determina a estase de fluxo
sanguineo, que facilita a marginagdo leucocitaria. Os leucécitos penetram nos
tecidos através da passagem pelas paredes dos vasos sanguineos, apés a ligagao
por intermédio de moléculas de adesado aos respectivos receptores no endotélio e
subsequente processo de transmigracao pelo endotélio (IMHOF et al., 1995) (Figura
3).

A migracdo leucocitaria para dentro dos tecidos € essencial para a
defesa contra patdgenos e antigenos estranhos ao organismo. No entanto, este
mesmo fenbmeno pode produzir inflamacgao inapropriada e destruicao tecidual em
varios tipos de doencgas inflamatorias cronicas, agudas e auto-imunes (JAAKKOLA et
al., 2000).
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Fonte: Faculdade de Odontologia Universidade de S&o Paulo

FIGURA 3 — Marginacao leucocitaria em vénula. Os neutréfilos aproximam-se do
endotélio (setas), praticamente aderindo-se a essa célula. Fora do vaso ja se notam
alguns leucdcitos que ja concluiram a leucodiapedese. Em algumas situagdes, os
leucdcitos do tipo macrofagos podem unir-se e formar as chamadas células gigantes
(G).

Os mondcitos deixam a corrente sanguinea constantemente para
repor a populagao de macréfagos teciduais, mas o seu extravasamento ocorre em
escala muito maior quando se tratam de sitios de inflamag&o. Os granuldcitos, em
contraste, somente deixam o sangue quando ha um foco de inflamagao presente
(SALMI, et al., 1997).

Apds o extravasamento dos leucécitos, estes migram em direcédo ao
local da lesdo por um processo chamado de quimiotaxia. Diversas substancias
endogenas e exdégenas podem atuar como quimiotaticos. Os agentes quimiotaticos
exdgenos sdo geralmente produtos bacterianos. Dentre as substancias endogenas
que podem atuar como quimiotaticos podem ser citados: componentes do sistema
complemento - C5a (KILGORE et al.,, 1994), fator de ativagdo plaquetaria — PAF
(KIM et al., 1995), varios produtos da lipoxigenase — leucotrieno B4 (LTB4) ou acidos
hidroxieicosatetraendicos (HETEs) (FREED et al., 1999) e alguns produtos da

ciclooxigenase como as prostaglandinas (ISSEKUTZ et al., 1982).
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Com o acumulo de leucécitos no foco inflamatério, ocorre o fenbmeno
da fagocitose e liberacdo de metabdlitos toxicos e proteases no meio extracelular
(COLLINS, 2000).

Com as substancias liberadas pela fagocitose, normalmente o
processo regride e resolve-se sem sequelas. No entanto, como muitos produtos
liberados pelos neutrofilos sdo potencialmente nocivos, eles podem ser a causa de
varias enfermidades tanto de carater agudo como cronico (MOXLEY et al., 1997).

A ativagao leucocitaria, liberacdo de radicais livres, proteases,
metabdlitos do acido araquiddnico, citocinas inflamatérias e antiinflamatoérias
liberadas no local inflamado podem induzir a secre¢cao de quimiocinas e substancias
imunomoduladoras pelas células endoteliais, epiteliais e células intersticiais, criando
uma resposta inflamatéria local exacerbada (RINALDO et al., 1990; AGOURIDAKIS
et al., 2002). Os eventos seguintes dessas interagcbes humorais/celulares séo
importantes para a iniciagado e propagacgao da resposta inflamatéria responsavel por
injurias teciduais (STRIETER et al., 1994). Por fim, o 6rgéo afetado pode sofrer lesdo

funcional grave. A terapéutica antiinflamatéria nestes casos é essencial.

1.2.1. Mediadores quimicos da resposta inflamatoria
Histamina

A histamina forma-se no organismo por  acao da
histidinadescarboxilase e esta localizada, na sua maior parte, em formagdes
granulares dos mastacitos (GRAFF et al., 2002).

A histamina € uma molécula pequena e rapidamente difusivel com uma
acao temporaria nas células-alvo. Ela une-se ionicamente a matriz granular da qual
€ prontamente liberada na secrecdo, sendo capaz de induzir o aumento da
permeabilidade vascular na microcirculagdo e contracdo das células endoteliais,
assim como um relaxamento do musculo liso vascular e contracdo de outros
musculos lisos. O aumento da permeabilidade vascular causado pela histamina
ocorre essencialmente nas vénulas pés-capilares (LAGUNOFF, 1966; MAJNO et al.,
1969).

A histamina pode ser liberada de suas reservas, nas formacgoes
granulares dos mastdécitos, através de estimulos varios como processos liticos,

citotoxicos (agentes fisicos) ou por exocitose granular sem lesdo do mastécito
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(reacbes imunes, neuropeptideos, citocinas, toxinas, componentes do sistema
complemento (MEUER et al., 1981; HOLGATE, 1995; WASSERMAN, 1989)).

A histamina é considerada o principal mediador na fase imediata de
aumento de permeabilidade vascular e exerce seus efeitos pela ocupacgao
principalmente de receptores H1 localizados nas células endoteliais (COLLINS,
2000).

A histamina também induz aumentos localizados de extravasamento de
plasma e adeséo de leucécitos através de mudangas no endotélio (THORLACIUS et
al., 1995).

Os anti-histaminicos anti-H1 pertencem a classe da etilenodiamina (ex.:
pirilamina), a classe da etanolamina (ex.: difenidramina), a classe das alquilaminas
(ex.: clorfeniramina) ou podem ser derivados de piperazina (ex.: clorciclizina), ou da

fenotiazina (ex.: prometazina) (LEME et al., 1998).

Serotonina

A serotonina € uma amina vasoativa que possui agdes semelhantes a
histamina e foi originalmente isolada do sistema das células enterocromafins na
mucosa gastrointestinal, mas também esta presente no sistema nervoso central e
nas plaquetas (ERSPAMER et al., 1952; BARMAN, 1997).

Usando microscopia de luz e marcagdo com carbono, MAJNO et al.
(1961) demonstraram que o aumento de permeabilidade induzido pela serotonina
estava confinado as vénulas e ndo envolvia os verdadeiros capilares.
Subsequentemente, microscopia eletronica feita por MAJNO & PALADE (1961)
revelou que o extravasamento das vénulas estava associado ao desenvolvimento de
aberturas ou “gaps” no endotélio venular.

MICHEL & KENDALL (1997) demonstraram que os efeitos da
serotonina e histamina eram temporarios, com picos de aumento na permeabilidade
dentro de 3 minutos apds microperfusdo com a serotonina, e entre 6 e 9 minutos
com a histamina. A permeabilidade retornou aos niveis normais entre 12 e 30
minutos, a despeito da presenca do mediador no perfusato. Portanto, a mudanca de
permeabilidade durante o tempo corresponde aproximadamente com a abertura e
fechamento dos “gaps” no endotélio venular. Estes mesmos autores relataram ainda

efeitos quantitativamente diferentes da serotonina e histamina na permeabilidade a
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fluidos e macromoléculas, sugerindo que a serotonina abre diferentes caminhos

daqueles abertos pela histamina.

Cininas hipotensoras

As cininas se inter-relacionam a mais dois fatores derivados do plasma,
o sistema do complemento e da coagulagdo (Figura 4). A bradicinina e a lisil-
bradicinina s&o peptideos cujo precursor € o cininogénio de alto peso molecular,
presente na fragdo globulinica do plasma. As cininas s&o horménios ativos
localmente, liberados principalmente pela calicreina plasmatica, e que dao origem a
respostas inflamatérias classicas como aumento da permeabilidade vascular,
vasodilatagao e aumento do fluxo sanguineo local (BHOOLA et al., 1992).

Através da ligacéo aos receptores endoteliais By, as cininas estimulam
a liberagdo de vasodilatadores potentes como o6xido nitrico (NO), prostaciclina, e
fator hiperpolarizante derivado do endotélio (HORNIG & DREXLER, 1997). Segundo
OYVIN et al. (1972), a ativagcdo dos receptores B, promove aumento do calcio
intracelular e subsequente retragdo endotelial, um acontecimento critico na
diapedese.

Por outro lado, a calicreina tissular tem sido localizada em neutrdfilos e
tem-se postulado o seu envolvimento com o extravasamento neutrofilico através do
endotélio para os tecidos (FIGUEROA et al., 1989).

As cininas sdo agentes algicos potentes. Sob a agdo das
prostaglandinas, os neurbnios sensitivos tornam-se mais sensiveis a acédo da
bradicinina. Estudos demonstraram que a frequiéncia de potenciais de acao de fibras
C em resposta a bradicinina aumentou apés a aplicagao das prostaglandinas E; e E4
(HANDWERKER, 1976; CHAHL & IGGO, 1977).
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FIGURA 4 - Inter-relagao entre cininas, complemento e coagulacao.

Sistema Complemento

O sistema complemento compreende 20 proteinas encontradas em
maior concentragdo no plasma e funciona na imunidade inata e adaptativa,
defendendo o organismo contra agentes microbianos através da lise de micrébios

pelo chamado complexo de ataque a membrana — CAM (REID et al., 1998). Na
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formagdo do CAM, uma série de componentes do complemento sao produzidos,
causando aumento da permeabilidade vascular, quimiotaxia e opsonizagao
(MORGAN, 1995).

Os fatores derivados do complemento executam uma série de
fendbmenos na inflamagdo aguda. Por exemplo, o receptor leucocitario CR3 para
iC3b, tem sido envolvido na aderéncia dos leucécitos ao endotélio via uma fixagao
covalente do fragmento do complemento iC3b ao endotélio (MARKS et al., 1989),
enquanto que C3a e C5a podem aumentar a expressao do receptor para adesao
celular endotelial neutrofilico, induzir extravasamento vascular, atrair leucdcitos por
quimiotaxia e estimular a liberagdo de histamina e enzimas liticas na area afetada
(KAJITA et al., 1990; MEUER et al., 1981).

Sistema da coagulacédo

A coagulacdo e a inflamagdo sdo dois processos intimamente
conectados que fazem parte de uma unica resposta defensiva do organismo. Alguns
estudos ja referiram o envolvimento da formacdo de fibrina no edema de pata
induzido por carragenina, estabelecendo uma ligagdo entre a inflamacdo e a
coagulagao (WISEMAN, et al., 1968).

Atualmente sabe-se que o controle da geracdo de fibrina durante a
ativagdo da cascata de coagulagdo depende de um balango entre fatores
procoagulantes e anticoagulantes. De acordo com CICALA et al (1998), ap6s dano
ao endotélio vascular, uma proteina receptora de alta afinidade para a trombina é
liberada (trombomodulina). O complexo trombina-trombomodulina ativa a proteina C
(PC), a qual forma um complexo com um co-fator, a proteina S (PS) no endotélio. A
PC ativada inibe a coagulagéao e ativa a via fibrinolitica. Por outro lado, a trombina
ativa a via da PC, agindo como um inibidor de sua propria produgao por feedback
negativo. Portanto, a presenca de trombomodulina no endotélio e a integridade da
via da PC s&o requisitos fundamentais para um correto balango entre a coagulagéo
e a fibrindlise. Durante a inflamagéao, este balango é alterado pois algumas citocinas
(TNF-a) causam diminuicdo da expressao de PC e trombomodulina, provocando
com isto uma tendéncia a um estado procoagulatério que pode levar a uma
trombose critica (ESMON et al., 1991).
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Um outro fator que deve ser considerado na relagdo da coagulacao
com a inflamacgao é o papel das plaquetas em ambos os processos. Sabe-se que as
plaquetas, cuja principal fungdo € a hemostasia, quando ativadas durante um
processo inflamatério liberam de seus granulos um grande numero de substancias
que modificam a integridade tecidual (WILLIS, 1978).

A trombina também tem mostrado-se indutora de varias respostas
celulares que estdo envolvidas na inflamacgéo, tais como: quimiotaxia para mondcitos
e neutrdfilos (BIZIOS et al., 1986), mitogénese para diferentes tipos celulares (Mc
NAMARA et al., 1993) e estimulagdo das células endoteliais com liberagdo de
prostaciclina (PGl;) (OHBA et al., 1996).

Metabdlitos do acido araquiddnico

Prostaglandinas, leucotrienos e compostos relacionados s&o derivados
do acido graxo essencial que contém quatro duplas-ligagdes: acido 5,8,11,14-
eicosatetraendico ou acido araquidbénico. O acido araquidbénico € liberado de
fosfolipideos da membrana através da ativagdo de fosfolipases celulares (p.ex.,
fosfolipase A2) por estimulos quimicos, hormonais, fisicos e neuro-humorais
(COLLINS, 2000).

Os metabdlitos do acido araquidénico sao sintetizados por duas
classes principais de enzimas: ciclooxigenases (prostaglandinas, prostaciclina e

tromboxanos) e lipooxigenases (leucotrienos e lipoxinas) — (Figura 5).
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FIGURA 5 - Geracdo de metabdlitos do acido araquidonico e seus papéis na

inflamacao.

Os metabdlitos do acido araquidénico possuem importantes
propriedades farmacolégicas. As prostaglandinas E2 e A2 sao potentes
vasodilatadores na maioria das espécies e na maioria dos leitos vasculares. As
prostaglandinas E,F e A aumentam o débito cardiaco. A presséo arterial sistémica
cai em resposta as prostaglandinas E e A. O TXA2 é potente vasoconstritor no
animal intacto e em varias preparacbes vasculares isoladas. A PGI2 causa
pronunciada hipotensao, cerca de cinco vezes mais potente que o efeito produzido
pela PGE2 (CARVALHO, 1998).

Os leucotrienos (produzidos pela agdo das lipooxigenases sobre o
acido araquidbnico) aumentam a permeabilidade vascular. LTB4 é potente agente
quimiotaxico para leucdcitos polimorfonucleares e ativador das respostas funcionais

de neutrofilos como a agregacdo e aderéncia de leucécitos ao endotélio venular,
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geracao de radicais livres de oxigénio e liberagdo de enzimas lisossOmicas
(ARNOULD et al., 2001).

As lipoxinas sdo geradas através de mecanismos de interacdo entre
diferentes tipos celulares (biossintese transcelular). A biossintese de mediadores
através de interagdes transcelulares e célula-célula é reconhecida como um
importante meio pelo qual o organismo consegue amplificar e gerar mediadores
derivados de lipideos, particularmente aqueles produzidos pelas lipoxigenases. O
acido araquidbénico e seus produtos de oxigenagado podem transferir-se de uma
célula a outra durante a interacao célula-célula sendo mais tarde transformados em
compostos biologicamente ativos “pro-" e “anti” inflamatérios (FIERRO et al., 2001).

As lipoxinas possuem varias agdes bioldgicas, sendo algumas proé-
inflamatdrias e outras antiinflamatérias. Causam vasodilatagdo em modelos in vivo e
in vitro (SERHAN, 1994). Em certos tecidos as lipoxinas podem estimular a formagéao
de prostaciclinas pelas células endoteliais, o que pode contribuir para a
vasodilatagdo. Estas agdes prostandide-dependentes podem ser inibidas por
inibidores da ciclooxigenase e indicam que as lipoxinas podem estimular a
biossintese de uma segunda série de mediadores (DAHLEN et al., 1991).

Atualmente avalia-se que as lipoxinas sa&o potentes reguladores dos
mediadores endogenos pro-inflamatoérios, incluindo lipidios (leucotrienos, PAF) e
citocinas (TNF-q, IL-6), resultando na inibicdo da inflamagéo leucécito-dependente
(SERHAN, 1997).

Analogos das lipoxinas representam ferramentas muito uteis para
avaliar o potencial da manipulagdo farmacoldgica do processo inflamatério com a
intencdo de se desenvolver terapias antiinflamatoérias novas e seletivas com

reduzidos efeitos colaterais indesejaveis.

Mecanismo de acdo antiinflamatodria dos antiinflamatérios nio-esteroidais (AINES)

O mecanismo antiinflamatério dos AINEs esta relacionado
principalmente a uma reducdo na sintese de prostaglandinas pela inibicdo da
enzima ciclooxigenase (prostaglandina-endoperdoxido sintase) que catalisa a
conversdao de acido araquidénico a PGH, a primeira reacdo requerida para a

biossintese de prostaglandinas e tromboxanos (INIGUEZ et al., 1999).
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Pelo menos duas isoformas da enzima sao expressas nos tecidos dos
mamiferos: ciclooxigenase-1 (COX-1) e ciclooxigenase-2 (COX-2). A isoforma COX-
1 é constitutivamente expressada na maioria dos tecidos dos mamiferos e esta
envolvida na regulacao de fungdes fisioldgicas normais, tais quais: a secrec¢ao acida
gastrica e o funcionamento dos rins (WILLIAMS et al., 1997).

A atividade da isoforma COX-2 pode ser aumentada por citocinas,
fatores de crescimento e promotores tumorais, o que sugere sua relevancia para o
processo inflamatério e o cancer (LEE et al., 1992; KUJUBU et al., 1992), levando a
hipotese que ela é a principal responsavel pela produgcdo de prostaglandinas na
inflamacao.

Varias drogas tém sido testadas com relagdo a suas seletividades para
COX-2, e esse interesse € baseado na nogcdo de que COX-1 predomina no
estdmago, produzindo prostaglandinas citoprotetoras da mucosa gastrica, enquanto
que a COX-2 é induzida na inflamacao, dando origem a dor e edema provenientes
do processo inflamatorio (KLEIN et al., 1994).

A injuria @ mucosa gastrointestinal desenvolve-se quando o efeito
deletério do acido gastrico sobrepuja as propriedades defensivas da mucosa. As
teorias com relagdo a injuria da mucosa gastroduodenal relacionada aos AINEs
envolvem multiplos mecanismos, com efeitos tanto locais como sistémicos (LANZA,
1993). Os efeitos sistémicos dessas drogas parecem ser 0s principais responsaveis
pelos danos teciduais e ocorrem principalmente pela inibicdo da sintese de
prostaglandinas enddgenas, levando a diminuigdo da produgcdo de muco, da
secrecdo de bicarbonato, do fluxo sanguineo na mucosa gastrica, da proliferacéo
epitelial e da resisténcia da mucosa a injuria. A diminui¢gdo na resisténcia da mucosa
permite a agdo deletéria de fatores enddgenos, incluindo acido, pepsina e sais
biliares, assim como fatores exdgenos como AINEs, etanol e outros agentes nocivos
(WHITTLE, 1977; WOLFE et al., 1988).

Os inibidores da COX-2 podem ser preferenciais (meloxicam,
nimesulide, etodalac e nabumetone) ou seletivos (celecoxib, rofecoxib). Tem sido
proposto que o termo seletivo deve ser usado para agentes que inibem a COX-2,
mas ndo tém efeito na COX-1, em todas as gamas de doses e concentragbes
utilizadas na pratica clinica (HAWKEY, 1999).

Apesar da evidéncia de que um inibidor seletivo para COX-2 é mais

seguro que um AINE nao seletivo, existem alguns questionamentos. Por exemplo, a
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COX-2, assim como a COX-1, tém sido detectadas no epitélio gastrointestinal
aparentemente normal, o que pode sugerir um efeito protetor da COX-2 na mucosa
gastrica (ZIMMERMANN et al., 1998). Da mesma forma, ha outras circunstancias em
que a COX-2 pode ser importante para a homeostase na saude ou doenca. Na
gastrite induzida por Helicobacter pylori, tem sido demonstrado o aumento na
expressao de COX-2 (Mc CARTHY et al., 1999). A expressao de COX-2 também é
aumentada na margem de ulceras em cicatrizag&o e a sua inibigdo tem demonstrado
retardar a cicatrizagdo das ulceras em modelos animais (MIZUNO et al., 1998).

A utilizagdo dessas novas drogas gera ainda riscos a componentes do
sistema cardiovascular e a fungao renal. A observagao de que a expressao de COX-
2 é aumentada por citocinas, fatores de crescimento, ésteres de forbol e
lipopolissacarideo em células endoteliais de cultura e em células da musculatura lisa
vascular sugerem que a COX-2 tem um importante papel no aumento da formagéao
de PGI2 que ocorre em sindromes clinicas de ativagao plaquetaria (FITZGERALD et
al., 1984). Os inibidores da COX-2 diminuem a excregao urinaria de metabdlitos da
PGI2 em sujeitos normais, indicando que a produgédo de PGI2 também é reduzida
(Mc ADAM et al.,, 1999; FITZGERALD et al., 1981). A PGI2 é parte de um
mecanismo de defesa homeostatico que limita as consequéncias da ativagao
plaquetaria in vivo. Portanto, existe um aumento do risco de trombose em pacientes
predisponentes que estejam tomando inibidores seletivos para COX-2. De fato,
trombose arterial foi relatada em quatro pacientes portadores de lUpus
anticoagulante apds a iniciagao de terapia com celecoxib (CROFFORD et al., 2000).

Com relacdo a fungdo renal, sabe-se que a formacdo de
prostaglandinas dependente da COX-2 é necessaria para o desenvolvimento renal
normal. Em camundongos, a auséncia de COX-2 resulta em displasia renal severa
caracterizada por uma interrupgcao poés-natal da maturagdo na zona nefrogénica
subcapsular e uma deterioragdo progressiva da fungdo renal com o aumento da
idade (DINCHUK et al., 1995).

A presenga de ambas isoformas da ciclooxigenase na vasculatura renal
(NANTEL et al., 1999) levanta a questao de qual é a fonte principal do aumento na
producao de prostaglandinas vasodilatadoras que séo criticas para a preservagao do
fluxo sanguineo renal na presenga da deplegao de volume. A inibigdo desta resposta
homeostatica da origem aos efeitos colaterais renais mais comuns associados a
terapia com AINEs nao-seletivos (PATRONO et al., 1987).
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Atualmente, além da procura de inibidores cada vez mais seletivos
para a COX-2, tentam-se alternativas para diminuir o risco de efeitos adversos
gastrointestinais, como, por exemplo, o uso concomitante de antagonistas do
receptor H2, inibidores da bomba de prétons, administragdo de prostaglandinas
exdgenas (misoprostol), sucralfato, AINEs contendo éxido nitrico e principalmente o
desenvolvimento de AINEs cada vez mais seguros (LANZA, 1998; CALDWELL et al.,
1987; EHSANULLAH et al., 1988; GRAHAM et al., 1993; WALLACE et al., 1994).

Fator de ativacio plaquetaria

O PAF é um fosfolipideo biologicamente ativo, inicialmente descrito
pelos seus efeitos como agregante plaquetario e como um produto liberado pelos
basofilos (BENVENISTE et al.,, 1972). Atualmente sabe-se que o PAF pode ser
produzido por muitas células inflamatodrias, incluindo leucdcitos, plaquetas,
macrofagos e células endoteliais. O PAF tem sido considerado um mediador de
processos inflamatérios agudos, respostas sistémicas ao choque e reagdes alérgicas
(KAMINSKI et al., 1990). O PAF tem mostrado diversas acgdes pro-inflamatorias,
entre elas a estimulagcdo da formacédo de eicosandides, produgao de superanion,

captacéao de calcio e ativagao da fosfolipase A2 (MYERS et al., 1995).

Citocinas e quimiocinas

Em contraste aos hormébnios, que tém sido mais comumente
associados ao “sistema enddcrino”, as citocinas tém sido classicamente associadas
ao “sistema imune”. De acordo com THOMSON (1991), a definicao de “citocinas”
seria a seguinte: “proteinas regulatorias secretadas por células sanguineas brancas
e uma variedade de outras células no corpo; as acdes pleotropicas das citocinas
incluem numerosos efeitos nas células do sistema imune e modulagao das respostas
inflamatorias”.

Sob qualquer definigdo, o termo “citocina” compreende as “monocinas”
(mediadores derivados dos mondcitos/macrofagos) e “linfocinas” (mediadores
derivados dos linfocitos) (TURNBULL et al., 1999).

As principais citocinas que medeiam a inflamacao sao a interleucina-1
(IL-1) e o fator de necrose tumoral — TNF (a e B). A IL-1 e o TNF compartilham
muitas propriedades bioldgicas (DINARELLO, 1996; BEUTLER, 1995).
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Durante o processo inflamatério, as citocinas atuam em inumeros
processos. Por exemplo, a sintese de proteinas de fase aguda € um mecanismo
protetor do organismo durante condigbes de sofrimento, inflamagédo e endotoxemia.
As proteinas de fase aguda geram um mecanismo de tamponamento que protege o
organismo das acdes deletérias dos mediadores pro-inflamatérios que séo
produzidos em larga escala durante doencas inflamatdrias agudas e crbnicas
(BAUMANN et al., 1994). A sintese e a liberagdo de proteinas de fase aguda de
classe 1 ¢ iniciada pelas citocinas pré-inflamatérias IL-1 e TNF-a via um mecanismo
que é mediado pela interleucina-6 (IL-6) (COUPADE et al., 2001).

Um papel importante para o TNF-a na inflamacgao foi estabelecido por
observagbes de que muitas reagbes inflamatdrias estdo prejudicadas em
camundongos deficientes de TNF ou de receptores para TNF (DOUNI et al., 1995) e
que, em humanos, inibidores de TNF sao antiinflamatérios eficazes (FELDMANN et
al., 2001).

No endotélio, o TNF induz a sintese de moléculas de aderéncia
endotelial e mediadores quimicos, produgao de enzimas associadas a remodelagao
da matriz e aumentos da trombogenicidade superficial do endotélio (POBER et al.,
1990).

As quimiocinas sao principalmente proteinas homologas de 8 a 10 KD
que sao subdivididas em quatro familias (C, CC, CXC e CX3C) baseadas na posi¢céo
relativa dos residuos de cisteina na proteina madura (VOLIN et al., 2001).

As quimiocinas sao secretadas em sitios de inflamacao e infeccéo por
células teciduais residentes, leucocitos residentes e recrutados e células endoteliais
ativadas por citocinas. O aumento dramatico na secrecdo de quimiocinas durante a
inflamagao resulta no recrutamento seletivo de leucdcitos para dentro do tecido
inflamado (LUSTER, 1998).

Os principais estimulos para a produgao de quimiocinas séo citocinas
pré-inflamatérias como a IL-1 e TNF-qa, produtos bacterianos (lipopolissacarideo) e
infeccao viral. (BAGGIOLINI et al., 1994). A capacidade de controlar precisamente o
movimento de células inflamatdérias sugere que as varias quimiocinas e seus
receptores podem gerar novos alvos para intervengdes terapéuticas (LUSTER,
1998).

Algumas quimiocinas, como a eotaxina e as proteinas quimioatratoras

de mondcitos, sao potentes quimioatratores de eosindfilos e fatores de liberagcédo de
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histamina, tornando-as particularmente importantes na inflamacgao alérgica. De fato,
estas quimiocinas podem ser os principais fatores de liberagcdo de histamina na

auséncia do antigeno e anticorpo IgE (LUSTER et al., 1997).

Oxido Nitrico

O NO é gerado via a oxidacdo da L-arginina pela enzima chamada
oxido nitrico sintase (NOS) (NATHAN, 1997).

Existem trés isoformas da NOS identificadas, duas s&o expressas
constitutivamente, sendo dependentes de calcio/calmodulina e classificadas como
endotelial (eNOS) e neuronal (nNOS) e uma é induzivel por citocinas e é
independente de calcio/calmodulina — INOS (MONCADA et al., 1995).

A liberagdo de NO pelas éxido nitrico sintases constitutivas ocorre em
quantidades pequenas e por um periodo curto de tempo e o NO nestas
circunstancias tem um importante papel no sistema cardiovascular onde ele controla
a distribuicdo do fluxo sanguineo no 6rgéo, inibe a agregacdo e adesdo das
plaquetas a parede vascular e inibe a adesio leucocitaria e a proliferacao celular no
musculo liso. Em contraste, a isoforma induzivel da NOS nédo esta continuamente
presente, mas sim expressa em uma grande variedade de células em resposta ao
estimulo inflamatorio como citocinas e lipopolissacarideo (SALVEMINI, 1997).

Existe uma ligagdo entre as vias da NOS e das ciclooxigenases, e o
NO pode aumentar a producdo de prostaglandinas. Esta propriedade do NO é
atribuido a sua capacidade de ativar as enzimas ciclooxigenases (SALVEMINI et al.,
1993).

A inibicdo da producdo de NO por inibidores seletivos da iINOS esta
associada com profunda inibicdo ndo somente da liberacido de NO, mas também de
prostaglandinas. Por exemplo, no modelo de inflamagdo aguda induzido pela
carragenina, a inibicdo do edema com L-NIL (N-iminoetil-L-lisina), um inibidor
seletivo da INOS, esta associada com uma inibicdo dose-dependente da liberagao
de NO e uma inibigédo clara de prostaglandinas pré-inflamatérias (SALVEMINI et al.,
1996).

O importante papel do NO na inflamagédo esta relacionado a varias
acgdes: relaxamento do musculo liso vascular (vasodilatagédo), redu¢ado da agregacéo
e aderéncia plaquetaria, reducdo do recrutamento de leucdcitos, acio citostatica e

citotéxica através de mecanismos mediados por radicais livres que sao protetores
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contra agentes infecciosos e células tumorais, mas que também podem ser lesivos
para o proprio organismo, contribuindo para o estabelecimento de doencgas
inflamatorias (RIBBONS et al., 1997).

Constituintes lisossémicos dos leucdcitos

Mondcitos e neutréfilos contém granulos lisossdmicos com varias
substancias que podem contribuir para a resposta inflamatéria, principalmente
proteases acidas e basicas (COLLINS, 2000).

Apds a adesédo ao endotélio vascular, os neutréfilos migram para o sitio
infectado onde eles liberam radicais livres de oxigénio e seus constituintes internos,
incluindo granulos de proteinas azurdfilos (BORREGAARD, 1997).

Recentemente foram descobertos muitos mecanismos potencialmente
patogénicos pelos quais proteinases e mieloperoxidases liberadas de granulos
neutrofilicos produzem efeitos deletérios nos tecidos e células em multiplos modelos
experimentais (KAO et al., 1988; JOHNSON et al., 1987). Estas proteases degradam
moléculas da matriz extracelular como a elastina, fibronectina, laminina, vitronectina,
e colageno tipo IV resultando na destruicdo tecidual tipica de alguns processos
inflamatadrios purulentos (RAO et al., 1991; BORREGAARD et al., 1997).

Outros substratos conhecidos de proteases incluem fatores de
transcricdo e citocinas (TNF-a, IL-1), além de estimularem a produgdo de
interleucina-8 e serem capazes de penetrar nas células e causar eventos toxicos
(YANG et al., 2001).

Radicais livres derivados de oxigénio

O estresse oxidativo agudo e crbénico ao endotélio vascular causa séria
disfungdo nas células endoteliais e desempenha um importante papel na
patofisiologia de varias doencgas inflamatérias. Dois aspectos da disfungao endotelial
podem ser particularmente importantes na determinagao da doenca inflamatéria: o
aumento da permeabilidade vascular e o0 aumento da adesdo endotelial para os
leucocitos, ambos fatores criticos para a formacdo do edema e extravasamento de
leucdcitos (LUM et al., 2001).

Espécies reativas de oxigénio funcionam como moléculas

sinalizadoras, estimulando atividades celulares que vao desde a secrecdo de
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citocinas e quimiocinas até a proliferagcao celular e, em altas concentragdes, elas
podem produzir injuria e morte celular por modificacdo oxidativa de proteinas e
carboidratos e peroxidacao de lipidios. Estas respostas diversas estao relacionadas
a varios fatores, tais como as espécies prevalecentes no local da inflamacao,
concentracdo dos oxidantes e a capacidade antioxidante local assim como as
células-alvo (LANDER, 1997).

Com a geragao de Oz, outros intermediarios mais reativos também sao

produzidos pela dismutagdo enzimatica ou espontanea do Oz (equagéo 1).

205 4 2H* = H0; + 03 (1)

Na presenca de metais de transicdo (Fe®*"), Oz reduz Fe®" a Fe?' pela
reacao de Haber-Weiss (equacédo 2). O ferro reduzido reage com H,O, via a reagao

de Fenton (equagéao 3) para gerar o radical hidroxila altamente reativo -OH

0; +Fe’™ — 0y + Fe*? )

H0; + Fet — Fed* + .OH+ OH™ (3)

Além disso, o Oz pode reagir com NO, para formar peroxinitrito, que se
decompde e forma uma potente espécie reativa de oxigénio associada ao radical
hidroxila (ROS -OH) e NO,- (BECKMAN et al., 1990).

Os radicais livres derivados de oxigénio, assim como outros
mediadores edematogénicos (trombina, histamina e TNF-a), causam no endotélio a
formagdo de “gap” intercelular, mudanga na forma celular e reorganizagdo dos
filamentos de actina e miosina (LUM et al., 1994).

Além dos efeitos ja descritos, o estresse oxidativo também estimula a
producao e liberagao do fator de ativagao plaquetaria nas células endoteliais (LEWIS
et al., 1988).
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Neuropeptideos

Entre os peptideos liberados por fibras C, as taquicininas, substancia P
e neurocinina A sdo moduladores conhecidos do processo inflamatério (BJORLING
et al., 1994).

A substancia P e seu receptor sdo largamente distribuidos e
implicados na regulagdo de uma grande variedade de vias inflamatérias, tais quais a
ativacao de células endoteliais vasculares, aumento da permeabilidade vascular,
extravasamento de plasma e expressado de moléculas de adesao (LU et al., 1997;
SABAN et al., 1997).

Produtos da degranulagdo dos mastécitos ativam fibras sensoriais C
para liberarem substancia P e, portanto, induzir inflamacao (BJORLING et al., 1994).
A esse respeito, experimentos recentes indicam que camundongos deficientes do
receptor para substancia P (NK-1R"'), nao desenvolvem uma resposta inflamatoria a
estimulagado pelo complexo antigeno-anticorpo. Estes resultados indicam um papel
importante da substdncia P e seu receptor na modulacdo dos efeitos da
degranulacao dos mastécitos (BOZIC et al., 1996).

A substancia P também induz a liberagcdo de outros mediadores, como

a bradicinina, que ativa o seu proprio receptor (SABAN et al., 1997).

1.3 Mecanismo de Agao Analgésica dos AINEs

Em diversos estudos a dor foi provocada por diferentes mediadores tais
como as aminas acetilcolina, serotonina (5-HT), histamina e peptideos como
angiotensina, substancia P e bradicinina (STEEN et al., 1996; KESSLER et al.,
1992).

A acdo excitatéria da bradicinina e da serotonina em nociceptores
cutaneos ja esta estabelecida e sabe-se que a serotonina pode aumentar a resposta
dos nociceptores a bradicinina (LANG et al., 1990).

Os efeitos algogénicos da bradicinina parecem depender em parte de
uma acao sensibilizante pela prostaglandina Ez que é liberada em muitos tecidos
em resposta a bradicinina. Essa teoria € suportada pelo efeito supressivo que os
inibidores da sintese de prostaglandinas causam na resposta dos nociceptores a
estimulagcao com bradicinina (MIZUMURA et al., 1987; RUEFF et al., 1993).
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Por outro lado, alguns autores relatam que a prostaglandina E» pode
modular a nocicepgao nao somente pela sensibilizagdo de nociceptores periféricos,
mas também por suas ac¢des ao nivel de sistema nervoso central (OKA et al., 1997).

A PGI2 tem sido descrita como agente hiperalgésico mais potente que
a PGE1 e PGE2, porém com atividade mais imediata e de menor duracédo que estas.

De acordo com SAUER et al. (1998), a atividade analgésica dos AINEs
deve-se ao bloqueio da sintese de prostaglandinas por inibigcdo da ciclooxigenase e
nao afeta diretamente o curso da hiperalgesia ou a dor causada pela agao direta das

prostaglandinas.

1.4 Mecanismo de Agao Antipirética dos AINEs

De acordo com CASTILLO et al. (1983), em esséncia a febre
representa um transtorno na termoregulagdo normal. Os mecanismos termostaticos
sdo regulados pelo hipotalamo anterior, o qual recebe informag¢des dos receptores
periféricos e centrais. Quando a temperatura ambiente ou interna aumenta ou
diminui, estes receptores enviam as informagbes a este termostato que ajusta
apropriadamente o impulso eferente que modifica a producdo ou perda de calor.
Pacientes com febre devida a infeccdo ou outros quadros inflamatérios estimulam a
producao e liberacdo de pirdgenos endogenos (p.ex., Interleucinas, TNF-a) que
aumentam o limiar critico do hipotalamo e a temperatura corporal se mantém agora
ao nivel desse ponto mais elevado.

De acordo com KLUGER (1991), a febre esta em geral associada a
muitas condi¢coes fisiopatoldégicas mediadas por prostaglandinas e citocinas
produzidas de maneira endogena tais quais a interleucina-1p, IL-6 e TNF-a.

Segundo ROTH et al. (2001), durante a febre induzida por
lipopolissacarideo (LPS), ha o aparecimento de varias citocinas na corrente
sanguinea. Estas citocinas, quando administradas perifericamente, produzem febre
de padrao similar ao observado para o LPS, o que refor¢a a hipotese de que esses
mediadores endoégenos podem agir como sinais humorais para o cérebro para
induzir febre em resposta a estimulos inflamatérios ou infecciosos.

Foi constatado que as prostaglandinas da série E tém importante

participacdo na agédo dos pirogénicos no SNC. A PGE2 atua na area pré-optica do
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hipotalamo anterior e, portanto, age como modulador na regulagado da temperatura.
Injecéo central de prostaglandinas produz febre (ZEISBERGER, 1999).

A ativagdo da fosfolipase A2 e o aumento da secrecao de TNF-a
poderiam levar a geracédo de prostaglandinas especificas que participam tanto nas
reacgdes inflamatérias quanto nas febris. A agdo de drogas antiinflamatérias sobre a
febre seria através da inibicdo da sintese de prostaglandinas e a consequente
supressao do estado febril (HOECK et al., 1993).
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2 RELEVANCIA DO TRABALHO

Tendo em vista a larga utilizagdo dos compostos de origem liquénica, o
grupo de liquenologia da UFPE vem realizando estudos da atividade biolégica deste
grupo taxondmico ha quase duas décadas. Durante este periodo, tem sido
demonstrada a capacidade da micota liquenizada do nordeste frente a distintos
modelos experimentais in vivo e in vitro, cujos resultados foram considerados
satisfatérios nestes estudos multidisciplinares. Sdo relatadas acdes antineoplasica,
analgésica, antiinflamatéria e antimicrobiana (PEREIRA, 1998).

Com base nestes dados relevantes, este estudo analisou o potencial
farmacolégico dos compostos de Cladonia verticillaris, encontrada sobre solos
arenosos de tabuleiros do municipio de Mamanguape - PB, particularmente no que
se refere as suas atividades antiinflamatéria, antipirética e antinociceptiva.

Pretende-se, dessa forma, contribuir para a descoberta e utilizagdo de
novos farmacos derivados de produtos naturais, com maior eficacia e que
apresentem menor toxicidade e efeitos colaterais, colaborando assim para o

aumento do arsenal terapéutico.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

- Investigar a atividade antiinflamatoria, antinociceptiva e antipirética do
liquen Cladonia verticillaris coletado em solos arenosos de tabuleiros do municipio

de Mamanguape — PB.

3.2 Especificos

- Avaliar o efeito do extrato acetdnico obtido de C. verticillaris, em
modelos experimentais de inflamagdo aguda (edema de pata induzido por
carragenina e dextrana), inflamagao crénica (artrite induzida por formaldeido),
inflamacao subcronica (lesdo granulomatosa induzida por “pellets” de algodao), febre
induzida por lipopolissacarideo e algesia (teste da placa quente e teste de “writhing”)
em ratos e camundongos.

- Avaliar o efeito do acido fumarprotocetrarico isolado e purificado da
espécie em estudo em modelos experimentais de inflamacao aguda (edema de pata
induzido por zimosan), febre induzida por lipopolissacarideo e algesia (teste de
“writhing”).

- Verificar o potencial ulcerogénico do extrato aceténico administrado

de forma aguda, subcrénica e crénica.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Coleta e Identificagao do Liquen

A espécie Cladonia verticillaris (Raddi Fr.), pertencente a familia
Cladoniaceae e ocorrente sobre solos arenosos (cerrado) do municipio de
Mamanguape (Paraiba, Brasil) foi utilizada no presente estudo (Figura 6).

As amostras liquénicas foram identificadas segundo suas
caracteristicas morfolégicas e quimicas de acordo com a metodologia descrita por
AHTI et al. (1993) e CULBERSON (1972) e mantidas em caixas de papel a
temperatura ambiente (28 + 3°C) até a realizagdo dos testes quimicos e

farmacoldgicos.

FIGURA 6 - Cladonia verticillaris. Vista do tufo liquénico (A) e do talo

particularizado (B).
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4. 2 Preparagao do Extrato Acetdnico

O extrato acetdnico foi obtido a partir de 20g do talo liquénico seco a
temperatura ambiente (28 + 3°C) macerados em almofariz e submetidos a um
extrator soxhlet por 48 horas. Apos evaporacdo do solvente, o residuo obtido foi

mantido em dessecador até a obtencado de peso constante.

4.3 Isolamento e Purificagdo do Acido Fumarprotocetrarico

A extracdo do acido fumarprotocetrarico da espécie Cladonia
verticillaris seguiu a metodologia descrita por ASAHINA & SHIBATA (1954),
modificada por PEREIRA (1998).

Amostras de 20 g do talo liquénico seco foram triturados em almofariz,
adicionados 150 mL de éter etilico, levados ao agitador mecanico por uma hora a
temperatura ambiente (28 + 3°C). Esse material foi mantido em repouso em
geladeira por 48 horas e filtrado, separando o residuo do extrato etéreo. Apos
completa evaporacdo do éter etilico, foram adicionados ao residuo 150 mL de
acetona, permanecendo em repouso em geladeira por 72 horas. Apos este periodo
o material foi novamente filtrado e o extrato aceténico obtido foi concentrado, em
rotavapor, a metade de seu volume e mantido novamente em repouso até o
aparecimento de um precipitado branco. Este foi filtrado usando um funil G4 e
dissolvido em acetona a 50 °C. O processo foi repetido por duas vezes, evaporado o

solvente e levado ao dessecador até a obtengdo de peso constante.

4.4 Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

O extrato acetbnico bruto e o acido fumarprotocetrarico isolado de
Cladonia verticillaris foram analisados por CCD utilizando-se placas de 20X20 cm de
silica gel 60 Fs4+366 MERCK com 0,25 mm de espessura seguindo a metodologia de
CULBERSON (1972). Foram utilizados dois sistemas de solventes: A
(tolueno/dioxano/acido acético, 180:45:5 v/v) e B (hexano/ éter dietilico/ acido
férmico, 130:80:20 v/v).

Os padrdes utilizados para identificar as substancias liquénicas foram:
acidos fumarprotocetrarico (FUM), protocetrarico (PRO) e atranorina (ATR). A
selecao dos padrbes baseou-se na literatura sobre o estudo quimico da espécie
(PEREIRA, 1989; LEGAZ et al., 1986; AHTI et al., 1993). As cromatoplacas foram
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reveladas sob luz ultravioleta (254 nm e 366 nm), pulverizadas com acido sulfurico a
10% e aquecidas a 100 °C durante uma hora, para coloragdo das bandas. As
substancias foram identificadas pela comparacao de seus valores de Rf com os dos

padrdes utilizados.

4.5 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

O extrato aceténico (1mg/ml) e o acido fumarprotocetrarico purificado
(1 mg/ml) foram analisados utilizando-se cromatografo liquido HITACHI, acoplado a
detector UV a 254 nm. Foram utilizadas como condi¢des de analise: coluna de fase
reversa C18, fase modvel em sistema isocratico (metanol:dgua:acido acético,
80:19,5:0,5 v/v), atenuagao 0,04, volume de injecdo 20 pl, conforme metodologia de
LEGAZ & VICENTE (1983).

4.6 Ensaios Farmacolégicos

4.6.1 Animais experimentais

Foram utilizados ratos Wistar machos (200-300g) e camundongos
albinos suicos de ambos os sexos (25-30g). Os animais foram criados em condi¢des
ambientais padrbes (25 £ 2°C em um ciclo claro/escuro de 12 horas) e alimentados

com agua e racgao ad libitum (Labina — Purina Nutrimentos LTDA).

4.6.2 Solugoes e drogas utilizadas

- Solugéo salina (NaCl 0,9%).

- Acido acético (MERCK).

- Indometacina (SIGMA).

- Carragenina tipo IV (lambda) (SIGMA).
- Maleato de dexclorfeniramina (SCHERING-PLOUGH).
- Lipopolissacarideo (SIGMA).

- Paracetamol (JANSSEN-CILAG).

- Morfina (Cristalia).

- Zimosan (SIGMA).

- Dextran (SIGMA).

- Fenilbutazona (SIGMA).
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- Eter sulfarico (Reagen).

- Formaldeido (Reagen).
Para realizacdo dos ensaios farmacolégicos, o extrato acetdnico, o
acido fumarprotocetrarico e as drogas foram dissolvidos em salina com 2% de

Tween 80 (veiculo).

4.6.3 Determinacgao da toxicidade aguda

O extrato foi administrado através de gavagem (0,5 — 2g) em quatro
grupos (10 animais/grupo) de camundongos albinos (25 — 30g) de ambos os sexos
privados de ragdo durante 12 horas e permanecendo com agua ad libitum. O
percentual de mortalidade foi observado durante 48 horas e a toxicidade calculada
de acordo com o método de MILLER & TAINTER (1944).

4.6.4 Atividade antinociceptiva

4.6.4.1 Teste de “writhing” (KOSTER et al., 1959).

Seis grupos (6 animais/grupo) de camundongos machos (25-309)
selecionados aleatoriamente foram tratados com o extrato aceténico (100 ou 200
mg/kg; v.0.), acido fumarprotocetrarico (200 ou 400 mg/kg; v.0.), fenilbutazona (100
mg/kg; v.0.) ou veiculo (5 mL/kg; v.0.). Trinta minutos ap6és a administragdo dos
compostos, as contorgdes abdominais foram induzidas pela injecao intraperitoneal
de acido acético 0,6 % (10 mL/kg). Os animais foram colocados em gaiolas
espacosas e 3 minutos apos a inje¢ao do acido foi iniciada a contagem de “writhings”
exibida por cada animal durante um periodo de 10 minutos. Um “writhing” é
caracterizado como uma sequéncia de arqueamento dorsal, rotagdo pélvica e
extensao dos membros posteriores.

A média de contragdes abdominais para cada grupo foi determinada e
a porcentagem de inibicdo da dor foi calculada de acordo com a férmula abaixo:

Percentagem de inibigao = 1- Vt/Vc X 100 onde Vt e Vc correspondem
a meédia de “writhings” registrados nos grupos tratados com as drogas e veiculo,

respectivamente.
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4.6.5 Inflamagao aguda

4.6.5.1 Edema de pata induzido por carragenina (WINTER et al., 1962)

Para este teste foram utilizados trés grupos (5 animais/grupo) de ratos
Wistar machos (200-3009), privados de racédo durante 12 horas, permanecendo com
agua ad libitum. Os animais foram tratados de acordo com seus grupos com extrato
(200 mg/kg; v.0.), veiculo (salina 0,9% e Tween 80, 5 mL/kg; v.0.) ou indometacina
(10 mg/kg; v.0.). Uma hora apdés a administragcdo dos compostos, a indugao do
edema foi procedida através de injecdo subplantar de 0,1 mL de carragenina tipo IV
(1% w/v em salina) na pata traseira direita de cada animal. O volume da pata
injetada foi medido pletismograficamente (pletismémetro Ugo Basile) antes e 30, 60,
120 e 180 minutos apds a injecao do agente edematogénico (Figura 7). O volume
das patas foi expressa em mililitros e a variagao pela diferenga registrada no volume
das patas antes e apds a injegdo de carragenina em cada intervalo de tempo ja
citado. A atividade antiedematogénica do extrato e da indometacina (droga padrao)
foi calculada, de acordo com a féormula abaixo, em termos de porcentagem de
inibicao:

Percentagem de inibicao = 1- Vt/Vc X 100, onde Vt e Vc correspondem
a média das diferencas resultantes das medidas das patas nos grupos tratados e

controle, respectivamente.
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FIGURA 7 - Edema de pata induzido por carragenina. (A) Injecdo subplantar de
carragenina na pata; (B) Coluna de agua do pletismometro; (C) Imersdo da pata na
coluna de agua; (D) Medi¢ao do volume de agua deslocado (mL).

4.6.5.2 Edema de pata induzido por dextrana

Trés grupos (5 animais/grupo) de ratos Wistar machos (200-300g)
selecionados ao acaso foram tratados de acordo com seus grupos com extrato (200
mg/kg; v.0.), maleato de dexclorfeniramina (10 mg/kg; v.0.) ou veiculo (5 mL/kg;
v.0.). O procedimento para realizagdo deste ensaio foi o0 mesmo descrito
anteriormente. No entanto, o agente edematogénico utilizado foi a dextrana
(PM=77.000) diluida em solugéao salina (10 mg/mL). Uma hora ap6s a administragcéo
dos compostos, foi injetado 0,1 mL da solugado de dextrana na pata traseira direita
dos animais e a porcentagem de inibicdo do edema foi calculada conforme ja

descrito anteriormente.
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4.6.5.3 Edema de pata induzido por zimosan (GADO & GIGLER, 1991)

Quatro grupos (5 animais/grupo) de ratos Wistar machos (200-3009)
selecionados aleatoriamente foram tratados de acordo com seus grupos com acido
fumarprotocetrarico (25 ou 50 mg/kg; i.p.), indometacina (10 mg/kg; v.0.) ou veiculo
(5 mL/kg; v.o0.). O procedimento para inducdo do edema foi semelhante aquele
empregado nos dois métodos anteriores, a excegao do agente edematogénico que,

neste caso, foi o zimosan (0,1 mL) diluido em salina (1mg/mL).

4.6.6 Inflamagao subcronica — lesdo granulomatosa induzida por “pellets” de
algodao (WINTER & POTER, 1957)

Trés grupos (6 animais/grupo) de ratos Wistar machos (200-300g)
foram tratados de acordo com os seus grupos com o extrato (200 mg/kg; v.0.),
fenilbutazona (100 mg/kg; v.0.) ou veiculo (5 mL/kg; v.0.). Os animais foram
selecionados ao acaso e anestesiados com éter sulfurico. Dois “pellets” de algodéo
(50 £ 1 mq) esterilizados foram assepticamente implantados na regido subcutanea
de cada lado da linha mediana dorsal do animal, préximo as axilas. Os compostos
foram administrados diariamente em dose Unica, durante sete dias. No oitavo dia, os
ratos foram sacrificados por deslocamento cervical e os “pellets” granulomatosos
foram dissecados e secos em estufa a 70 °C até a obtencido de peso constante. O
peso dos “pellets” de algodao antes da implantagao foi subtraido de seu peso apos a
dissecacado e secura. A média do peso dos “pellets” secos foi determinada para
todos os grupos e a porcentagem de inibigdo do granuloma em relagdo ao grupo

controle foi calculada.

4.6.7 Inflamacgao crénica — artrite induzida por formaldeido (SELYE, 1949)

Trés grupos (6 animais/grupo) de ratos Wistar machos selecionados
aleatoriamente (200-300g) foram tratados com extrato (200 mg/kg; v.o0.),
indometacina (1,5 mg/kg; v.o.) ou veiculo (5 mL/kg; v.0.). A artrite foi induzida pela
injecao subplantar de 100 uL de formaldeido (2% v/v) na pata traseira esquerda dos
ratos no 1° e 3° dias do experimento. O volume da pata foi medido por
pletismémetro antes da injegcdo e durante 10 dias consecutivos ao tratamento com

as drogas testadas. Durante este intervalo de tempo, os compostos foram
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administrados diariamente em dose unica. O aumento médio do volume das patas
de cada grupo foi determinado a cada dia e calculada a porcentagem de inibicao

comparando-se os grupos tratados com o controle.

Com o objetivo de verificar o potencial ulcerogénico do extrato
acetbnico, administrado de forma aguda, subcrénica ou cronica, foram verificados os
estbmagos dos animais utilizados nos ensaios relativos ao edema de pata induzido
por carragenina, lesdo granulomatosa induzida por “pellets” de algodéo e artrite
induzida por formaldeido. Os animais foram sacrificados por deslocamento cervical,
seus estbmagos removidos e seccionados ao longo da curvatura maior para

observacgéo detalhada com o auxilio de lupas.

4.6.8 Outros testes relevantes para drogas antiinflamatérias

4.6.8.1 Teste da placa quente (EDDY & LEIMBACH, 1959).

Foram selecionados trés grupos (6 animais/grupo) de camundongos
machos (25-30g), que ja haviam sido expostos previamente (vinte e quatro horas) a
placa e exibido respostas caracteristicas ao estimulo. Estes animais foram tratados,
de acordo com seus grupos, com extrato (200 mg/kg; v.o.), morfina (10 mg/kg; i.p.)
ou veiculo (5 mL/kg; v.0.). Trinta minutos apds a administragdo da morfina e 60
minutos apos a administragcdo do extrato e veiculo, cada animal foi exposto a uma
placa metdlica aquecida a uma temperatura constante (55 £ 1 °C) e foram
registrados os segundos decorridos até que o animal exibisse uma resposta
caracteristica ao estimulo térmico. A resposta caracteristica ao estimulo térmico
consiste em lamber as patas anteriores e/ou saltar sobre a placa (“sapatear”). A
laténcia em segundos para o surgimento da resposta foi utilizada como medida do
efeito anti-nociceptivo do tratamento aplicado. A média do tempo de laténcia em

segundos dos grupos tratados foram comparados aquela do grupo controle.

4.6.8.2 Atividade antipirética em ratos (PEROTTI et al., 1999)

Foram selecionados cinco grupos (7 animais/grupo) de ratos Wistar
machos, que ja haviam sido expostos previamente (vinte e quatro horas) a situagao

experimental para que se habituassem com o procedimento de medicdo de
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temperatura. Estes animais foram tratados, de acordo com seus grupos, com extrato
(200 mg/kg; v.0.), acido fumarprotocetrarico (25 ou 50 mg/kg; i.p.), paracetamol (250
mg/kg; v.0.) ou veiculo (5 mL/kg; v.0.). Sessenta minutos apos a administragdo dos
compostos, a febre foi induzida pela injegdo de lipopolissacarideo (100 pg/kg; i.p.)
dissolvido em solugao salina 0,9% livre de pirégenos. A temperatura corporal de
cada animal foi medida através da introducado retal de cerca de 3-4 cm de um
termOmetro digital (Becton Dickson, Brasil) durante um minuto. O procedimento foi
realizado calmamente para nao induzir aumento de temperatura pelo stress. As
variagbes da temperatura retal dos animais de cada grupo foram registradas antes e
30, 60 e 120 minutos apds a injegao do lipopolissacarideo e comparadas com o

grupo controle.

4.7 Testes Estatisticos

Os resultados obtidos nos testes foram expressos em média £ SD
(desvio-padrao), onde n representa o numero de experimentos. Foram considerados
estatisticamente diferentes os resultados que apresentaram probabilidade de
ocorréncia da hipotese de nulidade menor que 5% (p<0,05) ou 1% (p<0,01). Foi
utilizada a analise de variancia ANOVA e os niveis de significancia estatistica

(p<0,01 e p<0,05) foram calculados através do teste de Tukey.



48

5 RESULTADOS

5.1 Identificacao e Quantificagcdo dos Componentes do Extrato Acetonico

Nos cromatogramas desenvolvidos com os sistemas de solventes A e
B, foi constatado que o sistema B apresentou melhor resolugcédo para separagao dos
constituintes fendlicos de C. verticillaris (Figura 8).

A CCD mostrou a presenca de: acidos fumarprotocetrarico e
protocetrarico, atranorina e de diferentes bandas que podem corresponder a outras

substancias mencionadas por VICENTE et al. (1987).
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FIGURA 8 — CCD do extrato aceténico obtido de Cladonia
verticillaris. 1. Extrato aceténico; 2. Acido fumarprotocetrarico
isolado; 3. Padrdo de atranorina (ATR); 4. Padrdo do acido
fumarprotocetrarico (FUM); 5. Padrdo do acido protocetrarico
(PRO).

Através da CLAE também foi possivel a identificacdo e quantificacdo

dos trés principais compostos referidos para Cladonia verticillaris: acidos
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fumarprotocetrarico (TR=5.522) e protocetrarico (TR=4.99), além da atranorina
(TR=25.525) (Figura 9). As concentracbes das substancias estdo indicadas na
Tabela 1.
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FIGURA 9 — CLAE do extrato acetonico de Cladonia verticillaris.
1. Acido fumarprotocetrarico; 2. Acido protocetrarico; 3. Extrato
acetonico.

TABELA 1 — Concentragdo de substancias no extrato aceténico obtido de Cladonia
verticillaris.

Substancias (TR)* mg de substancia/mg do % substancia no exrato
extrato
Acido fumarprotocetrarico
(5.522) 0,922 92,21
Acido protocetrarico (4.99) 0,039 3,96
Atranorina (25.525) 0,006 0,62

* TR = tempo de reteng@o.
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5.2 Toxicidade Aguda

Os animais tratados com extrato (1g/kg; v.0.) ndo apresentaram
nenhum indicio de toxicidade, bem como nao houve registro de morte. No grupo
tratado com a dose de 2g/kg; v.o., o percentual de mortalidade foi 10% relativo a

morte de 1 animal (fémea) uma hora e 45 minutos apds a administragcao do extrato.

5.3 Teste de “Writhing”

O extrato acetébnico (100 ou 200 mg/kg; v.0.) e o acido
fumarprotocetrarico (400 mg/kg; v.o.) inibiram as contra¢cdes abdominais induzidas

por acido acético com p<0,05 e p<0,01, respectivamente (Tabela 2).

TABELA 2 - Efeito do extrato acetdnico de Cladonia verticillaris, do acido
fumarprotocetrarico e da fenilbutazona nas contor¢oes abdominais induzidas por
acido acético em seis camundongos por grupo.

Contorgoes o
Grupo Dose (mg/kg; v.0.) abdominais (n°) Inibigdo (%)
Controle (veiculo) o 14+ 1,51 o
EA 100 811,72 % 42,14
EA 200 5,8+0,75 * 58,57
FUM 200 9,88 £0,91 29,42
FUM 400 5,6 £2,65 ** 60
Fenilbutazona 100 5,08 £2,65 ** 63,71

EA = extrato acetonico
FUM = 4cido fumarprotocetrarico

Todos os resultados sdo expressos em média+SD.
*p <0,05 (ANOVA seguida do teste de Tukey).
** p <0,01 (ANOVA seguida do teste de Tukey).
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5.4 Edema de Pata Induzido por Carragenina

A injecao subplantar de carragenina causou edema de pata atingindo
um pico maximo em trés horas. O extrato acetdnico (200 mg/kg; v.0.) exibiu uma
inibicdo (p<0,05) do edema aos 30 (20,18%) e 180 (28,85%) minutos, quando

comparado ao grupo controle (Figura 10).
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FIGURA 10 - Efeito do extrato acetdnico (200 mg/kg; v.0.) e da indometacina
(10 mg/kg; v.0.) no edema agudo de pata induzido pela injecao subplantar de
0,1 mL de carragenina tipo IV (5 animais/grupo).
* = p<0,05 (ANOVA seguida do teste de Tukey).

5.6 Edema de Pata Induzido por Dextrana

De forma semelhante ao observado com o maleato de
dexclorfeniramina (10 mg/kg; v.0.), o extrato aceténico (200 mg/kg; v.0.) mostrou
inibicdo (p<0,05) do edema causado por dextrana aos 60 (38,27%), 120 (42,12%) e

180 (50,95%) minutos, quando comparado ao grupo controle (Figura 11).
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FIGURA 11 - Efeito do extrato aceténico (200 mg/kg; v.0.) e do maleato de
dexclorfeniramina (10 mg/kg; v.0.) no edema agudo de pata induzido pela
injecéo subplantar de 0,1 ml de dextran. (5 animais/grupo).

* = p<0,05 (ANOVA seguida do teste de Tukey).

5.6 Edema de pata induzido por zimosan

O acido fumarprotocetrarico (25 ou 50 mg/kg; i.p.) e a indometacina (10
mg/kg; v.0.) inibiram (p<0,01) a evolugdo do edema causado por zimosan em todos
os tempos registrados no experimento (Figura 12).
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FIGURA 12 - Efeito do acido fumarprotocetrarico (25 ou 50 mg/kg; i.p.) no
edema agudo de pata induzido pela injegao subplantar de 0,1 ml de zimosan.
(5 animais/grupo).

* = p<0,01 (ANOVA seguida do teste de Tukey).

5.7 Inflamagao Subcrénica — lesao granulomatosa induzida por “pellets” de
algodao

O extrato acetdnico (200 mg/kg; v.0.) ndo mostrou efeito significativo

sobre a formagao de tecido granulomatoso induzido por “pellet” de algod&o, quando

comparado com o grupo controle. A fenilbutazona (100 mg/kg; v.0.), por sua vez,

inibiu significativamente (p<0,05) a formacédo do granuloma quando comparada ao

grupo controle Tabela Figura.
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TABELA 3 - Comparagao dos pesos dos granulomas dos grupos tratados com
extrato acetdnico de Cladonia verticillaris e indometacina em seis ratos por grupo.

Peso do L
Grupo Dose (mg/kg; v.0.) Granuloma (mg) Inibigdo (o)
Controle (veiculo) o 73,4+ 6,53 o
EA 200 71,19 £ 8,72 3,0
Fenilbutazona 100 52,11 £6,63 * 29,0

EA = extrato acetdnico

Todos os resultados sdo expressos em média+SD.
*p <0,05 (ANOVA seguida do teste de Tukey).

5.8 Inflamagao Cronica — artrite induzida por formaldeido

As médias dos volumes das patas (ml) foram significativamente
(p<0,05) menores do 2° ao 10° dia do experimento no grupo tratado com extrato
(200 mg/kg; v.0.) quando comparadas com o controle. No grupo tratado com
indometacina (1,5 mg/kg; v.0.) a redugéo (p<0,05) do edema, comparada com o

controle, ocorreu do 3° ao 10° dia (Tabela 4).
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TABELA 4 — Efeito do extrato aceténico e da indometacina de Cladonia verticillaris

na artrite induzida por formaldeido em seis ratos por grupo.

Dose Volume da pata em ml ap6s tratamento com as drogas

Grupo | (M&KE ["dia [ dia | dia | dia | dia | dia | dia | dia | dia | dia
v.0.) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Controlc 0,68 0,673 | 0,79 | 0,598 | 0,58 | 0,526 | 0,553 | 0,663 | 0,746 | 0,585
icul . + + + + + + + + + +
(veiculo) 0,196 | 0,151 0,173 | 0,128 | 0,152 | 0,148 | 0,137 | 0,130 | 0,132 | 0,128
0565 | 045304101 020 10,180 (0,176 0,170 | 0,246 | 0,290 | 0,256

Extrato 00 |+ + + + + + + + + +
acetonico = 10,084 0,088 | 0,06 | 0,067 | 0,072 | 0,090 | 0,054 | 0,048 | 0,039
0,072 | 7, * s s s * * * *
0,646 | 0,628 0,166 o,3+13 o,2+95 o,1+91 o,2+56 o,3+78 0,123 0,143
Indometacina | 1,5 o E 10151 (0,069 | 0.076 | 0,066 | 0,062 | 0,052 | 0,060 | 0,073
0’110 0’094 ,* ’* ’* ’* ’* ’* ’* ,*

Todos os resultados sdo expressos em média=SD. * p < 0,05 (ANOVA seguida do teste de Tukey).

5.9 Potencial Ulcerogénico do Extrato Acetoénico

Os estbmagos dos animais tratados com extrato e utilizados nos

ensaios de edema de pata induzido por carragenina, inflamagado subcrénica e

cronica, ndo revelaram indicios de lesdo gastrica.

5.10 Teste da Placa Quente

O extrato (200 mg/kg; v.0.) ndo mostrou atividade contra a dor induzida

por estimulo térmico nos camundongos, ao contrario da morfina (10 mg/kg; i.p.) que

aumentou significativamente o tempo de resposta a esse estimulo.
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5.11 Atividade Antipirética em Ratos

A injecado intraperitoneal de LPS induziu uma resposta febril que
persistiu por duas horas. O extrato (200 mg/kg; v.0.) e o acido fumarprotocetrarico
(25 ou 50 mg/kg; i.p.) inibiram o aumento de temperatura (p<0,05) aos 30 e 60
minutos, quando comparados ao grupo controle. O grupo tratado com paracetamol

(250 mg/kg; v.0.) apresentou resultados semelhantes ao extrato (Tabela 5).

TABELA 5 - Efeito do extrato acetbnico de Cladonia verticillaris, do acido
fumarprotocetrarico e do paracetamol na febre induzida por lipopolissacarideo em
sete ratos por grupo.

Dose VARIACAO DA TEMPERATURA RETAL EM °C
Grupo . -
P (mg/ke) APOS A INJECAO DE LPS (MIN)
30 60 120
Controle . 0,72+0,19 0,82+ 0,277 0,52 £0,216
(veiculo)
Extrato 200° 0,195 +£0,24 * 0,38+ 0,178 * 0,60 £0,298
acetonico
25° 0,40 £0,158 * 0,50+ 0,122 * 0,52 £ 0,083
FUM
50 0,20 £ 0,158 * 0,36 £ 0,151 * 0,32 £0,216
FUM
250° 0,12 £0,083 * 0,26 £0,134 * 0,55+£0,383 *
Paracetamol

FUM = 4cido fumarprotocetrarico.

Todos os resultados sdo expressos em média+SD. * p < 0,05 (ANOVA seguida do teste de
Tukey).

* administragdo oral; b administracao intraperitoneal.
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6 DISCUSSAO

Os compostos liquénicos localizam-se tanto no cortex quanto na
medula e sédo extraidos por diferentes solventes organicos. A acetona é um dos
solventes que possui alto poder extrator, por ter a capacidade de extrair estes
compostos no coértex e na medula (ASAHINA & SHIBATA, 1954; HALE, 1983).

A CCD do extrato acetonico de Cladonia verticillaris mostrou a
presenca dos acidos fumarprotocetrarico, protocetrarico e atranorina além de outras
bandas que podem corresponder a substancias mencionadas por VICENTE et al.
(1987). Por outro lado, sabe-se que na biossintese do acido fumarprotocetrarico, ha
producdo de compostos intermediarios, como o acido hipoprotocetrarico e seu
aldeido, que podem corresponder a algumas das bandas n&o identificadas,
conforme mencionam PEREIRA et al. (1999).

A CLAE do extrato acetbnico comprovou a presenca e quantificou os
acidos fumarprotocetrarico e protocetrarico, compostos majoritarios de Cladonia
verticillaris, além da atranorina. A CLAE mostrou que o acido fumarprotocetrarico
encontra-se em maior concentragao (92,21%) em relagdo aos demais compostos.

Na triagem farmacologica de compostos bioativos, o estudo da
toxicidade aguda possibilita, além da determinagéo da DLsp, a avaliagao do(s) seu(s)
efeito(s) sobre fungbes organicas importantes, tais como: locomogéo,
comportamento, sistema respiratorio, dentre outros.

Os resultados do teste de toxicidade demonstraram que o extrato
acetonico de Cladonia verticillaris apresenta baixa ordem de toxicidade,
proporcionando uma boa margem de seguranga para o uso em doses terapéuticas.
Essa baixa toxicidade era esperada, visto que o extrato acetbnico de Cladonia
verticillaris contém, como constituintes principais, acido fumarprotocetrarico e
atranorina, que de acordo com MAIA et al. (2002) s&do também considerados de
baixa ordem de toxicidade. Vale salientar que os extratos etéreo e cloroférmico de
Cladonia verticillaris também ndo sdo considerados potencialmente téxicos, visto
serem bons extratores de atranorina, conforme SANTOS et al. (1996), que néao
encontraram registro de morte com o extrato cloroformico de Cladonia verticillaris até
a dose de 2g/kg (i.p.). Por outro lado, esses autores encontraram valor de DLsg de
668 mg/kg (i.p.) para o extrato acetbnico e de 106,3 mg/kg (i.p.) para o acido

fumarprotocetrarico isolado da referida espécie.
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Varios agentes quimicos (aloxano, bradicinina, salina hipertdnica, 2-
fenil-1,4-benzoquinona) tém sido aplicados intraperitonealmente para inducgao
experimental de algesia (SILVA, 2001).

O teste de analgesia periférica ou teste de ‘writhing’ € um teste quimico
que simula a dor inflamatéria local (VALENCIA et al., 1994). Os AINEs agem como
drogas analgésicas principalmente de maneira periférica, isto €, no local de
producao da dor ou préximo a ele, através da interferéncia no metabolismo do acido
araquiddnico, mais especificamente inibindo a enzima ciclooxigenase (VANE, 1974).

A acao antinociceptiva do tipo periférica foi analisada utilizando-se o
extrato acetbnico e o acido fumarprotocetrarico isolado. Ambos compostos
demonstraram ac&o analgésica. No entanto, o extrato acetbnico ja demonstrou
atividade antinociceptiva com a dose de 100 mg/kg; v.o., ao contrario do FUM que s6
demonstrou atividade antinociceptiva significativa com a dose de 400 mg/kg; v.o.
Essas alteracbes podem estar relacionadas a fatores farmacocinéticos que
envolvem mecanismos fisioldgicos de absorcdo, distribuicdo e eliminacdo dos
compostos estudados; podem também ser devidas a presencga de outros principios
ativos no extrato bruto que podem estar atuando de forma sinérgica para
desencadear a agao analgésica, ja que os cromatogramas desenvolvidos neste
trabalho mostraram a presenga de outras substancias, como por exemplo, a
atranorina ja referida como potente agente analgésico (SILVA, 1998).

Os resultados deste teste sugerem que parte dos efeitos
antinociceptivos do extrato e do acido fumarprotocetrarico poderia ser devido a suas
propriedades antiinflamatérias. Por outro lado, ndo se pode descartar a possibilidade
de que os compostos estudados apresentem efeitos espasmoliticos, o que seria
responsavel, em parte, pela diminuicdo do numero de “writhings” exibidos
(VALENCIA et al., 1994).

A acéo antiinflamatoria do extrato acetdnico foi avaliada em diferentes
modelos experimentais de inflamagéo aguda, subcrdnica e cronica.

O edema de pata induzido por carragenina € um modelo de inflamagao
aguda que envolve uma resposta complexa e gradual na qual a infiltracdo de
proteinas plasmaticas, aparecimento de atividade quimiotatica e acumulacdo de
neutrofilos estdo intimamente relacionados (LO et al., 1981).

A formagdo do edema de pata induzido por carragenina ocorre em

duas fases distintas. A primeira fase inicia-se imediatamente apds a injecdo do
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irritante. O desenvolvimento é entdo acelerado rapidamente e estabiliza-se entre 20
e 60 minutos. O desenvolvimento da segunda fase inicia-se uma (01) hora apds a
injegao do irritante e acelera rapidamente até estabilizar-se em torno da terceira hora
(VINEGAR et al., 1976).

Diversos mediadores quimicos da inflamacado estdao envolvidos neste
modelo como histamina, bradicinina, serotonina e prostaglandinas). Estes
mediadores sdo liberados em momentos diferentes (Di ROSA et al.,, 1971): na
primeira hora, histamina e serotonina sdo os principais mediadores; na segunda, as
cininas sao predominantes e na terceira hora, as prostaglandinas tém um papel
principal no edema agudo, enquanto o sistema complemento atua durante todo o
processo.

Segundo SALVEMINI et al. (1996), existe também uma inter-relagao
proposta entre NO, prostaglandinas e radicais livres derivados de oxigénio neste
modelo de inflamagdo. Assim, durante a primeira e segunda hora, o edema é
induzido pela liberagdo de histamina, serotonina e bradicinina. Estes mediadores
ativam a enzima constitutiva cNOS, resultando na liberagdo de NO. Conforme a
resposta inflamatéria prossegue, a enzima iINOS é induzida e gera maiores
quantidades de NO que parece manter o edema na fase de pico (em torno da
terceira hora). Os caminhos da COX e NOS aparentemente operam juntos para
amplificar a resposta inflamatéria, ja que NO ativa a COX-1 e COX-2, resultando em

uma producédo aumentada de prostaglandinas.
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FIGURA 13 - Inter-relagdao entre oxido nitrico, prostaglandinas e radicais livres
derivados de oxigénio no edema de pata induzido por carragenina.

A infiltragdo neutrofilica em resposta a carragenina e a ativagdo da
NADPH oxidase gera radicais livres de oxigénio como O, que promovem
peroxidagdo lipidica, aumentam a permeabilidade vascular, estimulam o
recrutamento celular e produzem dano tecidual. Além disso, a geragdo de O2 na
presenca de NO forma o radical citotoxico ONOO™ que pode ser responsavel, em
parte, pelo dano tecidual presente neste modelo de inflamagédo aguda (BECKMAN et
al., 1990).

Sabe-se que a indometacina atua neste modelo de inflamagado de
diversas formas, inibindo a sintese de prostaglandinas e a infiltragdo de proteinas
plasmaticas e neutrdfilos no sitio inflamatério (LO et al., 1982).

De acordo com os resultados obtidos, possivelmente o extrato
acetbénico interfere em diferentes mediadores da inflamagédo, tendo em vista a
reducao significativa do edema em diferentes intervalos de tempo, 30 min (20,18%)
e aos 180 minutos (28,85 %).
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SILVA (1998), estudando diferentes extratos organicos de Cladina
dendroides, encontrou percentuais distintos de inibicdo do edema de pata induzido
por carragenina em camundongos machos (50% com o extrato etéreo e 34,2% com
os extratos cloroférmico e acetdnico), sugerindo que essas diferengas poderiam ser
devidas a influéncias de outros compostos presentes nos extratos, além da
atranorina, a substancia presente em maior concentragao.

A inibicdo da evolugdo do edema provocada pelo extrato acetdnico de
C. verticillaris nos primeiros 30 minutos sugere a possibilidade de substancias
presentes no extrato interferirem na agao ou liberagao da serotonina e/ou histamina
uma vez que esses mediadores predominam na fase inicial do edema de pata
induzido por carragenina (SANTOS et al., 2000).

Por outro lado, enzimas lisossébmicas, que podem contribuir para o
processo inflamatoério, sdo também liberadas durante a fagocitose da carragenina
(KAO et al., 1988). Ja foi demonstrado que o mecanismo de agao de certos
antiinflamatorios esteroidais e nao-esteroidais envolve a estabilizacdo das
membranas lisossébmicas nos neutréfilos de ratos, prevenindo a liberacdo das
enzimas lisossémicas (CARVALHO, 1998). Nesse mesmo modelo de inflamagéao
aguda, também ja foram identificados agentes que atuam sobre o sistema
complemento e causam uma inibigao significativa do edema da pata (GIROUD et al.,
1970). Estes poderiam ser outros mecanismos de acgdo que justificassem o efeito
antiinflamatorio do extrato acetdnico na primeira hora do desenvolvimento do edema.

Sabe-se que compostos que possuem efeito depressor sobre o sistema
nervoso central (anestésicos gerais e analgésicos narcoticos) tém mostrado
atividade antiinflamatéria em ratos (GRISWOLD et al., 1982). No entanto, o extrato
acetdnico ndo mostrou efeito na dor induzida pelo calor no teste da placa quente,
diferente do analgésico de ag¢ao central morfina (ENGELHARDT et al., 1995). Isto
indica que o composto estudado ndo apresenta agdo analgésica central e, portanto,
sua atividade antiinflamatdria ndo estaria relacionada com um efeito depressor sobre
o sistema nervoso central.

A inibicdo do edema de pata induzido por carragenina aos 180 minutos
coincide com o pico do edema, indugdo da COX-2 (SIEBERT et al., 1994) e a
liberagdo de prostaglandinas, sugerindo o envolvimento do extrato com o
metabolismo do acido araquidénico. No entanto, ha a possibilidade do extrato estar

agindo também por inibicado da enzima NOS, o que, de acordo com SALVEMINI et
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al. (1996), resulta em diminuigdo da infiltracdo neutrofilica no sitio da inflamacao,
diminuigao da produgao de prostaglandinas, 6xido nitrico e peroxinitrito.

As consideragdes acima, embora pertinentes, ndo permitem apontar o
mecanismo exato através do qual o composto exerce sua atividade
antiedematogénica nesse modelo de inflamagdo. No entanto, indicam uma
perspectiva de estudos posteriores para aprofundamento do mecanismo de acao da
droga.

A atividade de compostos sobre o edema de pata induzido pela
dextrana envolve a degranulagdo de mastdcitos, com consequente liberacdo de
histamina, importante mediador inflamatério, agindo em dois receptores
histaminérgicos: H1 e H2 (LO et al, 1982; GARRISON, 1991). A resposta
inflamatéria desenvolvida em presenca do dextran aparenta ser uma mistura de dois
tipos de respostas: uma imediata que corresponde a transudacao de fluido pobre em
proteinas, e uma tardia que corresponde a infiltragado de proteinas e neutréfilos (LO
et al., 1982).

O edema induzido por dextran € inibido pela clorpromazina (anti-
histaminicos) e por alguns agentes adrenérgicos, mas nao pela cortisona. Ele é
também discretamente inibido na presengca de altas doses de fenilbutazona
(WINTER et al., 1962).

O maleato de dexclorfeniramina, uma droga anti-histaminica usada
como referéncia neste estudo, mostrou inibicdo significativa do volume da pata,
similar ao extrato aceténico, a partir da primeira até a terceira hora. Os dados deste
ensaio, somados aos ja obtidos no modelo de inflamagéo por carragenina, sugerem
que o extrato acetbnico pode ser util em condigdes inflamatérias que envolvem a
histamina.

Ainda com relagdo aos modelos experimentais de inflamagao aguda,
foi utilizado o edema de pata induzido por zimosan para avaliar a atividade
antiedematogénica do acido fumarprotocetrarico isolado de C. verticillaris. O
zimosan € um polissacarideo constituinte da parede celular de leveduras usado para
gerar uma resposta inflamatéria quando injetado na area subplantar da pata traseira
do rato (GADO & GIGLER, 1991).

A resposta inflamatéria no edema de pata induzido por zimosan € o
resultado de uma cascata de eventos que incluem a ativacdo o sistema do
complemento (WILLIAMS et al., 1981), degranulacdo de mastdcitos (KONNO et al.,
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1985) e geracdo de metabdlitos da 5-lipoxigenase e da ciclooxigenase (RAO et al.,
1994; GRIFFITHS et al., 1991).

De acordo com VIANA et al. (1998), o edema de pata induzido por
zimosan é sensivel aos antagonistas da histamina e serotonina e drogas inibidoras
da lipooxigenase, mas pouco sensivel a compostos que possuem apenas atividade
inibitéria da ciclooxigenase. Neste estudo, um inibidor da ciclooxigenase
(indometacina) foi utilizado como referéncia e inibiu a formagdo do edema em todos
os tempos registrados. A explicacéo para esse fato pode ser por uma agao da droga
sobre o influxo celular, pois os polimorfonucleares (PMN) tém um papel central nas
manifestacdes vasculares que acontecem neste modelo de inflamagao (RAO et al.,
1994). Em adicdo aos fatores quimiotaticos classicos como LTB4, acidos
hidroxieicosandicos e fragmentos do complemento, outras substéncias também
regulam o influxo de neutrdfilos in vivo, como as citocinas (TNF-a) e interleucinas-1 e
IL-8 (DINARELLO, 1996; LUSTER, 1998). Interferéncia farmacolégica com qualquer
um desses mediadores poderia resultar em um influxo celular alterado.

O acido fumarprotocetrarico inibiu 0 edema induzido por zimosan em
todos os tempos do experimento. As caracteristicas desse tipo de inflamagao aguda
sugerem que o efeito apresentado pelo composto em estudo pode ser devido ao
bloqueio da atividade de fatores quimiotaxicos, ou por bloqueio da acdo da
serotonina, histamina e da enzima lipooxigenase.

A lesdo granulomatosa induzida por “pellets” de algoddo é um modelo
de inflamacao subcrénica indicativa da fase proliferativa da inflamagao. De acordo
com COLLINS (2000), a inflamagdo granulomatosa é um tipo especifico de
inflamacéo desencadeada por uma variedade de agentes infecciosos e néo-
infecciosos. Um granuloma é uma area focal de inflamagdo granulomatosa e
consiste em uma agregacgao de macréfagos que estao transformados em células de
aparéncia epitelial (epiteliéide), circundadas por leucdocitos mononucleares,
principalmente linfécitos.

O extrato acetdnico ndo mostrou atividade sobre este modelo de
inflamacao. Este resultado sugere auséncia de atividade do extrato sobre os
fendbmenos de aporte e proliferacdo de células inflamatorias nessa fase do processo

inflamatorio.
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Estudos adicionais com diferentes doses, ou modificagdes na
freqiéncia de administracdo sao necessarios para confirmar ou contestar essa
auséncia de efeito do extrato acetdnico frente a inflamagéo subcrénica.

Na inflamagao crénica, o acumulo de macréfagos persiste devido a
diferentes mecanismos (Figura 14): recrutamento continuo de mondcitos circulantes
e aumento da adesao através da expressao constante de moléculas de aderéncia e
fatores quimiotaticos; proliferagdo local dos macrofagos apds o extravasamento da
corrente sanguinea e imobilizagdo dos mesmos no local de inflamagao por citocinas
e lipidios oxidados (STEINBERG, 1997; LLUSCINSKAS et al., 1996). A interferéncia

em qualquer desses mecanismos pode afetar o desenvolvimento da inflamacéo.
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FIGURA 14 - Mecanismos que permitem o acumulo de macréfagos no sitio de
inflamacéo crénica.
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O extrato reduziu o edema de pata induzido por formaldeido, do
segundo ao décimo dia, sugerindo o uso do extrato acetdbnico em condicdes
inflamatdrias crénicas, porém o0 mecanismo de acdo pelo qual o efeito
antiinflamatério se produziu ndo pode ser aqui especificado. Essa agao poderia estar
relacionada a um ou mais mecanismos que permitem o acumulo de macréfagos no
sitio de inflamacgao cronica.

Muitos estudos tém mostrado que os agentes antiinflamatérios mais
comuns causam danos a mucosa gastrica, consistindo principalmente de
hemorragias, erosdes e ulceras (LANZA, 1981). Estes danos séo presumidamente
produzidos pela inibicdo da via da ciclooxigenase-1 (COX-1), necessaria para a
sintese de prostaglandinas que sdo responsaveis por muitos mecanismos normais
de defesa da mucosa gastrica como a produgédo de muco, secregdo de bicarbonato
e inibicao da produgao de acido (LANZA, 1993).

O desenvolvimento de inibidores da ciclooxigenase-2 (COX-2) como
potencialmente mais seguros para a mucosa do trato gastrointestinal € baseado na
nocédo de que a COX-1 predomina no estdbmago, dando origem as prostaglandinas
protetoras, enquanto a COX-2 é induzida na inflamagédo, dando origem a dor e
edema (HAWKEY, 1999).

A observagao macroscopica da mucosa gastrica é util para observar o
efeito ulcerogénico de uma droga (THUILLIER et al., 1968). Os estébmagos dos
animais tratados de forma aguda e cronica com o extrato acetdnico e observados
macroscopicamente neste estudo ndo mostraram lesbes, demonstrando a boa
tolerancia gastrointestinal do extrato acetonico.

O extrato e o acido fumarprotocetrarico isolado inibiram a febre
induzida por lipopolissacarideo aos 30 e 60 minutos apds a injecado de LPS, com
resultados semelhantes ao grupo tratado com paracetamol. No caso do extrato
bruto, o resultado pode ser considerado ainda mais relevante, visto que o acido
fumarprotocetrarico provavelmente esta em concentragdo ainda mais baixa quando
comparado a substancia purificada. Isto pode indicar a presenca de mais de um
composto ativo no extrato de C. verticillaris.

A injecdo de LPS tem mostrado estimular a produgdo enddgena de
TNF-a e induzir uma febre bifasica em cobaias e ratos (KLUGER, 1991). No entanto,
neste trabalho, a inje¢do de LPS produziu uma febre monofasica, atingindo um

aumento maximo da temperatura corporal aos 60 minutos apds a injecao de LPS.
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Dados na literatura sobre o mecanismo da febre bifasica induzida pela injecao de
LPS nao sdo muito claros; parece ser espécie-especifico e altamente influenciado
pela dose de LPS empregado (SANTOS et al., 1998).

A febre induzida por LPS esta relacionada com a produgédo enddgena
de TNF-a e interleucinas (KLUGER, 1991). A injecao periférica de LPS estimula a
produgcao ndo somente destas citocinas, mas também outros mediadores enddgenos
que estdo envolvidos na febre como o NO, CO e prostaglandinas E2 (ROTH et al.,
2001). A formagao de Prostaglandinas E2 depende da atividade da ciclooxigenase,
que existe em duas isoformas, a constitutiva COX-1 e a induzida COX-2. A indugao
de COX-2, medida pela expressao de RNAm ou de proteina apos a injecéo de LPS
pode ser demonstrada em tecidos neurais (CAO et al., 1995).

MILTON & WENDLANDT (1971) foram provavelmente os primeiros a
propor que o0s pirogénios poderiam induzir febre através da producédo de
prostaglandinas e que as drogas antipiréticas do tipo AINEs reduzem o processo
através do bloqueio da ciclooxigenase, responsavel pela biossintese das
prostaglandinas. Por outro lado, existem evidéncias que suportam a hipétese de que
pelo menos parte da acdo antipirética dos AINEs deve ser devida ao aumento na
liberagao de arginina-vasopressina (AVP) ou do hormdnio melanotréfico (a-MSH) —
(ALEXANDER et al., 1989).

Considerando que o extrato aceténico e o acido fumarprotocetrarico
também apresentaram resultados positivos em relacdo aos modelos experimentais
de inflamacgao aguda e crdnica, a inibicao da resposta febril pelos compostos poderia

ser devido a um bloqueio da sintese de prostaglandinas.
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7 CONCLUSOES

1. O extrato acetbnico de Cladonia verticillaris mostrou baixa ordem de toxicidade

por via oral, proporcionando uma boa margem de seguranga em doses terapéuticas.

2. Os resultados obtidos no teste de “writhing” demonstraram que o extrato aceténico
e o acido fumarprotocetrarico isolado possuem acdo analgésica e que parte dos

efeitos antinociceptivos poderia ser devido a suas propriedades antiinflamatadrias.

3. O extrato acetdnico de C. verticillaris exibiu atividade anti-edematogénica frente
aos modelos experimentais de inflamagdo aguda (edema de pata induzido por
carragenina e dextran), em diferentes intervalos de tempo, sugerindo a a¢do sobre

diferentes mediadores inflamatoérios.

4. O acido fumarprotocetrarico isolado de C. verticillaris exibiu atividade anti-
edematogénica frente ao modelo experimental de inflamagdo aguda (edema de pata
induzido por zimosan) em todos os tempos do experimento sugerindo a agao sobre

os principais mediadores envolvidos neste modelo de inflamacéo.

5. O extrato acetbnico nao inibiu a formagao de granulomas na lesdo granulomatosa
induzida por “pellets” de algodao, sugerindo auséncia de atividade sobre os
fendmenos de aporte e proliferacdo de células inflamatoérias nessa fase do processo

inflamatorio.

6. O extrato acetbnico exibiu atividade no modelo experimental de inflamagao
cronica (artrite induzida por formaldeido), sugerindo a acdo sobre os mecanismos

que permitem o acumulo de macréfagos no sitio inflamatario.

7. Os estbmagos dos animais tratados de forma aguda e crbnica com o extrato
acetdnico ndo mostraram lesdes, demonstrando a boa tolerancia gastrointestinal do

mesmo.
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8. O extrato acetbnico ndo apresentou agao analgésica central e, portanto, suas
atividades analgésicas e antiinflamatérias néo estariam relacionadas com um efeito
depressor sobre o sistema nervoso central.

9. O extrato acetdnico e o acido fumarprotocetrarico demonstraram atividade
antipirética e a mesma poderia estar relacionada com o bloqueio da sintese de
prostaglandinas, considerando que os compostos apresentaram resultados positivos

em relagado aos modelos experimentais de inflamagéo aguda e cronica.

Os dados apresentados abrem perspectivas a estudos para elucidar mecanismos de

acgao do acido fumarprotocetrarico e atranorina, bem como sua agao sinérgica.
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