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Resumo

As espécies do género Lychnophora, conhecidas no Brasil como arnica, sdo utilizadas na medicina popular brasileira para
tratar inflamacao, dor, reumatismo, contusdes, hematomas e picadas de insetos. Em estudos prévios o extrato etandlico
de Lychnophora pinaster apresentou agao anti-inflamatoéria e antinociceptiva. No presente trabalho, o extrato etandlico
das partes aéreas de L. pinaster foi submetido a fracionamento cromatografico em coluna de filtracdo em silica gel para
obtencdo das fracdes hexanica, diclorometanica, acetato etilica e metandlica. O efeito tépico do extrato etandlico e de
suas fracoes, veiculados em emulgel a 5 %, foi avaliado sobre o edema de pata induzido por carragenina em camundongos
Swiss. Os tratamentos com o extrato e suas fracdes foram capazes de reduzir significativamente o edema, sugerindo a
presenca de substancias de polaridade baixa, média e alta atuando em sinergismo para o efeito anti-inflamatério do
extrato. A avaliacdo da atividade antinociceptiva do extrato etandlico e das suas fracdes foi realizada em camundongos
Swiss utilizando dois protocolos in vivo, método da placa quente e de contor¢des induzidas pelo acido acético. As fragdes
foram administradas, por gavagem, na dose de 100 mg/kg. Indometacina foi utilizada como farmaco de referéncia para o
teste de contorc¢des induzidas por acido acético e morfina para o teste da placa quente. O extrato etandlico e suas fracoes
mostraram atividade antinociceptiva pelo método de contor¢des induzidas por acido acético, o que sugeriu a presenca,
nesta fracdo, de compostos com acdo em nivel periférico, atuando sobre a modulacao da liberacao de substancias que
induzem a nocicepcao. O extrato etandlico e as fracoes acetato etilica e metandlica demonstraram atividade também
pelo método da placa quente, com efeito semelhante ao exercido pela morfina. Este resultado indicou a presenca no
extrato de substancias, de polaridade média a alta, que parecem atuar em nivel central. Os resultados demonstraram as
acoes do extrato etandlico da arnica na inflamagao e dor e o potencial da espécie L. pinaster para o tratamento destas
condigbes. Os terpenos, flavonoides e acidos fendlicos, isolados anteriormente de L. pinaster, podem ter relacdo com os
efeitos anti-inflamatorio e antinociceptivo do extrato etandlico.

Palavras chave: Lychnophora pinaster, emulgel, efeito anti-inflamatoério, atividade antinociceptiva, contor¢des induzidas
por acido acético, placa quente.

Abstract

Species of the genus Lychnophora, known in Brazil as arnica, are used in Brazilian popular medicine to treat inflammation,
rheumatism, bruises and insect bites. Previous studies showed the anti-bacterial and antinociceptive effects of
Lychnophora pinaster ethanolic extract. In the present work, the ethanolic extract of L. pinaster aereal parts was subjected
to a chromatographic fractionation in a gel filtration column to obtain hexane, dichloromethane, ethyl acetate and
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methanolic fractions. The topical effect of the ethanolic extract and its fractions, into emulgel at 5%, was evaluated
on Swiss mice paw oedema induced by carragenin. All treatments with ethanolic extract and its fractions were able to
do reduce significantly the oedema, suggesting the presence of substances of low, medium and high polarity acting
synergistically to the anti-inflammatory effect of the extract. Evaluation of the antinociceptive activity of ethanolic extract
and its fractions were performed in mice, using hot plate and acetic acid induced contortion methods. The extract and
its fractions were administered by oral route at 100 mg/kg. Indomethacin was used as reference drug for the contortions
induced by aceticacid and morphine for the hot plate test. The ethanolic extract and its fractions presented antinociceptive
activity observed by the contortion induced by acetic acid reduction, which suggests the peripheral effect, probably by
the release modulation of the substances that induce nociception. The ethanolic extract and fractions of ethyl acetate
and methanol showed effect at hot plate method, similarly to morphine. This result indicated the presence of substances
of medium to high polarity, acting centrally. The results demonstrated the effects of arnica ethanolic extract to reduce
inflammation and pain, as well as their potential to treat these conditions. The terpenes, flavonoids and phenolic acids of
L. pinaster are maybe responsible for anti-inflammatory and antinociceptive effects of the ethanolic extract.

Key words: Lychnophora pinaster, anti-inflammatory effect, antinociceptive activity, edema, acetic acid-induced
contortions, hot plate.

INTRODUGAO pinaster e a Arnica montana, estas sejam conhecidas
e . . vulgarmente por arnica.

Plantas  medicinais sao plantas utilizadas 9 P

tradicionalmente com finalidade terapéutica A arnica brasileira, L. pinaster é uma espécie que

(BRASIL, 2006), com as quais se iniciou a producdo apresenta diversas propriedades medicinais

de medicamentos e o tratamento farmacolégico e crescimento arbustivo. Possui
de doencas (SCHULZ et al., 2002). A partir delas

desenvolveu-se a fitoterapia, terapéutica que utiliza

alto espectro
farmacoldgico, apresentando atividades

tripanossomicida (OLIVEIRA et al, 1996), anti-

estas plantas em suas diferentes formas farmacéuticas,
mas sem a utilizacdo de substancias ativas isoladas,
mesmo que essas sejam de origem vegetal (BRASIL,
2006).

O Brasil é detentor de uma enorme biodiversidade

e, portanto, possui grande potencial de
desenvolvimento de fitoterapicos. No entanto, a
maior parte dos extratos vegetais que originam os
fitoterapicos brasileiros ainda sdo provenientes da

Europa e da Asia (ANVISA, 2015).

A espécie Lychnophora pinaster Mart., conhecida

I/ /T

popularmente como “arnica”, “arnica da serra”, “arnica

nou

brasileira”, “arnica mineira” ou “candeia”, comecou a
ser usada no século XVIII pelos imigrantes italianos,
em substituicdo a variedade européia (Arnica Montana
L.), aqui inexistente (CERQUEIRA et al., 1987). Talvez

devido a semelhanca dos efeitos clinicos entre a L.

inflamatoria, antinociceptiva (GUZZO et al., 2008),
antimicrobiana (FARIA etal.,2009),inibidora daxantina
oxidase (FERRAZ-FILHA et al., 2006), cicatrizante
(BARBOSA et al., 2010), além dos usos populares em
casos de inflamacdo, dor, reumatismo, contusoes,
inchacos, hematomas e traumatismos (CERQUEIRA et
al., 1987, SAUDE et al., 1998, RODRIGUES et. al., 2001).

Ainflamacao é um mecanismo bioldgico que protege
o corpo de possiveis danos causados por infeccdo ou
lesdo. Uma resposta inflamatéria eficaz envolve o
sistema imunoldgico e vascular e o tecido (TAAMS,
2018). O processo inflamatério é caracterizado pela
liberacao sequencial de véarios mediadores, incluindo;
aminas bioativas, eicosandides, citocinas, quimiocinas
e fatores de crescimento que regulam o aumento
da permeabilidade vascular e o recrutamento de
leucécitos do sangue para o local do processo
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inflamatério (BENEDEK et al., 2007; RODRIGUEZ-
VITA and LAWRENCE, 2010;). Neutréfilos, mondcitos
e macrofagos estdo entre as principais células que
atuam na resposta inflamatéria, sendo as principais
fontes de mediadores proé-inflamatérios incluindo
a ativacao e a inducao da expressao de enzimas,
a producdo do fator de necrose tumoral tipo alfa
(TNF-a) e interleucinas (ILs). Entre as citocinas que sao
produzidas durante o processo inflamatério, o TNF-a
juntamente comIL-1,IL-6 e IL-8 desempenham fung¢des
esenciais na amplificacdo da resposta inflamatéria
(BENEDEK et al., 2007). A inflamacao também esta
envolvida em muitas doencas crénicas tais como as
diferentes artrites inflamatoérias, incluindo a gota,
doenca de Alzheimer, doencas cardiovasculares,
(TAAMS, 2018).
Assim, anti-inflamatdrios sdo atualmente usados no

doencas autoimunes e cancer

tratamento de doencas inflamatoérias cronicas, apesar
dos seus efeitos adversos.

Os anti-inflamatdrios esteroidais e os ndo-esteroidais
(AINEs) sdo utilizados com a finalidade de conter e
reverter o processo inflamatério seja ele local ou
sistémico (MENDES, 2001). Devido a esta toxicidade,
podem ser usados durante curtos periodos, exceto
Nos casos muito sérios onde os riscos sao aceitaveis.
O uso prolongado de AINEs estd associado a
efeitos adversos severos, tais como a hemorragia
gastrintestinal (ROBERT et al., 1979; MILLER, 1983),
reagdes cutaneas, efeitos renais adversos, disturbios
da medula éssea e disturbios hepaticos (CRONSTEIN
and TERKELTAUB, 2006). Nem os inibidores seletivos
da ciclooxigenase-2 (COX-2) parecem estar livres de
riscos (MARTIN ARIAS et al., 2019). Consequentemente,
ha uma necessidade de desenvolver novos agentes
anti-inflamatérios com efeitos adversos minimos
(VANE and BOTTING, 1987).

Segundo a Sociedade Brasileira para o Estudo
da Dor (SBED, 2009), a sua incidéncia de forma
persistente chega a 40%

dos individuos no

mundo e 50% ja apresentaram algum tipo de

comprometimento de suas atividades rotineiras,
afetando consideravelmente sua qualidade de vida.
Nocicepcao é um termo aplicado aos mecanismos
neurolégicos que detectam um estimulo lesivo
(FERREIRA, 2002). Uma vez que 0s animais nao sao
capazes de verbalizar os componentes subjetivos da
dor, neles nao se avalia dor, mas nocicepc¢do. Sendo
assim, termos como dor e analgesia sao mais adotados
para humanos e nocicepcao e antinocicepcao para
animais (JONES, 1992).

O arsenal farmacoldgico para o tratamento da dor
é composto, basicamente, por dois grandes grupos
de drogas analgésicas: os opidides, que abolem
diretamente a transmissao nociceptiva no sistema
nervoso central pela ligacao em receptores opidides
(HOSKIN & HANKS, 1991; ZADINA et al., 1997), e
drogas anti-inflamatorias ndo-esteroidais (AINES) que
previnem a sensibilizacdo de receptores periféricos e
centrais da dor inibindo a ciclooxigenase (CASHMAN,
1996).

Analgésicos opidides como a morfina, papaverina
e codeina sdo indicados no tratamento de dores
agudas, moderadas ou intensas, que nao respondem
a analgésicos menos potentes. Embora os opidides
sejam muito efetivos, sua utilizacdo é limitada
pelo fato desses farmacos apresentarem muitos
efeitos indesejados, como a constipacdo, nauseas,
vomitos, broncoconstricao, hipotensao, bradicardia e
depressao respiratoria (MCQUEEN, 1983; HOSKIN and
HANKS, 1991; BRUNTON, 2012).

A busca por novos analgésicos e anti-inflamatorios
se faz necessaria. E o estudo de plantas usadas como
analgésicas e anti-inflamatdrias € um caminho légico
e promissor para a pesquisa de novas substancias
(NEWMAN and CRAGG, 2016). Assim, o objetivo
do presente trabalho foi avaliar os efeitos anti-
inflamatério toépico e antinociceptivo do extrato
etandlico e das fracdes de L. pinaster em modelos
experimentais in vivo em camundongos.
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METODOLOGIA
Material Vegetal

As partes aéreas de Lychnophora pinaster Mart. foram
coletadas em marco de 2007, nos campos rupestres
do municipio de Itabirito (MG), sob autorizacdao do
IBAMA. O material botanico foi identificado pelo Dr.
Julio Antonio Lombardi (UFMG). As exsicatas foram
depositadas no Herbarium do Instituto de Ciéncias
Bioldgicas da Universidade Federal de Minas Gerais
(BHCB/UFMG) e catalogadas com o numero de
registro 19.520.

As partes aéreas frescas foram deixadas em
estufa ventilada, a 40° C, até a completa secagem.
Posteriormente, o material vegetal foi pulverizado
em moinho de facas, pesado e armazenado.

Obtencao do extrato etanélico

O material vegetal seco e triturado (2.139,0 g) foi
percolado com etanol (PA) até o seu esgotamento.
O solvente extrator foi concentrado sob pressao
reduzida em evaporador rotativo a temperatura
nao superior a 40° C para a obtencao do extrato
etandlico bruto. Este extrato foi mantido sob vacuo
até completa eliminagdo do solvente e denominado
LPIiEEB.

Fracionamento cromatografico de LPiEEB

O extrato etandlico bruto (LPiEEB 62,0 g) foi submetido
a cromatografia em coluna de filtracao em silica gel
utilizando-se coluna cromatografica aberta (6,5 cm de
diametro) e como eluentes hexano, diclorometano,
acetato de etila e metanol. Foram obtidas quatro
fracoes: hexanica (LPiH; 0,6 g), diclorometanica (LPiD;
9,4 g), acetato etilica (LPiAcOEt; 26,0 g) e metandlica
(LPiMeOH; 26,0 g).

Avaliacao dos efeitos farmacoldgicos
Animais

Para os estudos das atividades anti-inflamatéria e
antinociceptiva foram utilizados camundongos Swiss

machos (30 = 5 g, n = 8 por grupo) fornecidos pelo
Centro de Criacdo Animal (CCA) da Universidade
Federal de Ouro Preto (UFOP). Estes animais foram
mantidos em gaiolas em grupos de cinco, em sala
com temperatura (22 = 2° C) e luminosidade (ciclo
claro/escuro de 12 horas) controladas e com racdo
e agua “ad libitum”. Para os experimentos na qual a
administracao por via oral das solucdes dos extratos
foi realizada por gavagem, os animais foram mantidos
em jejum doze horas antes doinicio dos experimentos
com agua “ad libitum”. Os protocolos experimentais
foram submetidos ao Comité de Etica do Uso de
Animais (CEUA) da UFOP (protocolo n° 06/2009).

Avaliagao da atividade anti-inflamatoéria

Preparo das solucoes do extrato etandlico e
fracoes

Para a avaliacdo da atividade anti-inflamatéria o
extrato etandlico (LPIiEEB) e suas fracdes LPiH, LPiD,
LPiAcOEt e LPiMeOH foram solubilizados em glicerina
e etanol (PA) na proporcao de 1:1 obtendo-se a
concentragao de 333 mg/ml.

Preparo do emulgel

Para a avaliagdo do efeito anti-inflamatério do
extrato etandlico e fracdes de L. pinaster aplicados
topicamente, foi utilizado uma formulacao emulgel.
Esta formulacao foi preparada com a seguinte

composicao:

POIAWAX....eo et sssesseisssisssssssssssssesssssssssssssees 4%
NALIOZOI.. ot eisessseeasessesesssesasesssesaees 7%
Propilenoglicol. s sssssenees 2%
Cococaprilato Caprato.......eeceeeeeeeesesssesseseseeseesssenes 3%
Parafinaliquida(leomineral).......ccccoeevernrrenerrerernrenenen. 2%
AlCOOIESTRANIICO s essssssansesen: 4%
Trietanolamina.......eenrieesenesssessessesssssssssssessens q.s.
SolucdoconservanteNipagin/Nipazol........cccoecveeenne. 2%
Agua destilada.........ccooereerrrcereenenereerrrressssenne. g.s.p. 100g
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Os componentes das fases oleosa e aquosa foram
aquecidos, separadamente, em banho-maria. Apés a
fusdao completa dos componentes da fase oleosa e o
aquecimento da fase aquosa a 60°C, verteu-se a fase
aquosa na oleosa e a mistura foi levada a um agitador
mecanico a 500 rpm. Apds o resfriamento até 40°C
foi adicionado a trietanolamina. O peso foi entdo
completado com agua destilada. O extrato etandlico
bruto e suas fragdes, na concentragdo de 333 mg/ml,
foram incorporados em emulgel para concentracoes
finais de 1% e 5%.

Edema de pata induzido por carragenina

Para a avaliacdo da atividade anti-inflamatéria
foi empregado o método de edema de pata
induzido pela carragenina descrito por WINTER e
colaboradores (1962) com modificacdes. Antes de
qualquer tratamento, as patas posteriores (direita e
esquerda) dos animais foram mensuradas utilizando-
se um paquimetro colocado da regido dorsal a
plantar medial de cada pata, método validado por
GUZZO (2007). Um volume de 0,02 ml de carragenina
(0,1% em salina 0,9%) foi aplicado na regido plantar
medial da pata direita posterior dos camundongos e
a pata esquerda foi submetida apenas a introducdo
da agulha (injecao ficticia).

O extrato etandlico de partes aéreas de L. pinaster
(LPiEEB) e suasfracoes (LPiH, LPiD, LPiAcOEt e LPiMeOH)
incorporados em emulgel (0,4 g) foram administrados
topicamente, logo apds a injecao de carragenina
ou a introducao da agulha nas patas dos animais.
Dois grupos receberam medicamento padrao que
apresentam o efeito anti-inflamatorio tépico, a saber
o diclofenaco de dietilaménio - 11,6 mg/g (Cataflam
Emulgel®, Novartis) e o diclofenaco de dietilaménio
(obtido da Farmacia de Manipulacdo Aviar — Mariana,
MG) incorporado na mesma concentragao no emulgel
preparado (11,6 mg/g). O emulgel base sem principio
ativo, foi usado como controle do edema inflamatério
induzido pela carragenina.

Para garantir o contato da formulacdo com o local
do edema inflamatério, foram utilizados curativos
de gaze e esparadrapo do tipo micropore que
impediram que os animais retirassem a formulacao.
Ap6s a administracdo da carragenina e das
formulagdes, os animais foram mantidos em gaiolas
individuais durante trés horas. Apos este periodo,
correspondente ao pico maximo de formacao do
edema, as espessuras das patas foram novamente
mensuradas. A variacao da espessura da pata (edema
formado) foi expressa percentualmente e calculada
entre o tempo zero e trés horas apés a administracao
da carragenina.

Avaliacao da atividade antinociceptiva

Preparo das solucbes do extrato etandlico e
fracoes

Para a avaliacado da atividade antinociceptiva, LPiEEB
e as fragdes LPiH, LPiD, LPiAcOEt e LPiMeOH foram
solubilizados em DMSO, Tween 80 e agua destilada
na proporcao de 1:1:8 e solucdes foram preparadas na
concentragao de 10 mg/ml.

Método da placa quente

Para avaliar a atividade antinociceptiva (tempo de
laténcia para a resposta nociceptiva) foi utilizado
o método descrito por EDDY and LEIMBACK (1953),
com modificagdes. Os animais do grupo controle
receberam apenas o veiculo DMSO:Tween 80: agua
destilada (1:1:8). Os animais dos grupos tratados
receberam, por via oral por gavagem, solucdes de
LPiEEB ou das fracbes (LPiD, LPiAcOEt e LPiMeOH)
na dose de 100 mg/kg ou o farmaco padrao morfina
10 mg/kg (1 mg/ml), por via intraperitoneal (i.p.), em
solucao aquosa de NaCl 0,9 %. Todos os tratamentos
foram administrados 30 minutos antes da exposicao
a placa aquecida.

Os animais foram colocados individualmente sobre
a placa aquecida por um banho-Maria a 55+1°C,
tendo como meio de contencdo um funil de vidro. O
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tempo para que os animais apresentassem o reflexo
de lamber a pata traseira foi registrado antes e 30, 60,
90 e 120 min apds a administracao oral do veiculo,
solucdes do extrato, fracdes ou farmaco de referéncia.
O tempo de reacdo do animal foi registrado com
auxilio de um cronémetro e o tempo maximo de
permanéncia do animal sobre a placa foi estimado
em 45 segundos para evitar danos ao mesmo. O
efeito antinociceptivo, definido como aumento do
tempo de reacao, foi calculado como a variacdo dos
resultados obtidos antes e apds a administracao das
solucdes.

Método de contorcoes induzidas pelo acido
acético

Para avaliar a atividade antinociceptiva foi
utilizado também o método descrito por KOSTER
e colaboradores (1959), com modificacdes. O acido
acético administrado por via i.p. produz contracao do
musculo abdominal juntamente com estiramento das
patas posteriores do animal. O nimero de contor¢oes

foi o parametro avaliado.

Os animais do grupo controle receberam apenas
o veiculo DMSO:Tween 80: agua destilada (1:1:8).
Os animais dos grupos tratados receberam, por via
oral por gavagem, o extrato LPiEEB ou as solucdes
preparadas a partir das fracdes (LPiD, LPiAcOEt e
LPiMeOH), na dose de 100 mg/kg, ou os farmacos
padrdao dipirona 200 mg/kg (25 mg/ml em dagua
destilada), ou indometacina 10 mg/kg (1 mg/ml
em agua destilada e 0,5% de Tween 80). Todos os
tratamentos foram administrados 30 minutos antes
da administracao i.p. do acido acético 0,8% v/v (10
ml/kg).

As contor¢ées foram contadas por 30 minutos,
em periodos de 5 minutos, iniciando logo apods a
administracdodoacidoacético. Areducdosignificativa
do numero de contor¢cbes comparada ao grupo
controle foi considerada resposta antinociceptiva
positiva.

Analise estatistica

Os dados foram apresentados como média + erro
padrao da média (e.p.m.) com n = 6 para cada grupo
experimental. Os resultados foram submetidos a
andlise de variancia (One-way ANOVA) seguida do
teste de Dunnet para determinacao de diferencas em
relagao aos grupos controle e tratamentos padroes.
Para todas as andlises foi adotado intervalo de
confianca de 95%, sendo que as diferencas foram
consideradas significativas quando o valor de P foi
menor ou igual a 0,05 (P < 0,05). Todas as analises
estatisticas utilizaram o Software GrafPad Prisma 5.0.

RESULTADOS

Avaliacao da atividade anti-inflamatéria

Na Tabela 1
edema de pata induzido por carragenina seguido

estao apresentados os dados do

dos tratamentos topicos padrées com o Cataflam
Emulgel® ou diclofenaco de dietilaménio incorporado
em emulgel, e os tratamentos com LPiEEB, LPiH, LPiD,
LPiAcOEt e LPiMeOH em emulgel sobre a espessura
da pata dos camundongos.

A injecao de carragenina induz ao aumento agudo
e progressivo do volume da pata dos animais. Este
edema, que é proporcional a intensidade da resposta
inflamatéria, constitui-se em parametro util na
avaliacdo da atividade anti-inflamatéria (PEREIRA et
al., 2006). Os animais do grupo tratado apenas com
emulgel base apresentaram aumento significativo na
espessura da pata e aqueles do grupo submetidos a
injecdo ficticia ndo tiveram aumento significativo no
volume da pata, indicando que o método foi eficiente.

Os tratamentos com os medicamentos padrdes
(diclofenaco), o extrato LPIEEB e as fragdes LPiH, LPiD,
LPiAcOEt e LPiMeOH, veiculados em emulgel a 5 %,
foram capazes de reduzir o edema na terceira hora
apos a sua inducao.

Avaliacao da atividade antinociceptiva
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Tabela 1 - Variacao percentual (%) da espessura das patas
dos animais apoés injecdo de carragenina ou introducao
da agulha na pata seguido do tratamento tépico com

emulgel.

o Variacao da espessura

Injecao Ficticia 3,10 £0,59*
Emulgel base (edema total) 36,13 + 1,08*
Diclofenaco (Cataflam®) 6,92 +£0,51*
Diclofenaco (manipulado) 518+ 1,02*
LPiEEB (5%) 12,35 £ 2,24%
LPiH (5%) 10,61 + 1,53*
LPiD (5%) 9,77 £1,28*
LPiAcOEt (5%) 17,78 £1,79%
LPiMeOH (5%) 7,63 +£0,79*

Os valores representam a média £ e.p.m. em %. As medidas
foram realizadas antes e 3 h depois da administracao da carra-
genina (0,1%) em camundongos. P < 0,05 ANOVA seguido do
teste Dunnett: *comparado ao grupo carragenina e tratamento
com emulgel base e #comparado ao grupo injecao ficticia sem
tratamento.

O presente estudo avaliou a atividade antinociceptiva
do extrato etandlico e das diferentes fracdes em dois
modelos experimentais, utilizando os métodos da
placa quente e das contor¢des induzidas por acido
acético para a descricao das atividades central e
periférica, respectivamente (VERMA et al,, 2005). O
baixo rendimento da fracdo LPiH nao possibilitou
a avaliacdo de sua atividade antinociceptiva por
nenhum dos métodos usados.

A Figura 1 mostra os dados do tempo que os animais
levaram para reagir ao estimulo do calor imposto pela
placa quente. Foi observado que no tempo de 30
minutos, o animais que receberam o extrato LPIiEEB
(56 +1,55s) eafracdo LPiMeOH (5,9 + 1,3 s), na dose de
100 mg/kg, apresentaram efeito significativo quando
comparados ao grupo controle nao tratado (1,2 + 0,4
s), resposta semelhante a morfina (6,3 + 1,8 s). Este
efeito foi de duracdo rapida, pois nao foi observado
nos tempos subsequentes, sendo que nos tempos

de 1 hora e 1,5 horas o extrato e as fracdes nao
apresentaram atividade significativa. No tempo de
2 horas apo6s o tratamento, os animais tratados com
a fracdo LPiAcOEt (12,1 £ 3,6 s) apresentaram efeito
significativo no tempo de laténcia em reacdo ao
calor, quando comparado ao controle (2,8 + 1,0 s), e
sua atividade também foi similar ao farmaco padrao
(12,4+2,05).

A Figura 2 apresenta os resultados encontrados para
o extrato etandlico de L. pinaster e as fragdes avaliado
no método das contor¢des induzidas por acido
acético. Tanto o extrato como as fracdes inibiram
significativamente as contor¢cdes nos animais tratados
quando comparados ao grupo controle nao tratado.

DISCUSSAO

A populacao brasileira, principalmente dos Estados
de Minas Gerais, Goias e Bahia, onde as arnicas
sdao nativas, utilizam as partes aéreas de L. pinaster
maceradas em dlcool etilico para o tratamento tépico
de inflamagdo, dor, reumatismos, traumatismos,
contusodes e picadas de insetos (CERQUEIRA et al., 1987,
SAUDE et al., 1998, RODRIGUES et. al., 2001). Assim, a
via tépica foi escolhida para avaliar a atividade anti-
inflamatoria in vivo do extrato etandlico (LPIiEEB) e de
suas fracdes veiculados em emulgel na concentracdo
de 5%.

A administracdo tépica representa uma via alternativa
da administracdo oral e intravenosa de ativos
medicamentosos e oferece muitas vantagens como
auséncia de efeito de primeira passagem, liberacdo
continua da droga, diminuicdo dos efeitos adversos e
melhor aceitacao do paciente (GUY et al., 1987, GWAK
and CHUN, 2002).

O modelo de inflamacdo usado neste trabalho
envolve a liberacdo de varios mediadores que
induzem a reacao inflamatéria em fases distintas
(VINEGAR et al.,1969; DI ROSA et al., 1971a, 1971b,
DI ROSA, 1972; HENRIQUES et al.,1987; SULEYMAN
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Variagdo do tempo de laténcia (s)

Variagao do tempo de laténcia (s)

251

Placa quente - 30min

Placa quente - 1,5h

EA Controle

B Morfina 10 mg/kg

£ LPID 100 mg/Kg

([ LPiAcOEt 100 mg/Kg
LPiMeOH 100 mg/Kg
LPIEEB 100 mg/Kg

Variagdo do tempo de laténcia (s)

104

o
rt

Placa quente - 1h

Placa quente - 2h

EA Controle

EA Morfina 10 mg/Kg
£ LPID 100 mg/Kg

[ LPiAcOEt 100 mg/Kg
LPiMeOH 100 mg/Kg
LPIEEB 100 mg/Kg

EA Controle EA Controle

EA Morfina 10 mg/Kg E Morfina 10 mg/Kg
£1 LPID 100 mg/Kg 151 £ LPID 100 mg/Kg

(@ LPiAcOEt 100 mg/Kg {0 LPiACOEt 100 mg/Kg
LPiMeOH 100 mg/Kg 10- LPiMeOH 100 mg/Kg

LPIEEB 100 mg/Kg

Variagao do tempo de laténcia (s)

s

LPIEEB 100 mg/Kg

Figura 1: Efeito do extrato etandlico de Lychnophora pinaster (LPiEEB) e das suas fracdes diclorometanica (LPiD), acetato etilica
(LPiAcOEt) e metandlica (LPiMeOH), na dose de 100 mg/kg, sobre a variagdo do tempo gasto para que os camundongos lambessem
a pata ou pulassem da placa aquecida, 30, 60, 90 e 120 minutos ap6s a administracdo dos tratamentos e do veiculo. Os valores
representam a média + e.p.m. * P<0,05 comparado ao grupo controle. ANOVA seguido de teste de Dunnett.

Contorgoes totais

E3 Controle

B3 Indometacina 10 mg/Kg
£ LPIiD 100 mg/Kg

M LPiAcOEt 100 mg/Kg
m LPiMeOH 100 mg/Kg

LPIEEB 100 mg/Kg

Numero total de contor¢gées em 30min

Figura 2: Efeito do extrato etandlico de Lychnophora pinaster (LPiEEB) e das suas
fragdes diclorometanica (LPiD), acetato etilica (LPiAcOEt) e metandlica (LPiMeOH)
sobre o numero total de contor¢des induzidas pelo acido acético em camundongos
em 30 minutos de observacéo. Os valores representam a média + e.p.m. (n=8 por
grupo). * P<0,05 comparado ao grupo controle. ANOVA seguido de teste de Dunnett.
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& BUYUKOKUROGLU, 2001; MORRIS, 2003). Durante
a primeira hora, o edema de pata induzido por
carragenina esta relacionado ao trauma da injecao.
Na fase inicial (60 - 90 min) ocorre a liberacao
de histamina e serotonina. A fase intermedidria
(@umento da permeabilidade vascular) é mantida
por cininas (principalmente a bradicinina produzida
pela calicreina) de 90 - 150 minutos. A fase final (150
min - 6h) estd correlacionada a elevada producao
de prostaglandinas, produtos da cicloxigenase, na
resposta inflamatoéria (RONALD and CHRISTOPHER,
1990), principalmente da ciclooxigenase-2 (Cox-2)
(SEIBERT et al., 1994). Nesta ultima fase da reacao
inflamatéria as prostaglandinas desempenham acao
principal caracterizada por hiperalgesia, migracao
de leucdcitos e edema pronunciado, com pico entre
a terceira e quarta hora (HENRIQUES et al., 1987). As
cininas e as prostaglandinas sao apontadas como as
principais substancias desencadeantes deste edema
(VANE and BOLTING, 1995).

O diclofenaco é um anti-inflamatério nao-esteroidal
com baixa seletividade para a COX-2 (CRYER &
FELDMAN, 1998), classicamente utilizado em modelos
animais da inflamacéao (SUMEN et al., 2001). No edema
induzido por carragenina, a COX-1 predomina nas
primeiras duas horas seguido do predominio da
COX-2 na terceira hora do estimulo (SEIBERT et al.,
1994; TORIYABE et al., 2004). O diclofenaco afeta
indistintamente, ambas as isoformas de COX sendo
mais eficiente na modulacdo do edema inflamatério
quando comparado as drogas seletivas da COX-2
(CAVALCANTE, 2007). Por ser um inibidor da COX,
consequentemente, reduz a producao de PGs
evitando a potencializacdao exercida pelo efeito
vasodilatador destes mediadores lipidicos reduzindo,
assim, o edema inflamatério (TULUNAY, 2000).

Baseado no exposto acima, o extrato etandlico de
L. pinaster e suas fracdes parecem exercer o efeito
antiedematogénico pela atuagao sobre a producao
de prostaglandinas por meio da inibicao das enzimas

responsaveis pela producao das mesmas.

Das folhas, caule e flores de L. pinaster foram
isolados hidrocarbonetos saturados, os 4cidos
isoclorogénico, clorogénico, caféico, cinamico, os
flavonoides quercetina, rutina, isovitexina, vitexina
e pinobanksina, os terpenos acido E-licnoférico,
15-desoxigoiazensolida, lupeol, misturas de a e B
amirinas e friedelina, 3-O-acetil-lupeol, 3-O-acetil-
pseudotaraxasterol, 3-O-acetil-a-amirina, 3-B-O-
Ac,A’-baurenila e 4,4-dimetil-cholesta-22-24-dien-
5-ol e os esteroides estigmasterol e [-sitosterol
(ALCANTARA et al, 2005; SILVEIRA el al, 2005
FERREIRA et al., 2005; KELES et al., 2010; ABREU et al.,

2011).

Os terpenos, flavonoides e acidos fendlicos possuem
comprovado efeito anti-inflamatério e podem
contribuir para a atividade antiedematogénica

apresentada pelo extrato etanélico.

Em animais, a resposta nociceptiva pode ser detectada
por meio de uma reacao de fuga ao estimulo nocivo.
Além disto, manifestacoes fisioldgicas de nocicepcao
medular ou supramedular podem ser utilizadas na
avaliacdo de possiveis efeitos analgésicos de drogas e
seus mecanismos de a¢ao, bem como no entendimento
do processo doloroso (ZIMMERMANN, 1983).

A escolha do método mais apropriado para avaliacao
da resposta nociceptiva é fundamental para a correta
interpretacao e estudo dos mecanismos envolvidos na
transmissao da resposta dolorosa e dos agentes que
interferem nestas vias. As caracteristicas desejaveis de
um método de avaliacao incluem a reprodutibilidade
além de ndo ser invasivo e permitir a quantificacdo do
fendémeno (LE BARS et al., 2001).

Em geral, os testes algesimétricos inflamatérios sao
baseados na analise de respostas comportamentais
desencadeadas

diretamente por um processo

inflamatério, como os modelos de contorcdo
abdominal e incapacitacao articular, ou que sao

deflagradas indiretamente por um estimulo exégeno
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primario ou associado ao processo inflamatério como
os testes de retirada da pata evocada por pressao ou
calor (LAVICH et al., 2005).

O modelo da placa quente é um dos testes
termoalgesimétricos comumente utilizados para
investigacdao de nocicepcao e analgesia em roedores.
Este método foi originalmente descrito por Woolfe &
Macdonald (1944). Posteriormente, foram propostas
adaptacdes ao teste visando uniformizar e aumentar
sua reprodutibilidade (EDDY and LEIMBACH, 1953).
Estes autores propuseram que fossem utilizadas
temperaturas entre 50 e 55° C, caracterizando melhor
a resposta observada. A técnica consiste no registro
temporal doinicio daresposta nociceptivadosanimais
colocados sobre uma superficie com temperatura
constante. Decorridos alguns segundos o estimulo
térmico se torna aversivo e os animais reagem com um
padrao consistente de comportamento. As respostas
observadas incluem salto, pontapés, sapateio,
sacudida da pata, lambida ou até mesmo a contencao
da pata junto ao corpo. A observacao de um destes
comportamentos determina o final do teste. Parte da
confiabilidade deste teste reside no fato de que estes
comportamentos raramente sdo manifestados pelo
animal na auséncia do estimulo térmico (EDDY et al.,
1950). Este teste é capaz de detectar e quantificar os
efeitos analgésicos de drogas que atuam no sistema
opioidérgico e as que previnem a sensibilizacdo
de nociceptores, tais como a morfina e AINEs
(paracetamol e 4cido acetilsalisilico).

O método de contorcdes induzidas por acido acético
envolve uma resposta a administracao intraperitoneal
desse agente nocivo, que consiste em uma onda
de constricdo e elongacdo que passa pela parede
abdominal, algumas vezes acompanhada pela torcao
do tronco e seguida de uma extensao das patas
traseiras, essa resposta foi denominada contorcao
abdominal (COLLIER et al., 1968).

Segundo alguns autores o efeito nociceptivo resulta

de um mecanismo envolvendo eicosandides e aminas
simpaticomiméticas (SANTOS et al., 1988). Um estudo
mais aprofundado levou a demonstracao de que essa
acdo se deve a um efeito sinérgico das citocinas TNF-q,
interleucina 1 e interleucina 8, que sao produzidas
por macréfagos peritoneais e mastécitos (RIBEIRO et
al., 2000).

Aindometacina é considerada o melhor farmaco para
supressao das contorcdes induzidas por acetilcolina
em camundongos (COLLIER et al., 1968), que possui
caracteristicas semelhantes ao acido acético, no
que diz respeito a geracdo da contorcao. Por isso
esse farmaco foi utilizado como referéncia neste
teste. Esse método é considerado de triagem, uma
vez que é bastante inespecifico, e permite deteccdo
de substancias com atividade antinociceptiva,

principalmente, periférica.

Todas as fracbes avaliadas e o extrato etandlico
apresentaram atividade significativa em relacdo ao
controle, possuindo acdo semelhante a do farmaco
padrdao, indometacina, e indicando um efeito
antinociceptivo periférico. Um provavel mecanismo
paraaacaoantinociceptivaseriaareducaodaliberacao
de substancias enddgenas que se relacionam com o
processo da dor e que sao avaliadas por esse método.
Que pode ocorrer devido as muitas substancias
isoladas de L. pinaster, terpenos (CHATURVEDI, 2011),
flavonoides e acidos fendlicos (KASSIM et al., 2010),
que possuem comprovada atividade anti-inflamatoéria
via moderacao da liberacao de mediadores quimicos

que induzem a nocicepcao.

No métododa placaquenteocalorinduzanocicepcao,
que ocorre por uma interacao entre as fibras C, que
apresentam terminagdes termoceptivas e as fibras
A, que induzem o reflexo de retirada da pata pela
ativagao das mesmas terminagoes (TAVARES, 2008).

Apesar de diversos farmacos, como sedativos e
relaxantes musculares, atuarem em nivel central (VAZ
et al., 1996), a indometacina nao apresenta atividade
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nesse método (SANTOS et al., 1998), que é comumente
utilizado para avaliacdo de analgésicos narcéticos.
Por isso, o farmaco referéncia utilizado foi a morfina,
um narcético opidide que apresenta atividade nesse
teste. A variacdo do tempo para que os animais
apresentassem o reflexo de lamber a pata traseira
ou pulassem da placa foi o parametro considerado
neste ensaio. Como foram feitas medicdes aos 30, 60,
90 e 120 minutos apds a administracao das solucdes
analisadas, ha possibilidade de comparar o tempo
de acdo das diferentes fracdes, quando essa for
significativa.

O arsenal farmacolégico para o tratamento da
dor é composto, basicamente, por dois grandes
grupos de drogas analgésicas: os opidides, que
atuam diretamente na transmissdao nociceptiva do
sistema nervoso central pela ligacao aos receptores
opiodides (HOSKIN and HANKS, 1991; ZADINA et al,,
1997), e drogas anti-inflamatérias nao-esteroidais
(AINES) que previnem a sensibilizacao de receptores
periféricos e centrais da dorinibindo a ciclooxigenase
(CASHMAN, 1996).

Os opidides e as drogas anti-inflamatdrias nao-
esteroidais, ndo sdo adequados a todos pacientes e
em todos os casos. Particularmente é na dor cronica,
onde se observa suas limitagées, como por exemplo,
nos numerosos efeitos adversos, incluindo propensao
a tolerancia. Dessa forma, a pesquisa visando a
descoberta de outras terapias alternativas se faz
necessaria. As plantas medicinais sdo conhecidas
por serem importante fonte de novas substancias
quimicas com potenciais efeitos terapéuticos. A
pesquisa com plantas utilizadas tradicionalmente
pela populacao no alivio de dores desempenha papel
estratégico na busca de novas drogas analgésicas
(VONGTAU et al., 2004).

Da arnica L. pinaster ja foram isolados os flavonoides
quercetina, rutina, isovitexina, vitexina e pinobanksina
e os acidos isoclorogénico, clorogénico e caféico
(ALCANTARAetal.,2005; SILVEIRA et al.,2005.; FERREIRA

et al., 2005; KELES et al., 2010; ABREU et al., 2011). Estas
substancias possuem relativa polaridade, podendo
estar presentes nas fragdes mais polares, o que sugere
que essas substancias possam estar envolvidas na
atividade antinociceptiva promovida por LPiAcOEt e
LPiMeOH. Além da atividade periférica, apresentam
a acdo analgésica em nivel central, ja que as fragdes
apresentaram resultados pelos dois métodos. Nesse
sentido, outro estudo também demonstrou que
a quercetina induz atividade antinociceptiva pela
modulacao de vias adrenérgicas (KAUR, 2005).

CONCLUSOES

Os resultados encontrados confirmam as acdes do
extrato etandlico de L. pinaster sobre a inflamacao e
dor e que estas atividades podem estar relacionadas
com mediadores da inflamacdo envolvidos na
nocicepcao e enzimas responsaveis pela producdo
de prostaglandinas responsaveis por inducdao de
inflamacdo. Os terpenos, flavonoides e 4cidos
fenodlicos podem estar relacionados com o efeito
anti-inflamatério produzido pelo extrato etandlico e
os flavonoides e acidos fenodlicos podem contribuir
para o efeito antinociceptivo do extrato etandlico de
L. pinaster.
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