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RESUMO NA LINGUA VERNACULA

ESTUDO DAS ATIVIDADES ANTIFUNGICA, ANTIINFLAMATORIA INTESTINAL E
ANTINOCICEPTIVA VISCERAL DO LATEX DO CROTON URUCURANA BAILL. Luilma
Albuquerque Gurgel. Orientador: Prof. Dr. Vietla Satyanarayana Rao. Tese de
Doutorado. Programa de Pds-Graduagdo em Farmacologia. Depto. de Fisiologia e
Farmacologia. Faculdade de Medicina. Universidade Federal do Ceara, 2005.

O latex vermelho (Sangre de Grado) extraido de algumas espécies de Croton é
utilizado na medicina popular no tratamento de cancer, reumatismo, feridas, ulceras,
diarréia, célicas intestinais e no combate as infec¢des. O presente trabalho teve por
objetivo investigar uma possivel atividade antimicrobiana do latex do Croton
urucurana Baill. (LCU) e seu potencial antiinflamatério intestinal e antinociceptivo
visceral. Foram utilizados os modelos de colite induzida por acido acético e lesao
intestinal induzida por isquemia-reperfusdo mesentérica em ratos; contorgdes
abdominais induzidas por acido acético, cistite induzida por ciclofosfamida e dor
visceral induzida por capsaicina em camundongos; além de modelos, in vitro,
avaliando as atividades antibacteriana e antifungica do LCU. No modelo de colite
induzida por acido acético, o pré-tratamento com LCU (200 e 400 mg/kg, v.r.)
reduziu (p<0,05) a relagdo peso umido/comprimento do colon, a atividade das
enzimas mieloperoxidase e catalase e a produgao de nitrito em relagéo ao controle.
No modelo de isquemia-reperfusdo mesentérica o pré-tratamento com o LCU (200 e
400 mg/kg, v.o.) preveniu (p<0,01) o aumento das atividades da mieloperoxidase e
catalase e o aumento dos niveis de nitrito associados a isquemia-reperfusdo. O LCU
(200 mg/kg) também preveniu (p<0,001) a redugao no nivel de glutationa reduzida
neste modelo. Ambas as doses reduziram (p<0,05) o numero de contorgdes
induzidas por acido acético, o numero de comportamentos nociceptivos induzidos
pela capsaicina e o tempo de comportamentos relacionados a dor visceral na cistite
induzida por ciclofosfamida. O pré-tratamento com naloxona (5 mg/kg, i.p.) reverteu
a atividade antinociceptiva do LCU (200 mg/kg, v.0.) no modelo de dor visceral
induzida por capsaicina, contudo, a ioimbina (2 mg/kg, i.p.) nao foi capaz de reverter
tal efeito. A atividade antinociceptiva do LCU, neste modelo, ndo foi potencializada
pela administracdo de L-nitro arginina metil éster (20 mg/kg, i.p.) ou vermelho de
ruténio (3 mg/kg, s.c.). O LCU n&o demonstrou atividade contra Staphylococcus
aureus e Escherichia coli e as leveduras Candida sp., Trichosporon sp. e Malassezia
sp., no entanto, apresentou atividade contra os dermatdfitos Trichophyton
mentagrophytes, Trichophyton tonsurans, Trichophyton rubrum, Microsporum canis e
Epidermophyton floccosum no método de difusdo em discos e demonstrou
concentracao inibitéria minima de 1,25 mg/mL para o Trichophyton tonsurans e 2,5
mg/mL para as demais espécies. Os resultados sugerem que o LCU apresenta
atividade antiinflamatdria intestinal, possivelmente por sua agao antioxidante, além
de atividades antinociceptiva visceral e antifungica. Sua atividade antinociceptiva
nao depende de mecanismo ay-adrenérgico, contudo parece haver envolvimento de
mecanismo nitriérgico e opioide, assim como de receptores vaniloides. Estes
resultados confirmam o uso popular do LCU e este pode ser explorado como
alternativa para o tratamento das dermatofitoses, das doencas inflamatdrias
intestinais e dos disturbios da fungéo gastrointestinal.

Palavras-chave: Croton urucurana, dermatofitos, inflamacgao intestinal, nocicepg¢ao
visceral.



RESUMO EM LINGUA ESTRANGEIRA

The red sap (Sangre de Grado) extracted from some Croton species is used in folk
medicine for the treatment of cancer, rheumatism, wounds, ulcers, diarrhoea,
intestinal colics and to combat infections. The aim of this study was to evaluate a
possible antimicrobian activity of the sap extracted from Croton urucurana Baill.
(SCU) and its intestinal antiinflammatory and visceral antinociceptive potential. The
experimental models used were acetic acid-induced colitis and mesenteric
ischemia/reperfusion-induced intestinal injury in rats; acetic acid-induced writhing,
cyclophosphamide-induced cystitis and capsaicin-induced visceral pain in mice; and
in vitro models to evaluate the antibacterian and antifungal activities of SCU. In the
acetic acid-induced colitis, the pretreatment with SCU (200 and 400 mg/kg, r.r.)
reducted (p<0,05) the wet weight/length ratio of colonic tissue, the myeloperoxidase
and catalase activities and the nitrite production in comparison to control animals. In
mesenteric ischemia/reperfusion model the pretreatment with SCU (200 and 400
mg/kg, p.o.) prevented (p<0,01) the increase in the myeloperoxidase and catalase
activities and the ischemia/reperfusion-associated increase in nitrite level. The SCU
(200 mg/kg, p.o.) also prevented (p<0,001) the depletion in reduced glutathione level
in this model. Both doses reduced (p<0,05) the number of acetic acid-induced
writhing, the number of capsaicin-induced nociceptive behaviour and the time of
visceral pain-related behaviour in cyclophosphamide-induced cystitis in mice. The
pretreatment with naloxone (5 mg/kg, i.p.) reverted the SCU (200 mg/kg, p.o.)
antinociceptive activity in capsaicin-induced visceral pain model, however, ioimbine
(2 mg/kg, i.p.) failed to mitigate in a significant manner, this antinociceptive effect.
The SCU antinociceptive activity, in this model, was not potentiated by L-nitro-
arginine-methyl esther (20 mg/kg, i.p.) or rutheniun red (3 mg/kg, s.c.). SCU failed to
show activity against the bacterias (Staphylococus aureus and Escherichia coli) and
yeasts tested (Candida sp., Trichosporon sp. and Malassezia sp.), although,
presented activity against the dermatophytes Trichophyton mentagrophytes,
Trichophyton tonsurans, Trichophyton rubrum, Microsporum canis and
Epidermophyton floccosum in paper disk diffusion method and showed minimal
inhibitory concentration of 1,25 mg/mL for Trichophyton tonsurans and 2,5 mg/mL for
the others species. In conclusion, the results of this study suggest that the SCU
presents intestinal antiinflammatory activity, possible because of its antioxidant
action, visceral antinociceptive activity and antifungal activity against dermatophytes.
Its antinociceptive effect is probable dependent of opioid and nitriergic mechanism,
with a possible participation of vaniloid receptors without involvement of ap-
adrenergic receptors. This results confirm its popular use, and it can be explored as
an alternative treatment for dermatophytosis, inflammatory intestinal diseases and
functional gastrointestinal disorders.

Key-words: Croton urucurana, dermatophytes, intestinal inflammation, visceral
nociception.
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1 INTRODUGAO

1.1 AFITOTERAPIA

O uso de produtos naturais com propriedades terapéuticas é tdo antigo
quanto a civilizagdo humana e, por um longo tempo, minerais, plantas e produtos

animais foram as principais fontes de drogas (DE PASQUALE, 1984).

O documento médico mais antigo conhecido é sumeriano e data de 4.000
anos atras. Este documento menciona remédios a base de plantas utilizados no
tratamento de diversas doengas (KONG et al., 2003). O papiro de Ebers, espécie de
farmacopéia farabnica, escrita em torno de 1.550 a.C., ja se referia aos
medicamentos de origem vegetal e mencionava cerca de 700 remédios, entre eles, o

bulbo da cila, o 6leo de ricino e a genciana.

Muitas plantas sao atualmente utilizadas para uma variedade de problemas
de saude como ansiedade, artrite, febre, gripes, constipagao, cefaléia, infecgdes,
insdnia, disturbios intestinais, sintomas pré-menstruais, estresse, Ulceras e

indisposigao (CRAIG, 1999).

As plantas medicinais sdo um importante elemento da medicina indigena. Na
Amazonia, por exemplo, os indigenas usam pelo menos 1.300 espécies de plantas.
No Sudeste da Asia, os curadores tradicionais utilizam 6.500 plantas diferentes para

tratar malaria, ulceras de estdmago, sifilis e outras doencas (KONG et al., 2003).
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A importancia dos produtos naturais € claramente percebida, mesmo se for
considerado apenas o impacto do descobrimento da penicilina, obtida de
microrganismos, no desenvolvimento da terapia antiinfecciosa. Cerca de 25% das
drogas prescritas em todo o mundo sdo derivadas de plantas. Das 252 drogas
consideradas como essenciais pela Organizacdo Mundial de Saude, 11% sé&o

originadas de plantas (RATES, 2001).

Tem-se observado um entusiasmo sem precedentes na imprensa brasileira
quanto as potencialidades de exploragdo dos recursos naturais. No Brasil, o
mercado para terapias a base de plantas medicinais movimenta hoje em torno de
US$ 500 milhdes. Esta cifra € pequena, se comparada aos valores publicados para
a Europa e EUA, no ano de 2000: US$ 8,5 e 6,3 bilhdes, respectivamente (SIMOES;
SCHENKEL, 2002). Esses valores indicam um mercado com potencial em

expansao.

O contexto social moderno e a visdo econdmica dos servigos de saude, a
necessidade do mercado farmacéutico e o reconhecimento de que a pesquisa
envolvendo plantas medicinais usadas na medicina popular representa um caminho
para o desenvolvimento de novas drogas (CALIXTO, 1996; ELISABETSKY, 1987)
tém proporcionado um aumento no numero de publicacdes nesta area, e instituicbes
privadas e governamentais estado financiando projetos de pesquisa em todo o mundo
(RATES, 2001). Contudo, o potencial de uso das plantas como fontes de novas
drogas ainda é pouco explorado. Das 250.000 a 500.000 espécies de plantas
estimadas, apenas uma pequena percentagem foi investigada fitoquimicamente e
uma percentagem ainda menor foi estudada em termos de suas propriedades

farmacolégicas (RATES, 2001).
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Estima-se que no Brasil exista um total de 40 a 50 mil espécies vegetais;
estes dados promovem o Brasil ao titulo: “o pais que possui 0 maior numero de

espécies vegetais no mundo” (FARNSWORTH; SOEJARTO, 1991).

No segmento académico, a convicgao da importancia dos recursos naturais
para o desenvolvimento vem de longa data. Afinal, as plantas fazem parte da vida do
homem desde seus primérdios e sua importdncia nos diversos estagios de

desenvolvimento da sociedade € inegavel.

Na area farmacéutica, as plantas e os extrativos vegetais foram e continuam
sendo de grande relevancia, tendo em vista a utilizagdo das substancias ativas como
prototipos para o desenvolvimento de farmacos e como fonte de matérias-primas
farmacéuticas, tanto para a obtencédo de farmacos (que sao as substancias ativas
isoladas), como para a obtencgdo de adjuvantes (produtos utilizados na formulagao
de medicamentos) ou, ainda, de medicamentos elaborados exclusivamente a base
de extratos vegetais; os medicamentos fitoterapicos (SCHENKEL; GOSMANN;

PETROVICK, 2001).

O Brasil possui uma das maiores bases universitarias das Américas,
perdendo apenas para os EUA; nossos cientistas publicam em revistas de grande
impacto; nosso sistema de pds-graduacgéo é de excelente nivel e serve de exemplo
para varios outros paises; muitas patentes que geraram medicamentos, hoje
comercializados por empresas multinacionais, tiveram origem em universidades
brasileiras; temos a maior biodiversidade do planeta; algumas universidades
brasileiras possuem equipamentos analiticos equivalentes aos das grandes
universidades estrangeiras. No entanto, os recursos para financiar pesquisas com o

objetivo de identificar compostos de origem vegetal que possam ser utilizados no
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desenvolvimento de farmacos ainda sao insuficientes em volume e constancia tendo
em vista o alto custo do desenvolvimento destes produtos. Isto faz com que as
pesquisas realizadas nas Instituicbes de Ensino Superior no Brasil ndo sejam

competitivas (SIMOES; SCHENKEL, 2002).

1.2 O GENERO CROTON

O género Croton pertence a familia Euforbiacea. Esta familia é constituida por
aproximadamente 300 géneros e 7.500 espécies, de distribuicdo cosmopolita, mas
com desenvolvimento mais acentuado nas regides tropicais e subtropicais. O género
com maior numero de espécies € o Euphorbia, com aproximadamente 1.500
espécies encontradas em todas as partes do planeta. Outros géneros com grande
nuamero de espécies sdo o Croton (750 espécies), Phyllanthus (400 espécies),
Acalypha (400 espécies), Macaranga (250 espécies), Antidesma (150 espécies),
Dryptes (150 espécies), Tragia (150 espécies), Manihot (150 espécies) e Jatropha

(150 espécies) (CRONQUIST, 1981 apud MATTOS, 2001).

As Euforbiaceas geralmente sdo arvores, arbustos ou mais raramente ervas,
algumas vezes ftrepadeiras, eventualmente suculentas, muito diferentes
quimicamente e em morfologia vegetativa (CRONQUIST, 1981 apud MATTOS,

2001).

As 750 espécies pertencentes ao género Croton encontram-se distribuidas
nas regides tropicais do planeta. Algumas destas espécies, como o Croton

urucurana Baillon, quando tém seu tronco cortado exsudam um latex de cor
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vermelha (Figuras 1 e 2) conhecido como Sangre de Grado ou Sangre de Drago (em
inglés Dragon’s Blood) nomes espanhdis dados a planta pelos Europeus em sua
chegada ao Novo Mundo, cinco séculos atras. No Brasil, o latex é também
conhecido como sangue de dragao, sangra d’agua, sangue de agua ou sangue de
pau. A origem do nome Sangre de Drago vem de algumas espécies do género
Dracaena da familia Agavaceae. Algumas das 60 espécies desse género também
produzem um latex de cor vermelha quando seu tronco é cortado ou sofre alguma
injuria (dando origem ao nome Dragon’s Blood). Uma destas espécies, a Dracaena

cinnabari Balf., era provavelmente conhecida na antiglidade (UBILLAS et al., 1994).

O Sangre de Grado tem sido utilizado por séculos e continua a ser usado por
uma grande diversidade de pessoas, especialmente na Colémbia, Equador, Peru,
Bolivia, Paraguai, México e América Central (UBILLAS et al., 1994). Ele é tao
utilizado na medicina popular que as arvores das quais ele é obtido encontram-se
em perigo de extingdo devido a demanda excessiva em paises como Peru e

Equador (PHILLIPSON, 1995).

O latex é utilizado na medicina popular por via oral ou através de
administragcao topica. No primeiro caso, € utilizado no tratamento de céancer,
reumatismo, hemorragias, gripes, tosses, Ulceras estomacais, cdlicas intestinais,
diarréia e no combate a infecgdes. No tratamento de infecgbes herpéticas, logo apos
a extracdo de dentes e ulceras na boca, ulceras abertas na pele e feridas ele é
aplicado topicamente (BETTOLO; SCARPATI, 1979; HARTWELL, 1969; ITOKAWA
et al., 1991; PERDUE et al., 1979; UBILLAS et al., 1994). O latex também é utilizado
diluido em agua para o uso em banhos de assento, em casos de sangramento
vaginal excessivo. Segundo Ubillas et al. (1994), ndo foram registrados efeitos

colaterais ap6s o uso interno.



FIGURA 1. Sangre de Grado obtido do Croton lechleri.
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FIGURA 2. Coleta do Sangre de Grado obtido do Croton lechleri.
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A dosagem, baseada no uso indigena e no uso popular em algumas regides
da América do Sul, € de 5 a 30 gotas do latex diluidas em agua, leite ou bebida
alcodlica, de uma a trés vezes ao dia, por cinco dias. Este tratamento é geralmente

repetido por um periodo de trés semanas.

Muitos efeitos farmacolégicos do Sangre de Grado foram descritos na
literatura, dentre estes efeitos estdo a atividade cicatrizante, antidiarréica, anticancer,
antiinflamatdria e antibacteriana (CHEN; CAI; PHILLIPSON, 1994; GABRIEL et al.,
1999; GURGEL et al., 2001; HOLODNIY et al., 1999; MILLER et al., 2000; PIETERS

et al., 1995).

As atividades biolégicas demonstradas por alguns compostos quimicos
isolados do Sangre de Grado s&o: atividade cicatrizante, antiinflamatdria e
antitumoral (ITAKAWA et al., 1991; PIETERS et al., 1995; VAISBERG et al., 1989)
do alcaldide taspina (PERDUE et al.,, 1979); atividade antiviral, antidiarréica,
antibacteriana e cicatrizante (CHEN; CAI; PHILLIPSON, 1994; UBILLAS et al., 1994)
de compostos fendlicos como as proantocianidinas (catequina e galocatequina) e
diterpenos (CAIl et al.,, 1991; CAIl; CHEN; PHILLIPSON, 1993b); atividade
antiinflamatéria da cajucarinolida e isocajucarinolida (ICHIHARA et al., 1992);
atividade contra Mycobacterium smegmatis e Staphylococcus aureus do composto
sonderianina (CRAVEIRO et al.,, 1981; CRAVEIRO; SILVEIRA, 1982); atividade
antibacteriana contra Baccilus subtilis e Escherichia coli das corberinas A e B (CAl,
CHEN; PHILLIPSON, 1993a); atividade neurotdxica de um diterpeno isolado do latex
do Croton linearis (ALEXANDRE et al.,, 1991) e atividade inibidora da proliferacéo
celular da lignana dihidrobenzofurano 3’,-4-O-dimetilcedrusina (PIETERS et al.,

1993).
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O composto SP-303, um oligbmero heterogénico, apresenta em sua
composicao (+)-catequina, (+)-galocatequina, (-)-epicatequina e (-)-galoepicatequina,
com predominio da (+)-galocatequina e da (-)-galoepicatequina (UBILLAS et al.,
1994). Este composto mostrou atividade anti-secretéria intestinal em modelos
animais in vivo e in vitro (GABRIEL et al., 1999). O SP-303 também exibiu potente
atividade antiviral e, apdés uma variedade de avaliagbes toxicolégicas, demonstrou
seguranga, particularmente por via oral, 0 que era previsto, uma vez que os taninos

condensados sdo um componente comum na dieta (UBILLAS et al., 1994).

Vale ressaltar que foi observado que existem variagdes na composi¢cao
quimica entre amostras de Sangre de Grado obtidas de regides diferentes (CAl;
CHEN; PHILLIPSON, 1993b). Contudo, talvez exista uma grande quantidade de
proantocianidinas no Sangre de Grado, uma vez que foi verificado que
aproximadamente 90% do peso seco do latex obtido do Croton lechleri é relativo as

proantocianidinas (CAl; CHEN; PHILLIPSON, 1993b).

Em resumo, as espécies de Croton conhecidas como Sangre de Grado
desempenham um importante papel na medicina popular de muitos paises da

América Latina.

1.3 O CROTON URUCURANA BAILLON

O Croton urucurana Baill. mede de 7 a 14 metros de altura e seu tronco de 25
a 35 cm de didmetro (Figura 3). A arvore tem folhas simples, prateadas na pagina

inferior, de 9 a 18 cm de comprimento (Figura 4). E uma planta decidua (suas folhas
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caem em certa época do ano), helidfita (necessita de luz solar direta para se
desenvolver), pioneira (¢ uma das primeiras que aparece apos a derrubada da
mata), seletiva higrofita (vive em ambiente com elevado grau de umidade),
caracteristica de terrenos muito umidos e brejosos, principalmente da floresta
latifoliada (vegetagdo com abundancia de espécies dotadas de folhas largas)
semidecidua. Floresce durante um longo periodo do ano, iniciando-se em dezembro
e prolongando-se até junho. A frutificacdo € quase simultdnea (Figura 5). Seus
nomes populares sdo muitos, dentre os quais encontramos sangre de grado, sangre
de drago, sangra d’agua, sangue-de-agua, urucurana, lucurana, licurana, capixingui,

tapexingui e tapixingui.

O Croton urucurana é uma arvore comumente encontrada no Paraguai, no
Norte da Argentina, no Sul e no Centro Oeste do Brasil e no Uruguai. No Brasil, a
arvore pode ser encontrada em Estados como Bahia, Rio de Janeiro, Minas Gerais,
Mato Grosso e Mato Grosso do Sul até Rio Grande do Sul (LORENZI, 1992 apud

LUCHI, 2004).

Existem pouquissimos estudos sobre a composicdo quimica da casca do
tronco do Croton urucurana. Estes estudos descrevem a presenca do acido acetil
aleuritdlico, catequina, galocatequina, sonderianina, B-sitosterol e seu glicosideo,
estigmasterol, campesterol (PERES et al., 1997; PERES at al., 1998a), e dois novos

diterpenos clerodano (PERES et al., 1998b).

Estudo fitoquimico do latex do Croton urucurana revelou a presenca de
saponinas, esterdides, taninos pirogalicos, taninos catéquicos, catequinas, flavonais,
flavonas, antocianinas, antocianidinas e alcaldides, dentre os quais foi identificada a

taspina (GURGEL, 2000; MATTOS, 2001). O principal polissacarideo do latex do
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Croton urucurana, o fucoarabinogalactano, foi isolado recentemente (MILO et al.,

2002).

S&o escassos na literatura estudos sobre a bioatividade do Croton urucurana.
Peres et al. (1997 e 1998a) demonstraram as atividades antimicrobiana (contra
Staphylococcus aureus e Salmonella typhimurium) e antinociceptiva de alguns
compostos isolados da casca do mesmo. Mais recentemente foi demonstrada a
atividade antidiarréica do latex obtido do Croton urucurana em modelos animais de
diarréia induzida por 6leo de ricino, transito gastrintestinal, secrecéo intestinal
induzida pela toxina da colera e no modelo de contratilidade induzida por serotonina
(5-HT) em jejuno isolado de rato in vitro (GURGEL, 2000; GURGEL et al., 2001).
Também foi mostrado que a atividade inibitéria do latex sobre o transito
gastrintestinal ndo depende de mecanismo opidide, nitriérgico, a-adrenérgico ou
colinérgico (GURGEL, 2000). Mattos, em 2001, demonstrou as atividades
antinociceptiva, antiinflamatodria, antiespasmaédica e cicatrizante do latex obtido do
Croton urucurana. Neste estudo, Mattos verificou que a atividade antinociceptiva do
latex envolve a interagdo com o sistema opidide, eicosandides e neuropeptideos
(taquicininas e/ou peptideos excitatorios) e seu efeito antiinflamatério envolve a
inibicdo de mediadores da resposta inflamatéria (prostaglandinas, 5-HT, histamina,

substancia P e leucotrienos) e inibicado da migragao celular.

Nao foram encontrados estudos sobre a bioatividade do latex extraido do

Croton urucurana contra fungos, inflamagdes intestinais ou dor visceral.
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FIGURA 3. Croton urucurana FIGURA 4. Folhas do Croton
Baill. urucurana Baill.

FIGURA 5. Flores e frutos do Croton urucurana Baill.
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1.4 INFECCOES FUNGICAS

Os fungos séo um grupo extremamente diversificado de organismos, com
aproximadamente 250.000 espécies amplamente distribuidas em todos os
ecossistemas (SELITRENNIKOFF, 2001). Os humanos e outros animais sao
expostos a fungos desde o momento do nascimento. Felizmente, apenas
aproximadamente 200 espécies sao patogénicas aos mamiferos, apesar de muitos

fungos nao patogénicos causarem sintomas de alergia (SELITRENNIKOFF, 2001).

As plantas também s&o expostas a um grande numero de fungos
patogénicos. Apesar delas nao possuirem sistema imune, as plantas tém
desenvolvido uma variedade de mecanismos potentes de defesa, incluindo a sintese
de compostos de baixo peso molecular, proteinas e peptideos que possuem

atividade antifungica (SELITRENNIKOFF, 2001).

Qualquer infeccao de origem fungica é chamada de micose. As micoses sé&o
classificadas, em cinco grupos, de acordo com o grau de envolvimento do tecido e
modo de entrada no hospedeiro. Sdo elas: sistémica, subcutanea, cutanea,

superficial e oportunista (TORTORA; FUNKE; CASE, 2000).

As micoses sistémicas sdo normalmente causadas por fungos que vivem no
solo, sendo a inalagdo dos esporos a rota de transmissdo. Sdo exemplos a

histoplasmose e a coccidioidomicose (TORTORA; FUNKE; CASE, 2000).

As micoses subcutineas sao localizadas abaixo da pele. A infecgao ocorre
por implantagéo direta dos esporos ou fragmentos de micélios em uma ferida aberta

na pele (TORTORA; FUNKE; CASE, 2000).
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As micoses cutaneas sado causadas por um grupo de fungos chamados
dermatofitos, que infectam apenas a epiderme, o cabelo e as unhas (TORTORA,;

FUNKE; CASE, 2000).

Os fungos que causam micoses superficiais estdo localizados ao longo dos
fios de cabelos e em células epidérmicas superficiais. Estas infecgdes sao

prevalentes em climas tropicais (TORTORA; FUNKE; CASE, 2000).

Um patdgeno oportunista é geralmente inofensivo em seu habitat normal, mas
pode tornar-se patogénico em um hospedeiro que se encontra debilitado ou
traumatizado, ou em individuos sobre tratamento com antibidticos de amplo
espectro, ou com o sistema imune comprometido por drogas ou por disturbios

imunes (TORTORA; FUNKE; CASE, 2000).

Durante as duas ultimas décadas, a incidéncia de infecgdes fungicas em
humanos, especialmente envolvendo pacientes com deficiéncia imune, tem
aumentado dramaticamente (COX; PERFECT, 1993; FOX, 1993; HERBRECHT,
1996). Os fungos mais implicados nas infeccbes neste grupo de pacientes
pertencem aos géneros Candida, Cryptococcus, Aspergillus, Histoplasma, Rhizopus,
Mucor, Acremonium, Fusarium e ao grupo dos dermatdfitos (LOEFFLER; STEVENS,

2003; PEREA; PATTERSON, 2002; WHEAT, 1995).

O aumento da incidéncia de infecgbes por fungos, juntamente a resisténcia
que estes agentes tém desenvolvido aos antimicéticos, tem levado a uma busca
constante por alternativas terapéuticas eficazes que possam oferecer melhores
opcdes de tratamento aos doentes (CARRILLO-MUNOZ; BRIO; QUINDOS, 2001;

GROLL; WALSH, 2002; ODDS; BROWN; GOW, 2003).
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Estudos recentes revelaram que microrganismos, incluindo os fungos, sao
mais semelhantes aos mamiferos do que se imaginava. Possivelmente como
consequéncia, muitas toxinas naturais que possuem atividade antimicrobiana
também sao téxicas as células de mamiferos, o que torna dificil a descoberta de

agentes antifungicos livres de efeitos colaterais (CARDENAS et al., 1999).

A maior parte do sucesso da medicina no ultimo século na prevengao e
tratamento de doencas infecciosas € atribuida a introducéo de vacinas, antibidticos e
melhoria na qualidade da agua e condi¢des sanitarias (CARDENAS et al., 1999). No
entanto, a lista de substancias quimicas com agao antifungica é ainda muito restrita
ao ser comparada com o numero de drogas antibacterianas disponiveis. Como
consequéncia das infecgdes por fungos representarem o parasitismo de um
organismo eucariotico sobre um outro eucariético (homem e animal), com diferengas
fisiolégicas muito pequenas, quando comparado a infecgbes bacterianas, é
necessario que as drogas antifungicas tenham aplicagao clinica adequada, com o

minimo de efeitos colaterais importantes (LACAZ; NEGRO, 1991).

As drogas antifungicas exercem acgdes fungistaticas ou fungicidas, direta ou
indiretamente. Os antifungicos tém caracteristicas especiais quanto ao mecanismo
de acao, via de administragcdo, agcdo em micoses superficiais e/ou sistémicas,
podendo ser classificados com base no sitio-alvo e estrutura quimica, sendo que
estes atuam em sua maioria na membrana celular (azdéis, anfotericina e nistatina),
excetuando-se a fluocitosina e a griseofulvina, que atuam na sintese do acido

nucleico (LACAZ; NEGRO, 1991).
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1.4.1 Dermatofitoses

Infeccbes humanas, particularmente aquelas envolvendo pele e mucosa,
constituem um sério problema, especialmente em paises tropicais e subtropicais em
desenvolvimento. As dermatofitoses, infec¢des superficiais cutaneas produzidas por
dermatofitos, sdo um exemplo de enfermidade infecciosa com elevada prevaléncia

na América Latina (LACAZ, 2002).

Os dermatéfitos crescem na queratina presente nos pélos, nas unhas e na
camada externa da epiderme. A infeccao é transmitida de um individuo para outro ou
a partir de um animal para o homem por contato direto ou por contato com cabelo
infectado e células epidérmicas. Trés géneros de fungos sdo envolvidos nas micoses
cutaneas. O Trichophyton pode infectar os cabelos, a pele ou as unhas; o
Microsporum usualmente envolve somente os cabelos ou pele e o Epidermophyton

afeta somente a pele e unhas (TORTORA; FUNKE; CASE, 2000).

Quanto a distribuicdo geografica, os dermatéfitos sdo ubiquitarios, ndo
havendo area ou grupo de pessoas que se encontrem isoladas destes fungos
(PALACIO et al., 1999). A variada distribuico etiolégica das dermatofitoses pode ser
explicada por areas onde condigbes geoclimaticas e sociais sdo extremamente
diferenciadas, fatalmente influenciando nas espécies de dermatodfitos isolados

(SIDRIM; MOREIRA, 1999).

Os dermatofitos apresentam uma predilegdo ecoldgica no que diz respeito a
sua adaptagdo ao meio ambiente, podendo ser divididos em 3 grandes grupos, em

relacdo ao seu habitat, sendo classificados como geofilicos, zoofilicos e



35

antropofilicos (SIDRIM; MOREIRA, 1999). Os dermatoéfitos antropofilicos causam
micoses apenas no homem, estdo entre eles: Microsporum audouinii, Trichophyton
rubrum, Trichophyton schoenleinii, Trichophyton mentagrophytes var. interdigitale,
Trichophyton tonsurans, Trichophyton violaceum, Epidermophyton floccosum, etc.
Entre os dermatofitos zoofilicos, que causam micoses nos animais, a partir dos quais
a infecgao € transmitida ao homem, podemos citar: Microsporum canis, Trichophyton
mentagrophytes var. mentagrophytes, Trichophyton verrucosum, Trichophyton
equinum, Microsporum gallinae, etc. Os geofilicos sdo espécies que se encontram
no solo, sdo eles: Microsporum gypseum, Microsporum fulvum, Microsporum nanum,

Microsporum cookei.

A epidemiologia é importante no controle das dermatofitoses. Os agentes
predominantes da tinea capitis na América do Norte sdo o Trichophyton tonsurans e
o Microsporum canis. O Trichophyton tonsurans é usualmente adquirido a partir de
infeccbes humanas e vem causando uma epidemia progressiva de 40 anos de
duracdo (BRONSON, 1983). O Microsporum canis € usualmente adquirido a partir
de gatos e caes infectados (SHAH et al., 1988; SNIDER; LANDERS; LEVY, 1993).
Ele é o agente predominante da tinea capitis nas areas rurais e em algumas partes
da Europa, do Mediterraneo Oriental e da América do Sul (ALTERAS et al., 1986,

SINSKI; FLOURAS, 1984).

Outras tinhas quando causadas por fungos antropofilicos tendem a estar
associadas a adultos e adolescentes, apesar de que infecgdes em criangas também
podem ocorrer (WEITZMAN; SUMMERBELL, 1995). O Trichophyton rubrum, o
Epidermophyton floccosum e o Trichophyton mentagrophytes antropofilico mostram
um padrédo comum de associagdo com a tinea corporis, tinea cruris e tinea pedis.

Além disso, o Trichophyton rubrum e o Trichophyton mentagrophytes estédo
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associados com a tinea manuum e com as onicomicoses (SINSKI; FLOURAS,
1984). Parece que a exposicdo a estes dermatofitos € uma ocorréncia comum

(WEITZMAN; SUMMERBELL, 1995).

Os dermatofitos zoofilicos, além da tinea capitis, causam mais comumente

tinea corporis em individuos de qualquer faixa etaria (SINSKI; FLOURAS, 1984).

Existem varios dermatdfitos zoofilicos que ocasionam enfermidades em
humanos, sendo o Microsporum canis e o Trichophyton mentagrophytes os de maior
relevancia médica por sua frequéncia e aspectos clinicos caracteristicos (SEGUNDO
et al., 2004). Os dermatdfitos zoofilicos constituem importantes agentes de

dermatofitoses ou tinhas em humanos no mundo (CABANES, 2000).

Os dermatofitos zoofilicos e geofilicos em geral tendem a formar lesdes que
sao mais inflamatérias que aquelas formadas por dermatoéfitos antropofilicos, mas
que também tendem a uma cura espontanea mais facilmente (RIPON, 1988 apud
WEITZMAN; SUMMERBELL, 1995). Este padrao ¢é visto na tinea capitis causada por

Microsporum canis (RIPON, 1988 apud WEITZMAN; SUMMERBELL, 1995).

Estima-se que 10 a 15% da populagdo humana podera ser infectada por
estes microrganismos no decorrer de sua vida (RUBIO et al.,, 1999). Estudos
epidemioldgicos indicam que as dermatofitoses estdo entre as doencas mais
comuns do mundo, sendo consideradas o terceiro disturbio de pele mais freqliente

em criangas menores de 12 anos e 0 segundo em populagao adulta (GREER, 1994).

Varios motivos sdo aventados para explicar o aumento da incidéncia destas
infecgbes nas ultimas décadas, entre eles: o uso abusivo de antibidticos, drogas

imunossupressoras € citostaticas, bem como o aparecimento de pacientes com
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sindrome da imunodeficiéncia adquirida, os quais constituem alvo para o
desenvolvimento das dermatofitoses (LACAZ, 2002; SIDRIM; MOREIRA, 1999).
Aliado a esses fatores, os dermatdfitos encontram nas condicdes de temperatura e

umidade do clima tropical, o habitat ideal para sua disseminacgao.

As drogas tépicas disponiveis sem prescri¢gao para as dermatofitoses incluem
0 miconazol e o clotrimazol, dentre outras. Um antibiético oral, a griseofulvina, é
frequentemente util nestas infecgdes, pois pode localizar-se no tecido queratinizado.
O cetoconazol oral também pode ser prescrito. Quando as unhas estao infectadas, o

itraconazol é a droga de escolha (TORTORA; FUNKE; CASE, 2000).

As drogas utilizadas no tratamento das dermatofitoses exibem alguns efeitos
colaterais e possuem eficacia limitada (CARAZO; LOSADA; SANJUAN, 1999;
GUPTA et al., 1998). Por este motivo, existe a necessidade do descobrimento de

uma droga antifungica segura e de maior eficacia.

Nos ultimos anos tem sido dada especial atengao aos fungicidas derivados de
plantas, baseado no conhecimento de que as plantas possuem sua propria defesa
contra fungos. Na presenca de patogenos (fungos, bactérias e virus) as plantas
podem produzir compostos para se protegerem contra ataques. O uso de plantas
medicinais no tratamento de doengas de pele incluindo infecgdes fungicas € uma
pratica antiga em muitas regides do mundo (IROBI; DARAMBOLA, 1993). Este uso
tem sido apoiado pelo isolamento de compostos com atividade antifungica a partir de
extratos de plantas (COSTA et al., 2000; PASSOS et al., 2002; SILVA et al., 2001;
SOUZA et al, 2002). Pesquisas realizadas com plantas podem levar ao
desenvolvimento de novas drogas efetivas contra fungos patogénicos humanos (ALI-

SHTAYEH; ABU GHDEIB, 1999; KIM; CHOI; LEE, 2003; NAVARRO GARCIA et al.,
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2003; NAVICKIENE et al., 2000; RAJENDRA PRASAD et al., 2004; SOUZA et al.,

2003).

1.5 DOENGAS INFLAMATORIAS INTESTINAIS

A doencga inflamatdria intestinal (DIl) compreende um grupo de doencgas
idiopaticas do intestino caracterizadas por inflamacdo crénica do mesmo com
periodos de exacerbacdo e remissao. Os sintomas iniciais sdo geralmente
sangramento retal e diarréia. Suas caracteristicas patoldgicas sao a presenga de
ulceracdo na mucosa e a infiltracado de neutrdfilos e linfocitos na mesma. Também

esta presente hiperreatividade visceral (CAMILLERI; FORD, 1998).

As duas principais categorias de DIl sdo a colite ulcerativa e a doenga de
Crohn, e cada uma delas é clinicamente e histologicamente distinta. O diagndstico
da colite ulcerativa e da doenga de Crohn é baseado em caracteristicas clinicas e
achados endoscopicos e histolégicos. Distinguir entre colite ulcerativa e doenga de
Crohn pode ser um desafio, em 10 a 20% dos pacientes nao € possivel fazer esta

identificacdo (KNIGGE, 2002).

O surgimento da doenga costuma ocorrer entre 15 e 25 anos ou entre 55 e 65

anos de idade (KNIGGE, 2002).

A incidéncia de DIl é amplamente variavel e depende de multiplos fatores,
incluindo antecedentes étnicos e localizagdo geografica. Apesar das DIl ocorrerem

em todo o mundo, a maior incidéncia € encontrada entre brancos na América do
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Norte (KNIGGE, 2002). Desde a Segunda Guerra Mundial, a incidéncia de DIl tem
crescido dramaticamente em paises em desenvolvimento (THOMPSON et al., 2000).
Dados epidemiolégicos sugerem que a incidéncia crescente de DIl esta associada
com o desenvolvimento social, uma vez que fatores ambientais comuns em
populagdes com baixo nivel sécio-econdmico estdo ligados com uma baixa
incidéncia de DIl (BACH, 2002). A exposi¢cao a condi¢gdes de higiene precarias na
infancia, por exemplo, reduz o risco futuro de desenvolvimento da doenca de Crohn

(GENT et al., 1994).

A etiologia exata das DIl continua desconhecida, contudo parecem estar
envolvidos fatores genéticos, ambientais e imunolégicos. O papel preciso da
genética na patogénese das DIl ainda nado foi bem identificado, mas algumas
caracteristicas da doencga sdo conhecidas, por exemplo, uma histéria familiar de DIl

€ encontrada em aproximadamente 10% dos pacientes com DIl (KNIGGE, 2002).

Agentes infecciosos foram apontados como importantes na patogénese das
DIl. Pesquisas sugerem que infecgbes podem atravessar a barreira intestinal e
iniciar uma sequéncia de eventos que resultem em inflamagao (KNIGGE, 2002).
Existem ainda evidéncias que indicam um envolvimento da flora intestinal na
resposta inflamatéria da mucosa em individuos com DIl (MARTEAU; SEKSIK;
SHANAHAN, 2003). Alguns estudos mostram que a mucosa de pacientes com DII
contém um numero maior de bactérias quando comparada com a mucosa de
individuos controle (SCHULTSZ et al., 1999; SWIDSINSKI et al., 2002). O papel
deletério de alguns microrganismos presentes na flora intestinal foi estabelecido em
modelos animais de DIl (BHAN et al., 1999). Contudo, até agora, nenhum
microrganismo especifico foi diretamente associado com a patogénese desta doenca

(MARTEAU et al., 2004).
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Fatores ambientais que parecem estar envolvidos na patogénese incluem:
estresse psicossocial, tabagismo, dieta e drogas como antiinflamatérios né&o
esteréides. Porém, até o momento, nenhum agente infeccioso isolado ou fator

ambiental isolado foi identificado (KNIGGE, 2002).

Acredita-se também que a DIl seja o resultado de uma resposta inadequada
do sistema imune da mucosa intestinal dirigida contra a presencga da flora normal
presente na luz do intestino. Esta resposta inadequada pode ser facilitada por
defeitos tanto na funcao de barreira do epitélio intestinal quanto no sistema imune da

mucosa (KNIGGE, 2002).

Existem muitos estudos que sugerem a hipétese de que a DIl possa resultar
de um problema de imunorregulagdo em relagdo aos antigenos que comumente
estdo presentes na luz intestinal. No individuo normal parece haver um balango
entre os mediadores da inflamagao (tanto os pro-inflamatérios quanto as citocinas
antiinflamatérias) (KNIGGE, 2002). Nas DIl, a tolerancia imune a flora endégena
pode ser aberrante, havendo um desequilibrio entre as citocinas pro e
antiinflamatdrias. Consequentemente uma resposta imune inapropriada pode ocorrer

e estimular uma inflamacéo crénica (KNIGGE, 2002).

A doenca de Crohn é caracterizada por inflamag¢ao transmural envolvendo
todas as camadas da parede de qualquer parte do trato gastrintestinal, podendo
haver a formacao de abscessos e fistulas. Também podem ser atingidos a boca, o
es6fago, o apéndice, o reto e 0 anus. A doenga pode resultar em abscessos severos
e recorrentes que freqlientemente resultam em incontinéncia e problemas
psicossexuais, além de obstrucdo intestinal. Dor abdominal, perda de peso e febre

sdo comuns e pode haver diarréia (KNIGGE, 2002).
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A apresentacgao clinica da doenga de Crohn é amplamente variada e o nivel
de atividade flutua em termos de severidade. Os locais mais frequentemente
afetados incluem o intestino delgado (30% dos casos), o ileo em associacdo ao
célon (40% dos casos), o célon (25% dos casos), e o estbmago em associacdo ao

duodeno (5% dos casos) (HANAUER; SANDBORN, 2001).

O impacto da doenga de Crohn no estilo de vida do paciente é consideravel.
As criancas podem ter comprometimento permanente no desenvolvimento
musculoesquelético, pela medicacdo ou por ma nutricdo. As perdas causadas pela
doenca na atividade sexual, no casamento e na vida familiar podem ser

devastadoras (KEIGHLEY; STOCKBRUGGER, 2003).

A colite ulcerativa é caracterizada por inflamacao cronica da mucosa do célon.
Os locais mais comumente envolvidos sdo: o reto e a regiao retosigméide (30% dos
casos), o reto, o sigmoide e o colon descendente (40% dos casos), e o célon em
toda sua extenséo (30% dos casos) (STENSON, 1995 apud KNIGGE, 2002). O grau
de atividade da doencga é altamente variavel. O sangramento retal € o sintoma mais
comum. Outros sintomas comuns incluem descargas mucopurulentas pelo reto,
urgéncia fecal, tenesmo (sensagao dolorosa na regiao anal com desejo continuo de
evacuar) e célicas abdominais (KNIGGE, 2002). O risco de desenvolvimento de
cancer de colon é significante. O paciente deve ser submetido a colonoscopia a
cada trés anos apds o diagndstico para acompanhamento da doenga (KEIGHLEY;

STOCKBRUGGER, 2003).

Estudos realizados em humanos mostraram que pacientes com colite
ulcerativa apresentam hiperreatividade visceral mesmo quando a doenga encontra-

se em periodo de remisséao (RAO et al., 1987).
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Uma variedade de manifestagcdes extraintestinais esta associada com as DII,
podendo preceder ou acompanhar seus sintomas (HANAUER, 1996).
Ocasionalmente as alteragdes extraintestinais dominam o quadro clinico. A causa
destas condicbes €& desconhecida, contudo, mecanismos imunologicos parecem
estar envolvidos. Alguns tipos de artrite estdo associados as DIl e representam a
manifestagdo extraintestinal mais comum (KNIGGE, 2002). Outras manifestagcbes
extraintestinais sao: doengas oculares, anormalidades envolvendo o figado e os

ductos biliares e complicagées tromboembdlicas (KNIGGE, 2002).

1.5.1 Tratamento das doencas inflamatérias intestinais

As metas do tratamento incluem alivio dos sintomas e manutencdo da

remissao da doenca e da qualidade de vida.

A primeira classe de medicamentos utilizados no tratamento das DIl inclui os
aminossalicilatos, corticosteréides, imunomoduladores, antibiéticos e agentes

bioldgicos (ONUMA; DAS, 1998).

A sulfassalazina € um antibacteriano, do tipo sulfapiridina, ligado a um
salicilato, o acido 5-aminossalicilico (5-ASA). O 5-ASA ¢ efetivo no tratamento da DI
de leve a moderada e possivelmente na manutencdo da remissao da doenca
(HANAUER, 1996). Estudos sugerem que a eficacia da terapia atual das DIl com o
5-ASA esta relacionada a sua atividade antioxidante. O 5-ASA é um potente

eliminador de espécies reativas de oxigénio (AHNFELT-RONN; NIELSSEN, 1987) e
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reduz a peroxidacao lipidica na doenca de Crohn e na colite ulcerativa (AHNFELT-

RONN et al., 1990).

Os corticosterdides sdo bastante efetivos no tratamento da DIl aguda e sao
também utilizados no tratamento da DIl moderada e severa (ONUMA; DAS, 1998).
Nao existem evidéncias de que os corticosterdides sejam efetivos na manutencéo da

remissao da doenga (ONUMA; DAS, 1998).

Os imunomoduladores azatioprina e 6-mercaptopurina sao efetivos no
tratamento das DII. A l6gica para o uso de imunomoduladores em pacientes com
colite ulcerativa e doenga de Crohn origina-se das observagdes apontando
mecanismos imunoldgicos na patogénese das DIl. Estes agentes podem causar
toxicidade, como supressao da medula 6ssea, pancreatite, toxicidade hepatica e

infeccoes (ONUMA,; DAS, 1998).

Sabe-se que a flora bacteriana desempenha importante papel na patogénese
das DIl. Antibiéticos, como o metronidazol e a ciprofloxacina, sao utilizados no
tratamento da doenca de Crohn com presenca de fistulas. O mecanismo de agao
dos antibidticos no tratamento das DIl ainda ndo é conhecido, contudo pode
envolver a modulacdo da resposta imune através de suas propriedades

antibacterianas (ONUMA; DAS, 1998).

Os produtos de origem biolégica representam um dos desenvolvimentos mais
recentes no tratamento das DIl. Avancos recentes em nossos conhecimentos sobre
a patogénese das DIl levaram a inumeras novas terapias voltadas para os aspectos
especificos das respostas imunes e os processos inflamatoérios ocorridos nas DI,

destacando-se o uso do anticorpo anti TNF-a (ONUMA; DAS, 1998).
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Em alguns casos, além da terapia medicamentosa, é realizado tratamento
cirargico. A proctocolectomia € curativa para a colite ulcerativa e elimina o risco de
cancer de colon. Na doenga de Crohn a cirurgia é paliativa. Além disso, a doenga de
Crohn geralmente recorre apds a ressecgao do segmento do intestino envolvido

(KNIGGE, 2002).

Os probidticos também tém sido utilizados no tratamento das DII. Acredita-se
que os probidticos combatem os disturbios na microflora intestinal e reduzem o risco
de colonizagao por bactérias patogénicas (SULLIVAN; NORD, 2002). Muitos estudos
clinicos tém sido desenvolvidos sobre a habilidade dos probidticos em prevenir ou
tratar infecgbes gastrintestinais. Os resultados destes estudos sugerem que o
Lactobacillus GG é uma das espécies mais promissoras na prevencao da diarréia

(SULLIVAN; NORD, 2002).

As terapias convencionais utilizadas nas DIl nem sempre resultam em
sucesso na busca da remissdo da sintomatologia ou na prevencao da reincidéncia
desta, e podem causar efeitos colaterais sérios. Por estes motivos cerca de 50% dos
pacientes procuram opg¢des alternativas de tratamento (HILSDEN; MEDDINGS;

VERHOEF, 1999; HILSDEN; SCOTT; VERHOEF, 1998).

Algumas pesquisas tém sido conduzidas no sentido de investigar produtos
naturais que possam ser utilizados no tratamento das DIl. O fruto da Cordia myxa
demonstrou atividade antiinflamatéria em modelo de colite induzida por acido acético
em ratos e parte deste efeito foi atribuida a sua atividade antioxidante (AL-AWADI et

al., 2001).
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A raiz da Polygala tenuifolia, uma planta medicinal bastante utilizada na China
e no Japao, preveniu a colite induzida por TNB em camundongos (HONG et al.,

2002).

O rutosideo, um flavondide com propriedade antioxidante, elevou os niveis de
glutationa no colon de ratos com colite induzida por TNB, além de reduzir a leséo

tecidual derivada do estresse oxidativo intestinal (CRUZ et al., 1998).

Um estudo realizado em pacientes com colite ulcerativa mostrou que o Aloe
vera foi capaz de reduzir o dano histolégico presente no célon (LANGMEAD et al.,

2004).

Muitos outros estudos utilizando extratos ou constituintes isolados de plantas
foram realizados em modelos animais de colite experimental e alguns destes
compostos utilizados demonstraram eficacia (AL-AWADI et al., 2001; CRESPO et
al., 1999; HONG et al., 2002; ZHOU; MINESHITA, 2000). As pesquisas continuam
em busca de extratos e compostos de origem vegetal promissores no tratamento das

DIl

1.6 OXIDAGAO E ANTIOXIDANTES

O termo radical livre refere-se a atomo ou molécula altamente reativo, que
contém numero impar de elétrons em sua ultima camada eletronica (HALLIWELL;
GUTTERIDGE, 1990). E este ndo emparelhamento de elétrons da ultima camada

que confere alta reatividade a esses atomos ou moléculas.
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O oxigénio normalmente aceita quatro elétrons e €, entdo, convertido em
agua. Porém, a redugao parcial de oxigénio ocorre nos sistemas biolégicos gerando
as espécies reativas de oxigénio (ERO), que sao potencialmente lesivas a proteinas,
acidos nucléicos e lipidios. A redugédo sequencial do oxigénio até a formagao de

agua é a seguinte:

Oxigénio (O2) — Anion superdéxido (O2) — Peréxido de hidrogénio (H,02) —

Radical hidroxila (OH®) — Agua (H,0)

O, e OH® sdo radicais livres, contudo, o H>O, ndo. Coletivamente sio

chamados de ERO.

O anion superoxido e o peroxido de hidrogénio (as primeiras espécies a
serem geradas) sao compostos relativamente ndo-danosos por ndo serem altamente
reativos, sendo que o peroxido de hidrogénio é o produto final mais comum dos
sistemas geradores das ERO. Porém, na presenca de metais de transi¢do, como
ferro e cobre, eles sdo convertidos no radical hidroxila, que € extremamente lesivo
por ser capaz de reagir com quase todas as substancias organicas. Esta reagao é

chamada de oxidagao catalisada por metais e esta ilustrada a seguir (Reagao 1).
Reacao 1:

o 4 -
H202 W OH OH

O perdxido de hidrogénio também pode ser convertido, na presenga de cloro,
a acido hipocloroso (HCIO) ou hipoclorito (OCI) (Reagdo 2), que sao potentes
agentes oxidantes e contribuem com o mecanismo de defesa contra os agentes
infecciosos, mas que também podem atuar sobre as células do hospedeiro, podendo

causar muitos danos em enfermidades inflamatérias (KETTLE; WINTERBOURN,
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1994). Esta conversdo é realizada pela enzima mieloperoxidase, uma enzima
amplamente distribuida no organismo, encontrada no interior de neutréfilos e, em
menores concentracbes, em mondcitos e macrofagos (MATHESON; WONG;

TRAVIS, 1981).

Reacgao 2:

H,O, M|elopg|ch|dase OCI + H,0

O aumento da atividade da mieloperoxidase é relatado em varios processos
patolégicos e esta associado com o aumento do estresse oxidativo, como no caso
das enfermidades infecciosas, inflamatérias e na lesdo por isquemia-reperfusao.
Nestes casos se demonstrou um aumento significativo da atividade da
mieloperoxidase, em proporc¢ao direta ao numero de neutrdfilos infiltrados no tecido,
portanto, se pode utilizar sua atividade como indice de migragao leucocitaria e de
estresse oxidativo (JUNGER et al., 1993; KOMATSU et al., 1992; NALINI; MATHAN;

BALASUBRAMANIAN, 1993; VENGE, 1994).

O anion superoéxido pode reagir com o oxido nitrico (NO) (Reagéo 3), dando

origem ao peroxinitrito, que é capaz de modificar residuos de aminoacidos.

Reacgao 3:

NO + O, - ONOO"

A oxidacdo mediada pelas ERO de alguns residuos de aminoacidos como a
lisina, arginina e prolina, leva a formagdo de grupos carbonil (AMICI; LEVINE;
STADTMAN, 1989; UCHIDA; KATO; KAWAKISHI, 1990). A oxidagado de proteinas

(medida pela formagao dos grupos carbonil) esta associada a situagdes de estresse
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oxidativo, como isquemia-reperfusdo (AYENE; AL-MEDI; FISHER, 1993; OLIVER et
al., 1990). A peroxidacao lipidica das membranas celulares e lipidios plasmaticos
induz também a formagao de grupos carbonil reativos como malonaldeido. Portanto,
os métodos de dosagem da molécula malonaldeido sdo parametros para medir a

peroxidacgao lipidica dos sistemas bioldgicos.

Alguns estudos apdiam fortemente a hipotese de que os oxidantes sao
importantes na produgao de fator de necrose tumoral a (TNF-a) (KONO et al., 2000;

WHEELER et al., 2001).

A geracao de ERO é um processo normal na vida de organismos aerobicos.
Fatores ambientais podem aumentar a atividade dos sistemas geradores de ERO,
como irradiagdo (raios-x, raios-y, luz ultravioleta) e poluentes na atmosfera (ozdnio,
oxido nitroso-N,O,, dioxido de nitrogénio-NO,, fumaca de cigarro). Sob condigdes
fisiologicas, estas espécies deletérias sdo em sua maioria removidas pelo sistema

antioxidante celular (BANERJEE et al., 2003).

O estado oxidativo é controlado, portanto, por antioxidantes enddégenos que
compdem nosso sistema de defesa antioxidante fisiolégico, como a glutationa
reduzida (GSH) e as enzimas superoxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase
(GPx), glutationa redutase (GR) e catalase, dentre outras, e por um amplo espectro
de antioxidantes exdgenos presentes na dieta como vitamina A, C e E
(GUTTERIDGE, 1995; KAYATEKIN et al., 2002). Com excegdo da vitamina E, que é
um antioxidante estrutural da membrana, a maior parte dos agentes antioxidantes

esta no meio intracelular (HEBBEL, 1986).

A SOD nos sistemas eucariontes existe de duas formas, a forma SOD-cobre-

zinco, presente principalmente no citosol, e a SOD-manganés, localizada
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primariamente na mitocdndria. Esta enzima catalisa a dismutacdo do superoxido

para formar H,O, e O, na presencga do proton H* (Reacéo 4).
Reacao 4:

20, + 2H* SOD | H,0,+ 0,

A catalase € uma enzima presente em células de plantas, animais e bactérias
aerobicas. Ela promove a conversdo do peroxido de hidrogénio em agua e oxigénio
(Reagao 5) (HALLIWELL, 1988). A catalase é localizada em organelas chamadas
peroxissomas. Os peroxissomas das células animais estdo envolvidos na oxidacao
de acidos graxos e na sintese de colesterol e acidos biliares. O peréxido de
hidrogénio € um produto da oxidagdo dos &acidos graxos. Portanto, a catalase

previne possiveis danos causados pelo peroxido de hidrogénio a célula.
Reacgao 5:
2H,0, Catalase 2H,0 + O,

A GSH é formada pelos aminoacidos glicina, cisteina e glutamato. Ela esta
presente na maioria das células e € o componente principal do estoque enddgeno de
grupos sulfidrilicos nao protéicos (SH-NP) no nosso organismo (BOYD; SASAME;
BOYD, 1979 apud MEISTER; ANDERSON, 1983). Sua capacidade redutora é
determinada pelo grupamento sulfidrila (—SH), presente na cisteina. Em estudos
anteriores foi demonstrado que radicais livres citotoxicos e niveis baixos de
compostos sulfidrilicos estdo associados com danos teciduais gastricos (MILLER et

al., 1985; PARMAR; TARIA; AGEEL, 1988).
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A GPx catalisa a reducao do H,O, a agua as custas da conversao da GSH a
glutationa oxidada (GSSG) (Reacéao 6) (BENZI, 1993). Apds a exposi¢do da GSH ao
agente oxidante, ocorre, portanto, sua oxidagao a GSSG. A recuperagao da GSH a
partir da GSSG é feita pela enzima GR, uma etapa essencial para manter integro o
sistema de protegcdo celular (GILBERT; MC LEAN, 1990). A GR depende da

nicotinamida-adenina-dinucleotideo-fosfato reduzida (NADPH).
Reacao 6:
GPx
2GSH + H,O, —» GSSG + 2H,0

O equilibrio entre a geragcado de radicais livres e a atividade antioxidante é
critico na patogénese de muitas doengas. Radicais de oxigénio tém sido apontados
como mediadores de uma variedade de eventos patolégicos, como cancer,
aterosclerose, diabetes, doenga hepatica, isquemia e no processo de

envelhecimento (OMAR; MCCORD; DOWNEY, 1991; SPATZ, 1992).

1.6.1 Espécies reativas de oxigénio e as doencgas inflamatoérias intestinais

Nas doengas inflamatérias intestinais, ERO (como superéxido, radical
hidroxila, peréxido de hidrogénio e acido hipocloroso) sdo produzidas em excesso
pela mucosa inflamada (BABBS, 1992; GRISHAM, 1994; SIMMONDS et al., 1992).
As fontes predominantes de ERO na mucosa inflamada sido provavelmente

leucdcitos ativados (REPINE et al., 1979) e episédios de isquemia-reperfusao
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(GRISHAM; GRANGER, 1988). O aumento no metabolismo do acido araquiddnico

(HAWKEY; RAMPTON, 1985) também pode levar a um excesso nesta produgao.

O estresse oxidativo resultante pode ultrapassar as defesas antioxidantes
endbégenas que regulam a produgcdo de ERO durante o metabolismo normal,
particularmente se existir no local baixo nivel de antioxidantes endégenos, como € o

caso da mucosa do célon (GRISHAM; MACDERMOTT; DEITCH, 1990).

Pacientes com colite manifestam elevada produgdo gastrintestinal de uma
variedade de citocinas e mediadores inflamatérios (PODOLSKY, 1991). Estudos
anteriores revelaram que a produgéao de ERO tanto na colite ulcerativa (SIMMONDS
et al.,, 1992) quanto na colite induzida por acido acético (KESHAVARZIAN et al.,

1990; KESHAVARZIAN et al., 1992) é significativamente mediada por neutrofilos.

As ERO sao apontadas como mediadoras do dano a mucosa. Tem sido
proposto que a excessiva producdo de ERO pela mucosa inflamada contribui
significativamente para o desenvolvimento da lesdo tecidual na colite ulcerativa
(BABBS, 1992). Compostos com atividade antioxidante devem ser investigados

quanto ao seu efeito benéfico nas doencgas inflamatdrias intestinais.

Varios modelos animais de inflamacéao intestinal tém sido estabelecidos e a
colite induzida por acido acético € um dos modelos de doenca inflamatdria intestinal
mais utilizados (MACPHERSON; PFEIFFER, 1978; NOA et al., 2000; SHARON;

STENSON, 1985).

O NO é um radical livre com atividade moderada em relacdo a outras
espécies. Ele é sintetizado a partir do aminoacido L-arginina por uma familia de

enzimas conhecidas como Oxido nitrico sintase (NOS). Existem duas isoformas
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(neuronal e endotelial) chamadas de 6xido nitrico sintase constitutiva (NOSc) e uma
terceira isoforma que pode ser induzida por certas citocinas, micrébios e produtos de
bactérias, chamada de oxido nitrico sintase induzida (NOSi) (KNOWLES;

MONCADA, 1994).

Muitos estudos em modelos de inflamacao intestinal demonstraram um
aumento na atividade da enzima NOSi e na produ¢do de NO (KANKURI et al., 1999;
MIAMPAMBA; SHARKEY, 1999; RACHMILEWITZ et al., 1993; RIBBONS et al.,
1995; YAMADA et al., 1993). Outros estudos tém comprovado o envolvimento do NO
na patogénese das DIl. Estes estudos confirmaram o aumento na produg¢ao de NO,
assim com na expressao de NOSi na mucosa intestinal de individuos com DIl ativa
(DIUKSTRA et al., 1998; KIMURA et al., 1998; RACHMILEWITZ et al., 1998;
SINGER et al., 1996). A expressdo de NOSi também ¢ intensa no epitélio do célon
inflamado na colite ulcerativa e na doenga de Crohn (KIMURA et al., 1998; SINGER

et al., 1996).

Nitrito (NO;) e nitrato (NOj3) sdo metabdlitos estaveis do NO e a
determinagao destes produtos nos fluidos biolégicos tem sido utilizada para estimar
a producdo de NO em muitos modelos experimentais, inclusive de inflamacao

intestinal.

O aumento da liberagcdo de NO pela indugao da NOSi no célon pode contribuir
diretamente para o dano a mucosa causado por uma variedade de mecanismos
incluindo a inibicdo da sintese de DNA e a inibicdo da funcdo mitocondrial
(DRAPIER; HIBBS, 1986; KWON; STUEHR; NATHAN, 1991). Contudo, o
mecanismo de dano ainda ndo esta claro, pois outro estudo utilizando um modelo

experimental de colite crénica induzida por acido trinitrobenzeno sulfénico (TNB) em
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ratos (PFEIFFER; QIU, 1995), mostrou resultados que demonstraram que a inibigao
da sintese de NO aumenta o dano a mucosa. Estes achados sugerem que deve
existir um equilibrio entre os efeitos citotoxicos e protetores do NO. E possivel que
pequenas quantidades de NO produzidas nas células epiteliais do célon pela NOSc
preserve a integridade do intestino, enquanto grandes quantidades de NO
produzidas como resultado da inducdo da NOSi exerga um efeito pré-inflamatorio

causando injuria ao tecido (KOLIOS; PETOUMENOS; NAKQOS, 1998).

1.7 DISTURBIOS DA FUNGAO GASTRINTESTINAL

O termo “disturbios da fungao gastrintestinal” (DFG) é utilizado para definir
algumas combinagdes variaveis de sintomas gastrintestinais crénicos e recorrentes

que nao possuem patofisiologia identificada.

Nestes ultimos anos, tem surgido um interesse crescente na complexidade
dos DFG. Estes disturbios representam um espectro de condicdes que podem afetar
qualquer parte do trato gastrintestinal e acompanham irregularidade na fungéo e na
sensacao visceral aferente, além de possuirem uma associacao forte com fatores

emocionais e estresse (HUNT; TOUGAS, 2002).

Na auséncia de qualquer alteragao objetiva, a identificacdo e classificagédo
dos DFG sao feitas tendo como base os sintomas. A classificagao mais utilizada é
baseada no Consenso de Roma Il, publicado em 1999, que classificou 24 DFG
divididos em 6 subcategorias de acordo com regidbes anatdmicas. Sao eles:

esofagicos, gastroduodenais, intestinais, biliares, anorretais e de dor abdominal.



54

Os DFG e doengas organicas podem coexistir ou um DFG pode persistir apés

a cura de uma doenga organica.

Observagodes clinicas sugerem que os DFG tendem a ocorrer em familias

(CORAZZIARI, 2004).

A literatura indica a incidéncia significativa de DFG em todo o mundo. Os tipos
que ocorrem mais freqientemente e que sdo mais investigados sao a sindrome do
intestino irritavel (Sll), a dispepsia, a constipacdo e os disturbios esofagicos

(CORAZZIARI, 2004).

A SlI é o disturbio da fungao gastrintestinal mais comum, tem uma incidéncia
na faixa de 5-25% e €& responsavel por 36% de todas as visitas aos
gastroenterologistas (CHANG, 2004). Tem sido sugerido que a Sll € uma desordem
caracterizada por disfungado na atividade motora do trato gastrintestinal, na sensagéao
visceral e/ou no processamento de informagdes pelo sistema nervoso central (SNC)
(HEITKEMPER; JARRETT, 2000), onde esta presente dor abdominal associada a
constipacao ou diarréia (HEITKEMPER; JARRETT, 2002). Muitos destes pacientes
culpam a gastroenterite aguda ou a disenteria por todos os seus sintomas intestinais,
e tem sido mostrado que as infeccbes intestinais desempenham um papel

importante na patogénese da Sl (SPILLER, 2003; WANG; FANG; PAN, 2002).

Si et al. (2004) verificaram, em um estudo utilizando 25 pacientes com SlI,
que o numero de enterobactérias presentes nas fezes destes pacientes encontrava-
se significativamente aumentado em comparagdo com amostras de fezes de
individuos saudaveis. Outros estudos mostraram que de 4 a 32% dos pacientes com
gastroenterite infecciosa desenvolvem a Sll (GWEE et al., 1996; NEAL; BARKER,;

SPILLER, 2002; RODRIGUEZ; RUIGOMEZ, 1999). O mecanismo preciso deste tipo
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de Sl ndo é conhecido, contudo existem algumas possibilidades: o processo
infeccioso pode causar lesdo no sistema nervoso entérico; o processo infeccioso
agudo pode afetar o numero de linfécitos T no trato intestinal e/ou alterar sua fungao;
a exposicao a agentes infecciosos pode induzir um estado crénico de inflamagéo ou
levar a alteracbes transitorias ou permanentes na motilidade gastrintestinal e na
reatividade visceral; ou uma destruicao tecidual local pode ocorrer com a liberagao
de mediadores quimicos, alterando desta forma a fungao gastrintestinal (LACY; LEE,

2005).

Ao nivel molecular, dois estudos demonstraram recentemente que existem
anormalidades no sistema de recaptacdo da 5-HT em pacientes com Sli
(CAMILLERI et al.,, 2002; COATES et al.,, 2004). O trato gastrintestinal contém
aproximadamente 90% a 95% do conteudo de 5-HT presente no corpo humano, a
maior parte localizada nas células enterocromafins revestindo a parede intestinal. A
5-HT age através de uma variedade de subtipos diferentes de receptores no
intestino incluindo os receptores 5-HT3; e 5-HT4. A 5-HT € um neurotransmissor vital
para a fungcdo gastrintestinal. Estudos tém mostrado que a 5-HT desempenha um
papel importante na motilidade gastrintestinal, na reatividade visceral, na fungao
imune gastrintestinal e no fluxo sanguineo (LACY; LEE, 2005). Um outro estudo
mostrou que as células enterocromafins podem estar em maior numero nos
pacientes com SllI liberando quantidades anormais de 5-HT e desta forma alterando

o peristaltismo e a reatividade visceral (SPILLER et al., 2000).

Outros estudos demonstraram que existem diferencas na forma de percepcéao
do estimulo visceral pelo SNC nos pacientes com Sll em comparagdo com
voluntarios saudaveis (SILVERMAN et al., 1997), sugerindo que os pacientes com

Sll processam a informacgéo sensorial do trato gastrintestinal de forma diferente dos
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individuos saudaveis. Muitos destes estudos demonstraram elevada reatividade
visceral na Sl (BERMAN et al., 2002; HU; TALLEY, 1996). Este aumento na
reatividade visceral pode explicar o papel de substancias especificas da dieta sobre
os sintomas da Sll. A intolerancia a frutose e a lactose, por exemplo, é associada a
uma produgdo elevada de gases e pode subsequentemente deflagrar um

desconforto abdominal secundario a distensdo no limen intestinal.

Além destas evidéncias, pacientes com Sll frequentemente relatam que
outros membros da familia apresentam sintomas similares. Isto levanta o
questionamento se a Sll desenvolve-se em resposta a fatores genéticos ou em

resposta a fatores ambientais (LACY; LEE, 2005).

Infelizmente, uma vez que a exata etiologia da Sl permanece desconhecida,

o tratamento é direcionado para o alivio dos sintomas.

Nao apenas os pacientes com Sll, mas muitos dos pacientes com DFG,
independendo da categoria de seus sintomas, apresentam hiperreatividade visceral
(MEARIN et al., 1991; RICHTER; BARISH; CASTELL, 1986; VERNE; ROBINSON;
PRICE, 2001), que pode ser interpretada como um transtorno na forma com que o

SNC modula o sinal visceral aferente (MAYER; RAYBOULD, 1990).

Muitos pacientes apresentam dois ou mais DFG. A dispepsia funcional (dor ou
desconforto na regido epigastrica) esta frequentemente associada com disturbios da
funcao do intestino. A SlI, por exemplo, esta presente em 23-50% dos pacientes com
dispepsia (AGREUS et al., 1995; CREAN et al., 1994; TALLEY et al., 1992; TALLEY

et al., 1993).
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Alguns estudos demonstraram redug¢ao na qualidade de vida relacionada a
saude de pacientes com DFG. De acordo com estes estudos, em pacientes com SlI,
a qualidade de vida relacionada a saude € menor que em pacientes com asma
(FRANK et al., 2002) e semelhante aquela de pacientes com outras doencgas
cronicas, como diabetes mellitus ou doenca renal em seu ultimo estagio (GRALNEK

et al., 2000).

1.7.1 Tratamento dos disturbios da funcao gastrintestinal

O tratamento dos DFG visa o alivio dos sintomas como a diarréia ou

constipacao, nausea e dor abdominal.

Agentes que estimulam o transito gastrintestinal sdo utilizados nos casos de
constipacao. A 5-HT, por exemplo, € um importante mediador do trato gastrintestinal,
onde sua farmacologia € complexa uma vez que ela atua em uma variedade de
receptores. Alguns subtipos de receptores 5-HT parecem estar envolvidos na
transmissdao de sinais nociceptivos das visceras ao cérebro. Agonistas e
antagonistas atuando numa variedade de receptores 5-HT podem modular alguns
eventos fisiolégicos importantes envolvendo motilidade, secre¢cdo e mecanismos

sensoriais (HUNT; TOUGAS, 2002).

Agonistas seletivos dos receptores 5-HT,4, por exemplo, aceleram o transito do
intestino delgado e grosso em pacientes com SlI com sintomas de constipacéao, e

também existem relatos de que possuem propriedade antinociceptiva em alguns
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modelos animais (HUNT; TOUGAS, 2002). Antagonistas dos receptores 5-HT3 sao

efetivos no tratamento da hiperreatividade visceral e da diarréia.

Agonistas opidides séo utilizados para inibir a dor através de sua agao nos

receptores opidides no cérebro, na medula espinhal e na periferia.

Antagonistas colinérgicos néao-seletivos sao utilizados para reduzir a

motilidade intestinal e a dor associada a esta.

A loperamida é utilizada para reduzir o transito intestinal em pacientes com
diarréia. Drogas antidiarréicas sao bastante utilizadas no controle da diarréia,

contudo apresentam pouco efeito sobre a dor abdominal (HUNT; TOUGAS, 2002).

Os antidepressivos representam outra categoria de drogas utilizadas no
tratamento dos DFG, em especial da Sll. Acredita-se que estes agentes atuem
reduzindo a hiperreatividade visceral ao nivel das fibras viscerais aferentes. Os
antidepressivos triciclicos tém sido bastante utilizados em doses menores que
aquelas utilizadas no tratamento da depressao por sua eficacia no controle da dor

cronica (HUNT; TOUGAS, 2002).

Os papeis da substancia P e das neurocininas A e B na nocicepcao tém sido
bastante estudados (PERNOW, 1983). A substancia P esta envolvida em doencgas
inflamatdrias. Ela ativa a liberagdo de citocinas, por macréfagos, por exemplo, que
por sua vez podem atuar em terminais nervosos sensoriais (PAYAN, 1989). Um
aumento da expressao de receptores de substancia P e neurocininas foi observado
na medula espinhal de animais em modelos experimentais de estados

hiperalgésicos (KRAUSE; DIMAGGIO; MCCARSON, 1995).
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Os DFG, assim como as DII, sdo duas condi¢des idiopaticas onde a alteragao
na microflora normal tem sido apontada como responsavel pelo aparecimento da
doenca. Estas sdo duas areas onde a utilizacdo dos probidticos tem sido

considerada promissora (SULLIVAN; NORD, 2005).

Outros estudos vém sendo desenvolvidos com o propdsito de descobrir novos

tratamentos para os sintomas dos DFG.

Pouco é sabido sobre o uso da fitoterapia no tratamento dos DFG. O 6leo de
Mentha piperita e o 6leo de alcaravia (Carum carvi) sao freqientemente utilizados
para o alivio do desconforto e dor abdominal. Ambos reduzem o transito intestinal
(GOERG,; SPILKER, 2003). O d6leo de pimenta é utilizado por muitos pacientes com
Sll para a redug¢ao da dor abdominal, apesar de estudos ndo confirmarem esta acao
(PITTLER; ERNST, 1998). Um estudo com pacientes com Sll tratados com
formulagdes padroes da fitoterapia chinesa, utilizando 20 diferentes plantas, obteve
melhora dos sintomas em relagdo aos pacientes tratados com placebo
(BENSOUSSAN et al., 1998). Uma preparagao Ayuvédica de duas diferentes plantas
também demonstrou ser melhor que o tratamento com placebo em pacientes com

Sll e diarréia (YADAV et al., 1989).

O gengibre e a Aloe vera sao bastante utilizados pelos pacientes com DFG,

contudo nao existem estudos que comprovem sua eficacia (LACY; LEE, 2005).
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1.8 LESAO TECIDUAL POR ISQUEMIA-REPERFUSAO

A injuria por isquemia-reperfusdo faz parte da patofisiologia do infarto do
miocardio, da isquemia cerebral, do choque hemorragico e das complicagdes dos
transplantes de 6rgaos, dentre outros. A interrup¢do do suprimento sanglineo
resulta em isquemia, que rapidamente causa lesdo em tecidos metabolicamente
ativos. Paradoxalmente, a restauragdo do fluxo sanguineo inicia uma série de

eventos que podem aumentar a lesao tecidual (ANAYA-PRADO et al., 2002).

Vaérios fatores contribuem para o mecanismo da injuria por isquemia-
reperfusdo. As ERO desempenham um papel importante na patogénese desta

lesao.

O endotélio, depois de ter sofrido isquemia, € a principal fonte de radical
superoéxido (WINK; MITCHELL, 1998) na injuria por isquemia-reperfusao. Durante a
isquemia o rendimento da cadeia respiratoria mitocondrial € muito baixo, havendo
baixa producédo de ATP. A hipdxia persistente induz uma crise energética na bomba
Na’-K*-ATPase da membrana, com entrada de sodio e célcio na célula, o que
aumenta a pressao osmotica e o edema intracelular. O calcio intracelular ativa a
fosfolipase A,, enzima esta que converte a xantina-desidrogenase em xantina-
oxidase (nas células endoteliais), fonte de anions superdxido. A hipoxantina é o
primeiro substrato para a oxidagcdo pela xantina-oxidase, o que ocorre quando o
segundo substrato, o oxigénio, € fornecido na reperfusdo, formando as ERO. Além
disso, a hipoxantina € acumulada a medida que os estoques de ATP sao depletados
na isquemia (BULKLEY, 1987). De forma indireta, o superdxido produzido pode ser

responsavel pela produgao do radical hidroxila.
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Durante condi¢des normais os efeitos deletérios do superdxido sao
prevenidos pela SOD, que converte o superoxido em peréxido de hidrogénio
(GRANGER, 1988). Contudo, durante a reperfusdao de tecidos que sofreram
isquemia esta defesa natural € sobrepujada e o peréxido de hidrogénio € convertido
em radical hidroxila que por sua vez é capaz de danificar uma ampla variedade de
moléculas biolégicas incluindo aminoacidos, proteinas transportadoras de

membrana, enzimas e acidos nucléicos (HALLIWELL; CLEMENT; LONG, 2000).

O endotélio também ¢é uma fonte importante de NO, um conhecido
mediador/protetor da injuria causada pela isquemia-reperfusao tecidual. Alguns dos
efeitos protetores do NO s&o a regulagéo fisioldgica do tdnus vascular, a inibicao da
agregacao plaquetaria, a atenuagado da aderéncia dos leucdcitos ao endotélio, a
manutencdo da permeabilidade vascular normal, a defesa imune e a estimulacéo da
regeneragao das células endoteliais (GUO et al., 1996). A isquemia-reperfusao
resulta em disfungcao severa do endotélio afetado caracterizada por uma reducéo na
liberagdo de NO. Possivelmente devido a redugédo nos niveis de NOS (KANWAR et
al., 1994). Imediatamente no inicio da reperfusdo existe uma grande producgao de
oxidantes e uma redugao nos niveis de NO. Assim, a vasodilatacdo mediada pelo
NO deve ser reduzida (MA et al., 1993), o que pode contribuir para o fenédmeno de

auséncia de refluxo que acompanha a isquemia-reperfusao.

A reperfusdo também pode resultar em inibicao da atividade da SOD e da
catalase enddgenas. Além disso, na auséncia de NO, o superdxido produzido
imediatamente apds a reperfusido sofre dismutagao espontanea e forma H,O.,. Este
por sua vez pode promover a ativagao da fosfolipase A, e resultar na geragao de

mediadores inflamatoérios (ANAYA-PRADO et al., 2002).
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Na injuria por isquemia-reperfusao também existe um acumulo de leucécitos
polimorfonucleares (GRISHAM; HERNANDES; GRANDER, 1986), pois alguns
mediadores liberados durante a isquemia-reperfusdo exercem agao quimiotatica.
Estas substancias incluem algumas citocinas pré-inflamatérias, TNF-a, fator ativador
de plaquetas (PAF) e leucotrienos liberados pelo endotélio apds a isquemia. A
estimulagao destas células é acompanhada pela liberacdo de fosfolipase Az
(GODFREY et al., 1987), PAF (WALLACE; WHITTLE, 1988) e ERO (FANTONE;
WARD, 1982). A adesao de leucécitos ao endotélio é significativamente aumentada
minutos apds o inicio da reperfusdo e permanece elevada por horas (HARRIS et al.,

1996).

As etapas bioquimicas precisas que correlacionam a geragdo de radicais
livres com a secrecdao de mediadores inflamatérios pelas células endoteliais ainda
nao estao bem estabelecidas. Contudo, esta claro que o NO influencia a sintese de
substancias pro-inflamatérias e pode exercer seus efeitos por meio de fatores de
transcricdo. Um destes fatores é o fator nuclear-capa B (NF-kB), que regula a
expressdo de varios genes envolvidos no processo inflamatério da isquemia-
reperfusdo. O NF-kB induz a rapida expressédo de TNF-a e [3, algumas interleucinas,
quimiocinas, enzimas (NOSi, ciclooxigenase) e moléculas de adesdao (BARNES,
1997; BLACKWELL; CHRISTMAN, 1997). Parece que a reoxigenagao age como
estimulo para o NF-kB. Alguns estudos sugerem que o NO inibe a ativacdo do NF-
KB, portanto, a redugdo na producdo de NO que ocorre logo apdés a isquemia-
reperfusdo promove a sintese destas proteinas pro-inflamatérias (ANAYA-PRADO et

al., 2002).

O intestino delgado € bastante sensivel a injuria por isquemia-reperfusdo, a

qual € uma séria condicdo clinica com elevada mortalidade e morbidade. A
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isquemia-reperfusao intestinal dispara uma resposta inflamatéria complexa que inclui
ativagdo do sistema complemento, agregacdo e marginagdo de neutrdfilos
polimorfonucleares e liberacdo de uma variedade de radicais livres derivados de
oxigénio, que sao responsaveis pela injuria tecidual (BALOGH et al.,, 2002;
GRISHAM; HERNANDEZ; GRANGER, 1986; SCHWARZ et al., 1999; SIMPSON et

al., 1993).

Os eventos moleculares que ocorrem durante a injuria da isquemia-
reperfusdo intestinal incluem dano a aminoacidos, proteinas transportadoras de
membrana e acidos nucléicos levando a lesdes na mucosa, alteracdo na funcao
intestinal e uma elevada absorgdo de bactérias e endotoxinas dando lugar a uma

resposta inflamatdria sistémica (HALLIWELL; ZHAO; WHITEMAN, 2000).

Estudos realizados anteriormente demonstraram a eficacia de algumas
plantas que possuem atividade antioxidante e antiinflamatéria, como a Ginkgo
biloba, a Copaifera langsdorffii e a Artemisia vulgaris, na atenuagado da injuria a
mucosa intestinal associada a isquemia-reperfusdo (PAIVA et al., 2004; PEHLIVAN

et al., 2002; TIGNO; GUMILA, 2000).

1.9 DOR VISCERAL

A dor abdominal crénica é uma das razées mais frequentes de consulta nos

servigos de clinica geral e gastrenterolégica (KRAYCHETE; GUIMARAES, 2003).
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A dor visceral € causada por alteragdes internas de 6rgaos ocos e capsula de
visceras sélidas, tais como o estdmago, rim, bexiga, vesicula biliar, capsula hepatica
e intestinos, entre outros. Os principais fatores que estimulam as fibras nociceptivas
viscerais sdo: estiramento (tensdo) na parede muscular das visceras ocas e capsula
das visceras solidas (anormalidades motoras intestinais que geram pressdes
intraluminais exageradas sao causas comuns), processo inflamatorio (colites,
pancreatite, entre outras), isquemia e neoplasias (KRAYCHETE; GUIMARAES,

2003).

A dor visceral possui cinco caracteristicas principais: (1) ndo € evocada por
todas as visceras (6rgaos soélidos como figado e parénquima pulmonar ndo séo
sensiveis a dor); (2) ndo esta sempre associada a lesao visceral (um estimulo de
baixo limiar pode provocar ativacdo de neurbnios aferentes da viscera, como a
pressdo gasosa intraluminal); (3) € difusa e pobremente localizada devido a
organizagao das vias nociceptivas viscerais no SNC, que ascendem conjuntamente
com as de origem somatica; (4) é referida em outros locais, provavelmente pela
convergéncia das fibras nervosas viscerais e somaticas ao se conectarem no corno
dorsal da medula espinhal e (5) é acompanhada de reflexos autonémicos e motores

(CERVEJO; LAIRD, 1999).

Os neurbnios aferentes que percebem a sensacdo dolorosa sido o0s
“nociceptores”. Eles podem ser de dois tipos diferentes, um que possui condugao
lenta com axdnios amielinizados (fibras C) e outro com axénios mielinizados (fibras
Ad). Os corpos destes neurdnios nociceptivos aferentes somaticos e viscerais
encontram-se localizados no ganglio da raiz dorsal da medula. Os estimulos
nociceptivos sdo propagados através destas fibras primarias para neurénios no

corno dorsal da medula espinhal. Apés a integracdo na medula espinhal, a
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informacéao nociceptiva é transmitida a estruturas talamicas antes de atingir o cortex.

Cada um destes niveis centrais possui mecanismos modulatorios.

Os receptores mecanicos ou mecanorreceptores existentes na musculatura
lisa de todas as visceras ocas sao do tipo Ad e C, e respondem a estimulos
mecanicos leves, tensao aplicada ao peritbnio, contracdo e distensao da

musculatura lisa (KRAYCHETE; GUIMARAES, 2003).

Na presenca de inflamacao, os nociceptores adquirem novas caracteristicas
ficando “sensibilizados”. Eles comecam a disparar estimulos espontaneamente e seu
limiar de ativacdo fica reduzido. Esta sensibilizacdo pode ser produzida por:
alteracbes fisicas como pressdo decorrente da formagdao de edema; alteracdes
quimicas como a sintese/liberacdo de prostaglandinas, 5-HT, bradicinina e

aminoacidos excitatorios; e pela participagao de citocinas.

As estimulacdes viscerais, tais como hipdxia e inflamacao tecidual, resultam
em sensibilizacdo de receptores de alto limiar e de nociceptores “silenciosos”
previamente nao-responsivos os quais perfazem 40% a 45% da inervagao visceral
aferente do célon. Estes nociceptores estao envolvidos na percepcgao da dor visceral
crénica. A sensibilizacdo desses receptores persiste mesmo apds a cessacao do
estimulo nociceptivo, traduzida por alteracbes das funcbes motora e sensitiva
(hiperalgesia visceral) (BUENO; FIORAMONT; GARCIA-VILLAR, 2000; CERVEJO,

2000; GEBHART, 2000).

Existe uma grande quantidade de mediadores periféricos (bradicinina,
citocinas, prostaglandinas, 5-HT, ATP, protons H') que agem diretamente nos
receptores nociceptivos gastrintestinais e iniciam a transmissao dolorosa. Na

sensibilizagcao periférica ocorre reducao do limiar a despolarizagcdo neuronal e
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aumento do numero ou da amplitude de descarga neuronal, em resposta a certos
estimulos quimicos ou mecanicos (BUENO; FIORAMONT; GARCIA-VILLAR, 2000;

CERVEJO, 2000).

As neurocininas estdo presentes no tecido intestinal e mastécitos e séo
liberadas durante a degranulacdo mastocitaria. Elas podem alterar a distribuicdo de
nociceptores e o limiar de sensibilidade para os estimulos mecanicos e quimicos.
Em decorréncia das fibras C intestinais possuirem muitos “receptores silenciosos”
para as neurocininas, essas substancias possuem um papel importante na
transmissao das mensagens nociceptivas do intestino (KRAYCHETE; GUIMARAES,

2003).

A sensibilizagao central € um processo resultante da atividade sustentada que
acontece na fibra aferente primaria, apds a sensibilizacao periférica, favorecendo a
liberacdo de neurotransmissores excitatorios. Estes aumentam a eficacia da
transmissao sinaptica entre os neurbnios aferentes primarios e os do corno dorsal,
envolvendo, portanto, receptores pré e pdés-sinapticos especificos (KRAYCHETE;

GUIMARAES, 2003).

Embora o mecanismo de sensibilizagdo visceral central ndo seja totalmente
conhecido, acredita-se que alguns mediadores como a substancia P, peptideo
relacionado ao gene da calcitonina, aspartato, glutamato, neurocininas,
somatostatina e peptideo intestinal vasoativo estejam envolvidos no
desenvolvimento e manutencado da sensibilizacdo central induzida pela inflamacao.
A acdo destes neuromediadores em receptores especificos ativa segundos
mensageiros para a abertura de canais de calcio e entrada dessas substancias para

o interior das membranas celulares. Ocorre entdo produgcao de outros mediadores
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(como NO e metabdlitos do acido araquiddnico) que provavelmente alteram a
transmissao do potencial de acado e ultra-estrutura dos nervos e suas sinapses, e
causam sensibilizagcdo medular e fenbmeno de wind up (aumento da duracédo da

resposta de certos neurénios) (KRAYCHETE; GUIMARAES, 2003).

Capsaicina é o ingrediente de caracteristica picante encontrado em algumas
pimentas vermelhas do género Capsicum. Os receptores sensiveis a capsaicina,
receptores vanildides do tipo 1 (VR1), encontram-se em neurdnios sensoriais. Esta
substancia tem sido bastante utilizada em estudos envolvendo dor por agir
especificamente nas fibras primarias aferentes dos tipos C e Ad. Quando ativados
estes neurbnios evocam a sensacdo de dor em queimagdao e liberam
neuropeptideos que induzem a inflamagao neurogénica. Por outro lado, com a
aplicagao de grandes doses de capsaicina a animais adultos ou neonatos ocorre a
dessensibilizacdo e desnervagdo dos neurdnios aferentes primarios (HOLZER,

1991).

Os VR1 sao canais catibnicos nao seletivos. A principal caracteristica dos
VR1 é sua grande permeabilidade aos ions calcio (CATERINA et al., 1997). A
capsaicina atua nos neurbnios sensoriais induzindo o influxo de cations,
particularmente calcio e sodio (BEVAN; SZOLCSANYI, 1990). O influxo,
principalmente de ions sédio, despolariza a membrana neuronal levando a geragao
de um potencial de ag¢do. O influxo de calcio induzido pela capsaicina para o terminal
nervoso através dos VR1 e canais de calcio dependentes de voltagem causa a
exocitose de neuropeptideos e aminoacidos excitatérios (BEVAN; SZOLCSANYI,

1990).
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O que tornou estes receptores tao interessantes no estudo da dor foi sua
sensibilidade a estimulos nocivos de calor (~ 43 °C), acidose e estimulos quimicos,
além de sua propriedade de tornar-se sensivel a mediadores inflamatérios e
algésicos. Tais receptores comportam-se, portanto, como nociceptores polimodais
de neurbnios aferentes e existem hipoteses de que eles estejam envolvidos na
hiperalgesia associada com a inflamacgéao. Portanto, os VR1 s&o vistos como um alvo

importante de novas drogas analgésicas.

Os VR1 estdo presentes no trato gastrintestinal onde se encontram
associados a ax6nios de neurbnios espinhais aferentes e, em alguma extensao, a
nervos vagais aferentes (PATTERSON et al., 2003; SCHICHO et al., 2004; WARD et
al.,, 2003). Através da interagdo com estes receptores, a capsaicina libera dos
neurdnios viscerais, por exemplo, peptideo intestinal vasoativo no célon humano

(RENZI et al., 1991) e substancia P na bexiga de cobaias (MAGGI et al., 1988).

Nao existe, ainda, um protocolo bem estabelecido para a determinagao de
estratégias diagndsticas e condutas terapéuticas no paciente com dor abdominal

cronica (KRAYCHETE; GUIMARAES, 2003).
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1.10 OBJETIVOS

1.10.1 Objetivo geral

Em virtude da escassez de estudos sobre o Croton urucurana; do amplo uso
popular do latex (Sangre de Grado) proveniente de varias espécies de Croton no
tratamento de inflamacdes, cdlicas intestinais e no combate as infecgdes, além de
outras patologias; e da auséncia de estudos que comprovem a atividade do latex do
Croton urucurana em modelos de inflamacédo intestinal e dor visceral, o presente
trabalho tem por objetivo avaliar o potencial antiinflamatério e antinociceptivo do
mesmo em modelos animais de inflamacgao intestinal e dor visceral que simulam
doencas humanas, como as doencas inflamatérias intestinais e a sindrome do
intestino irritavel, buscando verificar uma possivel utilizacdo terapéutica deste como
fitoterapico no tratamento das doencgas inflamatérias intestinais e disturbios da

funcao gastrintestinal.

Além disso, devido a existéncia de apenas um trabalho avaliando a atividade
antibacteriana de um extrato, algumas fragbes e compostos isolados da casca do
tronco do Croton urucurana, contra Staphylococcus aureus e Salmonella
typhimurium, o presente estudo pretende também avaliar a atividade antimicrobiana

do latex desta planta.
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1.10.2 Objetivos especificos

° Avaliar a atividade antimicrobiana in vitro do latex do Croton urucurana

contra bactérias e fungos;

° Avaliar o efeito do latex do Croton urucurana no modelo de colite

induzida por acido acético em ratos;

o Avaliar o efeito do latex do Croton urucurana no modelo de injuria

intestinal induzida por isquemia-reperfusdo mesentérica em ratos;

o Avaliar a atividade antinociceptiva visceral do latex do Croton
urucurana nos modelos de contorgcdes abdominais induzidas por acido aceético,
cistite induzida por ciclofosfamida e dor induzida pela administragao intracolénica de

capsaicina em camundongos;

° Avaliar o mecanismo de agao antinociceptiva visceral do latex do

Croton urucurana;

o Avaliar se o latex do Croton urucurana possui atividade depressora
sobre o sistema nervoso central, utilizando o modelo de tempo de sono induzido por

pentobarbital e os testes do campo aberto e do “rotarod” em camundongos.
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2 Materiais
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2 MATERIAIS

2.1 COLETA E IDENTIFICAGAO DO MATERIAL BOTANICO

O latex do Croton urucurana Baillon (LCU) foi coletado na Fazenda Anael, no
municipio de Sdo Pedro da Cipa, Mato Grosso, Brasil. A identificacdo da planta foi
feita pela Profa. Dra. Aline de Souza Oliveira (Departamento de Botanica/Museu
Nacional do Rio de Janeiro) e pelo Prof. Dr. Germano Guarim Neto (Departamento
de Botanica e Ecologia/Universidade Federal do Mato Grosso). Uma amostra da
planta (excicata n® 21881) foi depositada no Herbario Central da Universidade
Federal do Mato Grosso. O LCU (500 mL) foi liofilizado mostrando um rendimento de
205,5 g e no momento de uso foi dissolvido em agua destilada. O LCU utilizado para
o estudo fitoquimico ndao foi submetido a liofilizagdo. A dose empregada nos

modelos experimentais foi expressa em termos do peso seco do mesmo.

2.2 ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Para a realizagdo dos experimentos foram utilizados camundongos albinos
(Mus musculus) variedade Swiss-Webster, adultos, machos, pesando entre 25-30 g,
e ratos albinos (Rattus norvegicus) variedade Wistar, adultos, machos, pesando
entre 150-180 g, provenientes do Biotério do Departamento de Fisiologia e

Farmacologia e do Biotério Central desta Universidade. Os animais foram mantidos
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a temperatura de 20-24 °C, com ciclos claro/escuro de 12 em 12 horas, recebendo

ragao padrao e agua ad libitum.

A pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal da

Universidade Federal do Ceara.

2.3 BACTERIAS E FUNGOS UTILIZADOS

As bactérias utilizadas (Staphylococcus aureus e Escherichia coli) foram
obtidas do laboratério de microbiologia do Departamento de Patologia e Medicina

Legal desta universidade.

As leveduras (Candida sp., Trichosporon sp., Malassezia sp.), os fungos
filamentosos nao-dermatofitos (Fusarium sp., Aspergillus sp., Penicillium sp.) e as
cinco espécies de dermatdéfitos estudadas (Trichophyton mentagrophytes,
Trichophyton tonsurans, Trichophyton rubrum, Microsporum canis e Epidermophyton
floccosum) foram obtidas da micoteca do Centro Especializado em Micologia Médica

desta universidade.
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Equipamentos

Origem

Agitador - Aquecedor

Autoclave

Balancga analitica

Balanga para animais

Centrifuga refrigerada
Espectrofotdbmetro de infravermelho
Espectrofotdbmetro de ressonéancia
magnética nuclear
Espectrofotdbmetro UV-visivel
Estufa de incubacgao

Fluxo laminar

Freezer -75°C

Lavadora ultrasonica

Leitor de placa Elisa

Liofilizador

Microscopio 6ptico

pHmetro

Pipetas automaticas

Fanen 258

Phoenix Equipamentos Cientificos
Marte AL 200

Tl - Filizola

Cientec CT 5500 DR

Bomem 100

Varian XL-300

Bayer-RA 50 / Beckman DU640B
Olidef CV

Trox do Brasil Ltda.

Legaci System

Unique USC 700

Packard Spectra Count

EC - Micromodulyo

Nikon

Alalion-PM 608

Jencons




3 Mcétodos



76

3 METODOS

3.1 ANALISE FITOQUIMICA DAS FRAGOES ACETONA E AQUOSA DO LATEX

DO CROTON URUCURANA

A analise fitoquimica do LCU foi realizada em parceria com o Prof. Dr. Valdir
Cechinel Filho, no Nucleo de Investigagdes Quimico-Farmacéuticas da Universidade

do Vale do Itajai — UNIVALI, em Santa Catarina.

3.1.1 Material vegetal

Foram utilizados 300 mL do LCU em seu estado liquido para o estudo

fitoquimico.

3.1.2 Preparacao das fragoes

O LCU (300 mL) foi suspenso em agua (80 mL) e extraido com acetona,
sendo os compostos soluveis neste solvente denominados de fracdo acetona, e de
fracdo aquosa para os compostos que ndo foram soluveis neste solvente

(CECHINEL FILHO; YUNES, 1998).
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3.1.3 Analise cromatografica

As duas fragdes foram submetidas a cromatografia em camada delgada
(CCD), visando uma analise fitoquimica preliminar, utilizando-se sistemas de

eluentes e reveladores usuais para “screening” fitoquimico.

3.1.4 Separacao e purificagao dos compostos

As fragbes foram submetidas a procedimentos de cromatografia em coluna
(CC). Algumas subfragdes foram recromatografadas. O eluente mais o produto
carreado foram coletados em frascos de aproximadamente 10 mL, numerados
sequencialmente, sendo que cada frasco foi analisado por CCD. Apds esta analise
do perfil cromatografico, as subfracbes semelhantes foram reunidas formando uma
nova subfragcdo, a qual foi submetida a novos procedimentos de CCD/CC quantas

vezes necessarios, até obtengdo dos compostos com bom grau de pureza.

3.1.5 Identificagao e elucidagao estrutural dos compostos isolados

Os compostos puros ou semipuros foram identificados por métodos
espectroscopicos usuais, como Infra-Vermelho e Ressonéancia Magnética de Préton

e Carbono.
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3.2 TOXICIDADE SOBRE ARTEMIA SALINA

A dose letal do LCU para 50% dos animais (DLso), administrada por via oral,
foi anteriormente estabelecida utilizando camundongos. O valor encontrado foi de
5,20 + 0,13 g/kg (GURGEL, 2000). No presente estudo, as doses utilizadas para
tratamento com o LCU, definidas apds estudos preliminares em laboratério, foram de
200 e 400 mg/kg, correspondendo a 1/26 e 1/13 da DLsg, respectivamente. Nas
doses utilizadas, os animais tratados nao apresentaram sinais de toxicidade ou
comportamento anormal. Portanto, consideramos que as doses empregadas s&o
seguras e livres de toxicidade. E importante ressaltar que estas doses sdo bem
diferentes da dose utilizada pela populagdo (5 a 30 gotas de 1 a 3 vezes por dia
durante 5 dias). Uma vez que a DLsy ja havia sido estabelecida, foi dada
continuidade ao estudo experimental do LCU utilizando-se o teste de toxicidade

sobre Artemia salina.

Diversos trabalhos tentam correlacionar a toxicidade sobre Artemia salina
com atividades como antifungica, viruscida e antimicrobiana (MACRAE; HUDSON;
TOWERS, 1988), parasiticida (SAHPAZ et al., 1994), entre outras. Muitos
laboratérios de produtos naturais tém inserido este teste dentro de suas rotinas no
intuito de selecionar e monitorar o estudo fitoquimico de extratos de plantas na

procura de substancias bioativas (HAMBURGER; HOSTETTMANN, 1991).

Para a avaliagdo da toxicidade frente a Artemia salina, foi seguida a
metodologia descrita por Meyer et al. (1982). Os ovos de artemia (50 mg) foram
colocados para eclodir em um recipiente contendo 1.000 mL de agua marinha

artificial aerada, durante 48 h. Apdos as primeiras 24 h, um foco de luz foi colocado
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sobre o recipiente para manter a agua levemente aquecida. Decorridas as 48 h, as
larvas foram coletadas com auxilio de uma pipeta de Pasteur. Foram preparados
tubos de ensaio (em triplicata) contendo 5 mL de varias concentragbes do LCU (1-
1.000 pg/mL, em escala logaritmica) dissolvido em agua marinha artificial. A cada
tubo foram adicionadas dez larvas. O numero de larvas mortas em cada tubo foi
verificado apés 24 h. A concentragdo letal para 50% das larvas (CLsg) com intervalo
de confianga de 95% foi determinada para a substancia de acordo com o método do
Probito (MILLER; TAINTER, 1944 apud GOULART et al., 2005). Tubos controle, ndo
tratados, contendo apenas agua marinha (5 mL), e tratados com dicromato de
potassio (K2Cro0O7) (1-1.000 pg/mL, em escala logaritmica) foram adicionados ao

estudo com a finalidade de comparagao.

3.3 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

O estudo da atividade antimicrobiana foi realizado no Centro Especializado

em Micologia Médica desta universidade.

3.3.1 Atividade antibacteriana in vitro

Em 1997, Peres et al. investigaram a atividade antibacteriana do extrato
aquoso-etandlico, de quatro fracdes do extrato metandlico e de substancias isoladas

(catequina e acido acetil aleuritélico) da casca do tronco do Croton urucurana contra
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Staphylococcus aureus e Salmonella typhimurium. Em seus resultados, eles
mostraram que o acido acetil aleuritdlico exibiu melhor atividade, com uma
concentragao inibitéria minima (CIM) de 0,1 mg/mL, enquanto os outros materiais
testados exibiram CIM variando entre 0,8 e 6 mg/mL. Pelo fato de popularmente o
LCU ser utilizado em sua forma bruta, forma esta que nao foi testada por Peres et al.
(1997), e também por nao terem sido utilizadas cepas resistentes a antibiéticos,
resolvemos investigar a atividade do LCU contra cepas de Staphylococcus aureus,
uma bactéria gram positiva, resistentes e sensiveis e oxacilina e também contra
cepas de Escherichia coli, uma enterobactéria gram negativa. Para este estudo,

utilizamos o método de difusdo em pogos no agar (HUFFORD et al., 1975).

Placas de Petri de 25 cm de didmetro foram preparadas com 25 mL de agar
Batata estéril. Apds solidificacdo, foram produzidos pocos de 6 mm de didmetro no
agar com o auxilio de uma pipeta de Pasteur. A superficie do agar foi entédo
inoculada com uma suspensao de culturas de bactérias em solugao salina (NaCl
0,9%) em uma concentracdo equivalente ao grau 0,5 da escala de McFarland.
Foram utilizadas 10 cepas de Staphylococcus aureus, sendo 5 sensiveis e 5

resistentes a oxacilina, e 10 cepas de Escherichia coli.

O LCU foi dissolvido em agua destilada para o preparo de solugdes nas
concentragdes de 100, 50, 25, 12,5 e 6,25 mg/mL. Foram adicionados a cada um
dos pocgos 50 pL de cada uma das solucdes. As placas foram incubadas em estufa a
35 °C, por 24 h. O diametro da zona de inibigdo ao redor dos pogos foi registrado
apos o periodo de incubagdo. A presenga de zonas de inibicdo de crescimento ao
redor dos pocos € considerada, neste modelo, como um indicativo preliminar de

atividade antibacteriana.
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3.3.2 Atividade antifungica in vitro

Para o estudo da atividade antifungica do LCU, foi realizado inicialmente um
teste preliminar onde tubos de ensaio contendo LCU diluido em agar Batata em
concentragdes crescentes (5, 10, 20 e 40 mg/mL) foram inoculados com uma
suspensao de fungo em solugéo salina (NaCl 0,9%) numa concentracéo equivalente
ao grau 0,5 da escala de McFarland. Foram utilizados trés géneros de leveduras
(Candida sp., Trichosporon sp., Malassezia sp.), trés géneros de fungos
filamentosos nao-dermatofitos (Fusarium sp., Aspergillus sp., Penicillium sp.) e um
género de fungo filamentoso do grupo de fungos dermatdfitos (Microsporum sp.),
sendo testadas duas espécies de cada um dos géneros. Depois do periodo de
incubacgdo (8 dias para o fungo filamentoso e 24 h para as leveduras), a 25-28 °C,

verificamos a presenga ou nao de crescimento do fungo.

O LCU inibiu o crescimento do Microsporum em todas as doses testadas,
contudo nao inibiu o crescimento dos demais fungos, desta forma direcionamos

nosso estudo para a avaliagao da atividade antifungica do LCU contra dermatéfitos.

O National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS) dos Estados
Unidos, em 1982, definiu dois métodos padronizados de susceptibilidade de
leveduras e fungos filamentosos, o M27-A e o M38-P, respectivamente. Contudo, o
M38-P ndo menciona testes de susceptibilidade antifungica de dermatdfitos. A
avaliacdo da atividade antifungica no LCU contra dermatéfitos foi realizada de
acordo com o método de difusdo em discos de papel descrito por Barry et al.,, em
1979. Foram testadas cinco espécies de dermatdfitos (Trichophyton

mentagrophytes, Trichophyton tonsurans, Trichophyton rubrum, Microsporum canis e



82

Epidermophyton floccosum), tendo sido utilizados 5 microrganismos isolados de

cada espécie.

Placas de Petri, com 15 cm de diametro, contendo agar Batata foram
inoculadas em sua superficie com uma suspensao padrao do fungo (grau 0,5 da
escala de McFarland) em solugdo salina (NaCl 0,9%) estéril. O LCU foi dissolvido
em agua destilada para obtengdo das concentragdes teste de 300; 150; 75; 37,5 e
18,75 mg/mL. A griseofulvina foi utilizada como controle positivo e foi dissolvida em
dimetil sulféxido (DMSO) na concentragdo de 0,6 mg/mL. Discos de papel de filtro
estéreis, com didmetro de 5 mm, foram impregnados com 10 yL de cada uma das
diferentes solugdes, passando cada disco a conter, portanto, 3,0; 1,5; 0,75; 0,375 ou
0,1875 mg de LCU ou 6,0 ug de griseofulvina. Os discos foram entdo colocados da
superficie do agar de cada uma das placas de Petri. Os discos contendo as cinco
diferentes quantidades do LCU a serem testadas foram cuidadosamente
posicionados em uma mesma placa (Figura 6). Como controle veiculo foi utilizado
DMSO (10 pL). O didmetro da zona de inibigdo ao redor dos discos foi medido apds
8 dias de incubagéo a 25-28 °C. O valor de cada zona de inibigéo foi calculado como
a média, em mm, de quatro medidas realizadas em diferentes direcdes com o

objetivo de minimizar a possibilidade de erro.

Paralelamente a este experimento foram testadas, utilizando a mesma
metodologia, as fragdes aquosa e acetona do LCU na concentragdo de 300 mg/mL,
ou seja, 3 mg/disco, contra duas cepas de Trichophyton rubrum e duas de

Microsporum canis.
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FIGURA 6. Posicionamento dos discos contendo diferentes
quantidades do latex do Croton urucurana no método de difusao
em discos utilizando Trichophyton mentagrophytes.
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3.3.2.1 Determinacao da concentragao inibitéria minima

O método de diluicdo em tubos foi utilizado para determinar a CIM do LCU
frente as espécies estudadas. Diluicbes em série (SYDNEY; FINEGOLD; ELLEN
BARON, 2001) a partir de uma solugao estoque de Croton urucurana (10 mg/mL,
diluido em agar Sabouraud) foram incorporadas em tubos de ensaio contendo 0,5
mL de agar Sabouraud até a obtengdo de concentragdes de 5,0; 2,5; 1,25; 0,625;
0,3125 e 0,15625 mg/mL. Todos os tubos receberam 50 pL do inéculo padrao (grau
0,5 da escala de McFarland) de cada organismo. Tubos contendo apenas 0,5 mL do
agar Sabouraud e 50 yL do in6culo foram utilizados como controle veiculo. O agar
Sabouraud foi utilizado como controle negativo de crescimento de fungos. Todos os
tubos, em duplicata, foram incubados a 25-28 °C, durante 8 dias. A CIM foi definida
como a menor concentragdo do LCU sem crescimento visivel apds o periodo de

incubacao. Foram utilizados cinco microrganismos isolados de cada espécie.

3.4 MODELOS DE INFLAMAGAO INTESTINAL

3.4.1 Colite ulcerativa induzida por acido acético em ratos

A colite foi induzida nos animais de acordo com a metodologia descrita por
Mascolo et al. (1995). Para a realizagdo do experimento foram utilizados ratos

Wistar, machos, pesando 150-180 g, em jejum sélido de 36 h, recebendo agua
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glicosada (0,5%) durante o periodo de jejum. Os animais, distribuidos em grupos de
6 animais cada, foram tratados por via retal com veiculo (controle veiculo, agua
destilada, 10 mL/kg) ou LCU (200 e 400 mg/kg) 24 e 2 h antes da administracao de
acido acético (4%, 2 mL, via retal). O grupo controle normal foi tratado por via retal
com veiculo (agua destilada, 10 mL/kg) 24 e 2 h antes da administracdo de mais 2
mL de agua destilada por via retal, em substituicdo ao acido acético. Para a
realizacdo dos tratamentos e a aplicacdo do acido acético, os animais foram
anestesiados com éter. O acido acético foi instilado no célon, a 8 cm do anus do

animal por meio de uma sonda.

Vinte e quatro horas apds a administracdo do acido acético os animais foram
sacrificados por deslocamento cervical para a retirada de 8 cm do célon a partir do
anus. Foram desprezados os 3 cm proximais ao anus e o segmento restante (5 cm)
foi aberto longitudinalmente, limpo em solugéo salina (NaCl 0,9%) gelada e avaliado
macroscopicamente para aferigdo de escores, de acordo com Wallace et al. (1989)
(0O = aparéncia normal; 1 = hiperemia focal sem Uulcera; 3 = ulceragdo com
inflamagdo em um unico local; 4 = dois ou mais sitios com discreta ulceragao e
inflamacéao; 5 = sitios maiores de injuria e inflamagdo com extensao de 1-2 cm ao
longo do comprimento do célon; 6-10 = 1 ponto por cada cm adicional de dano ou

injuria, além de 2 cm).

Foi avaliado também o peso umido do tecido que foi expresso em mg/cm do
segmento (colon). Antes da pesagem, o excesso de umidade foi delicadamente
retirado com o uso de papel de filtro. Apds pesagem, a mucosa do tecido foi raspada
com auxilio de uma lamina e 300 mg desta foram separados para dosagem de

mieloperoxidase e 200 mg para dosagem de nitrito e catalase. Uma pequena
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amostra de cada um dos segmentos foi fixada em uma solugdo a 10% de

formaldeido tamponado para posterior analise microscopica.

3.4.2 Injuria intestinal induzida por isquemia-reperfusdao mesentérica em ratos

Para a inducdo de injuria intestinal por isquemia-reperfusdo mesentérica
seguiu-se o método descrito anteriormente por Kimura et al. (1998). Para a
realizagao do experimento, foram utilizados ratos Wistar, machos, pesando 150-180
g, em jejum solido de 36 h, recebendo agua glicosada (0,5%) durante o periodo de
jejum. Os animais, divididos em grupos de 6 animais cada, foram tratados por via
oral com veiculo (controle veiculo, agua destilada, 10 mL/kg) ou LCU (200 e 400

mg/kg) 24, 12 e 2 h antes da indugao da isquemia.

Para a realizagdo do procedimento cirurgico, os animais foram anestesiados
com cloridrato de cetamina (100 mg/kg, i.m.) e cloridrato de xilazina (35 mg/kg, i.m.).
Foi entdo realizada laparotomia e clampeada a artéria mesentérica superior por 45
min. ApoOs este periodo, o clampe foi retirado para que houvesse reperfusdo do
tecido por uma hora. Um outro grupo foi tratado por via oral com veiculo (controle
normal, agua destilada, 10 mL/kg) 24, 12 e 2 h antes do mesmo procedimento
cirargico para a indugado da isquemia, contudo sem que houvesse o clampeamento
da artéria mesentérica. Os animais foram entdo sacrificados por deslocamento
cervical. O intestino delgado foi retirado, o ileo foi separado e limpo em solugéo
salina (NaCl 0,9%) gelada. A mucosa do tecido foi raspada com auxilio de uma

lamina e 300 mg da mesma foram separados para dosagem de mieloperoxidase,
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200 mg para dosagem de catalase e nitrito e 500 mg para dosagem da glutationa.
Amostras dos tecidos foram fixadas em uma solugdo a 10% de formaldeido

tamponado para posterior analise microscépica.

3.5 ANALISES BIOQUIMICAS

3.5.1 Determinagao da atividade da mieloperoxidase

Para a determinacéo da atividade da enzima mieloperoxidase (KRAWISZ;
SHARON; STENSON, 1984), amostras da mucosa intestinal (300 mg) foram
imediatamente congeladas em nitrogénio liquido e homogeneizadas em uma
solucao de brometo de hexadeciltrimetilamonio 0,5% (HTAB) em tampéo fosfato 50
mM (pH 6,0; 1 mL por 50 mg de tecido). O homogenato foi submetido a trés ciclos de
congelamento (-70 °C, 5 min) e descongelamento (dgua a 37 °C). As amostras foram
entdo centrifugadas (4.000 rpm, 15 min, 4 °C) para remover o material insoltvel. A
mieloperoxidase contida no sobrenadante (0,1 mL) foi analisada
espectrofotometricamente apds a adicdo de 2,9 mL de tampao fosfato (50 mM; pH
6,0) contendo 0,167 mg/mL de hidrocloreto de o-dianisidine e 0,0005% de peréxido
de hidrogénio. As cinéticas de mudancas na absorbancia a 470 nm foram medidas
no tempo 0 e 5 min. A atividade enzimatica foi expressa em termos da diferenca

entre a absorbancia obtida no tempo 5 min e no tempo 0 min.
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3.5.2 Determinacgao da atividade da catalase

Para a determinacéo da atividade da enzima catalase (BEERS; SIZER, 1952
apud IBRAHIM et al.,, 1997), 200 mg de mucosa intestinal foram tomados e
homogeneizados em 2 mL de uma solugdo gelada de cloreto de potassio (KCI) a
1,15% (homogenato a 10%). O homogenato foi centrifugado por 15 min a 14.000
rom. Foram misturados em cubeta de quartzo 980 uL do meio [90 mL (100 uL de
H202 em 100 mL de H,O milli-Q g.s.p.) + 5 mL de tampéo Tris [HCL 1 M, acido
etilenodiaminotetraacético (EDTA) 5 mM, pH 8,0] + 4 mL de H,O milli-Q] para a
reacdo com 20 upL do sobrenadante. A reacdo foi lida durante 6 min em
espectrofotdbmetro a 230 nm em UV. Em seguida foi determinada a concentragao de
proteinas totais de acordo com o método de Lowry et al. (1951), onde foram
preparados tubos de ensaio, contendo 750 uL de H>O destilada, 5 pL do
sobrenadante e 500 uL do reagente C [24 mL do reagente A (Na,CO3 2% em NaOH
0,1 N) para 1 mL do reagente B (0,5% de CuSO4.5H,0 em 1% de citrato de sddio
CeHsNaz07.2H,0)]. Apds repouso por 10 min, foram adicionados 50 uL do reagente
D (1 mL do reativo Folin para 1 mL de H>O destilada) e a solugéo foi entdo agitada.
A leitura foi realizada 30 min depois em espectrofotdbmetro a 750 nm em onda visivel.

O padrao recebeu 50 uL de albumina sérica bovina em substituicdo ao homogenato.
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3.5.3 Dosagem de nitrito

A concentracao de nitrito foi medida, sendo um indicador da producao de NO,
de acordo com a reagao de Griess (CHEN et al., 2000b). Duzentos miligramas de
tecido (mucosa intestinal) foram tomados e homogeneizados em 2 mL de uma
solucdo gelada de cloreto de potassio (KCl) a 1,15% (homogenato a 10%). O
homogenato foi centrifugado por 15 min a 14.000 rpm. Foram misturados 100 uL do
sobrenadante a um mesmo volume do reagente de Griess [1% de sulfanilamida em
5% de acido fosforico (HsPO4) e 0,1% de naphthylethylenediamina em agua] e 10
min depois a absorbancia foi medida a 560 nm e determinada em ELISA. A
concentragdo de nitrito foi calculada através da equagao da reta de regresséo obtida
de uma curva de calibragdo de nitrito de sédio (NaNO;) e expressa em UM de

NaNO2/10 mg de tecido.

3.5.4 Determinagao dos grupos sulfidrilicos nao protéicos

Uma vez que a GSH é o componente principal do estoque enddgeno de
grupos sulfidrilicos n&do protéicos (SH-NP), esta metodologia (BOYD; SASAME;
BOYD, 1979 apud MEISTER; ANDERSON, 1983) foi utilizada com o objetivo de

indiretamente avaliar a concentracdo de GSH no tecido.

Quinhentos miligramas (500 mg) de mucosa intestinal foram tomados e

homogeneizados em 5 mL de EDTA a 0,02 M gelado. Foram retirados 4 mL do
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homogenato e a estes foram adicionados 3,2 mL de agua destilada, mais 0,8 mL de
acido tricloroacético (ClI3CCOOH) a 50%, a solucdo foi agitada por 10 min e em
seguida centrifugada a 3.000 rpm por 15 min. Foram retirados 2 mL do sobrenadante
e adicionados 4 mL de tampao Tris (0,4 M; pH 8,9) e 0,1 mL de acido 5,5'-ditio-bis-
2-nitrobenzéico (DTNB) a 0,01 M dissolvido em metanol. A absorbancia foi
determinada dentro de 5 min a 412 nm. O branco foi feito sem homogenato. A
concentragcdo de SH-NP foi calculada através da equacédo da reta de regresséo
obtida de uma curva de calibracdo de GSH e expressa em ug de SH-NP/500 mg de

tecido.

3.6 AVALIAGAO HISTOPATOLOGICA

Para a analise histopatolégica de sessdes do cdélon e do ileo, amostras de
tecido foram coletadas e fixadas em uma solucédo a 10% de formaldeido tamponado,
por 24 h, e depois de procedimentos de rotina foram incluidas em parafina para a
realizacao de cortes de 7 um que foram corados com hematoxilina-eosina, montados

em laminas de vidro e examinados por microscopia éptica.

As sessbOes do colon receberam escores de acordo com a presenca e
intensidade de lesbes, onde foi utilizado o seguinte critério (APPLEYARD;
WALLACE, 1995): 0 = ausente, 1 ou 2 = moderada (leve ou grave) e 3 = severa,
para a avaliacdo da perda da arquitetura glandular, da infiltracdo celular e do
espessamento da mucosa; e 0 = ausente ou 1 = presente para formagao de

abscesso em cripta e perda de células caliciformes. As sessdes do ileo foram
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avaliadas qualitativamente quanto a presengca de edema, infiltracdo de células

inflamatdrias, congestao e quanto a integridade epitelial.

3.7 MODELOS DE DOR VISCERAL

3.7.1 Contorgoes abdominais induzidas por acido acético em camundongos

O modelo experimental de contorgdes abdominais induzidas por acido acético
(KOSTER; ANDERSON; DE BEER, 1959 apud GHELARDINI et al., 1998) foi
utilizado para avaliacdo de um possivel efeito antinociceptivo do LCU. Para a
realizacdo do experimento, camundongos Swiss, machos, pesando 25-30 g, em
jejum sélido de 12 h, foram distribuidos em grupos de 8 animais cada e tratados com
veiculo (controle veiculo, agua destilada, 10 mL/kg, v.0.), morfina (5 mg/kg, s.c.) ou

LCU (200 e 400 mg/kg, v.o.).

Uma hora apés o tratamento oral ou 30 min apds o tratamento subcutaneo a
resposta nociceptiva foi induzida através da injecao intraperitoneal de acido acético
(0,6%), diluido em solugao salina (NaCl 0,9%), em um volume de 10 mL/kg de peso
corpéreo do animal. A nocicepgao foi avaliada através do registro do numero de
contorcdes abdominais realizadas pelo animal durante um periodo de 20 min,

contados a partir da administragdo do agente algico.
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3.7.2 Cistite induzida por ciclofosfamida em camundongos

Este modelo foi utilizado ndo apenas por ser um modelo de dor visceral, mas
também porque parece que a cistite, assim como a Sll, esta relacionada a ativagao
de fibras viscerais periféricas aferentes. Tal idéia foi proposta depois de verificadas
algumas coincidéncias entre a cistite e a Sll. Em um estudo Walker et al. (1996)
encontraram uma prevaléncia de dor pélvica cronica em 35% das mulheres com SlI
e em 14% das mulheres com DIIl. Destas mulheres com dor pélvica crénica, 5 a 10%
apresentavam cistite intersticial (REITER, 1998). Em um outro estudo com 2.405
pacientes com cistite intersticial a Sll foi a segunda alteragdo mais comum associada

(GIAMBERARDINO, 2000 apud HEITKEMPER; JARRETT, 2005).

Este modelo experimental foi realizado de acordo com a metodologia descrita
por Olivar e Laird, em 1999. Camundongos Swiss, machos, pesando 25-30 g, foram
distribuidos em grupos de 8 animais cada e tratados com veiculo (controle veiculo,
agua destilada, 10 mL/kg, v.0.), N-acetil-cisteina (750 mg/kg, i.p.) ou LCU (200 e 400
mg/kg, v.0.) 48, 24 e 1 h antes da administracdo de ciclofosfamida (400 mg/kg, i.p.)
diluida em solugédo salina (NaCl 0,9%). Imediatamente apdés a administracdo da
ciclofosfamida, os animais foram colocados individualmente em caixas plasticas e
observados, durante 8 intervalos de 30 min, para o registro do tempo de crises
transitorias, em minutos. Um grupo controle normal foi tratado por via oral com
veiculo (10 mL/kg) e recebeu apenas solugao salina (NaCl 0,9%, 10 mL/kg, i.p.) em

substituicdo a ciclofosfamida.

Neste modelo, sdo consideradas crises transitorias qualquer um dos

seguintes comportamentos: piloere¢cdo, lamber o abddémen, arrastar o abdémen
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contra o solo, contorcer ou retrair o abdémen. O tempo de crises transitorias foi
expresso como a média £ E.P.M. (erro padrédo da média) do tempo de crises dos
animais durante os 8 intervalos de 30 min. Além do tempo de crises, a cada intervalo
de 30 min os animais foram observados por 2 min para que fosse aferido um escore
ao seu comportamento de acordo com a seguinte escala: 0 = comportamento
normal; 1 = piloerecdo fraca, 2 = piloerecdo forte; 3 = respiracdo forcada; 4 =
lambedura de abdémen; 5 = contor¢do ou retracdo abdominal. Quando observados
mais de um destes comportamentos durante o periodo de 2 min de observacgao, foi
registrado o somatério dos pontos correspondentes a cada um dos comportamentos.
Os escores para comportamento nociceptivo foram registrados como a mediana e
valores minimo e maximo dos escores obtidos durante os 8 intervalos de 2 min de

observacao.

3.7.3 Dor induzida pela administragcao intracolonica de capsaicina em

camundongos

O modelo de nocicepcao visceral induzida por capsaicina foi realizado como
descrito anteriormente por Laird et al. (2001). Camundongos Swiss, machos,
pesando 25-30 g, distribuidos em grupos de 8 animais cada, em jejum sélido de 12 h
antes do inicio do experimento foram tratados com veiculo (controle veiculo, agua

destilada, 10 mL/kg, v.0.), morfina (7,5 mg/kg, s.c.) ou LCU (200 e 400 mg/kg, v.0.).

Uma hora apds o tratamento oral ou 30 min apds o tratamento subcutaneo, os

animais receberam, por via intracol6nica, capsaicina (0,3%, 50 uL) que foi diluida em



94

uma solugado contendo 10% de etanol, 10% de tween 80 e 80% de PBS. Esta
administracao foi realizada por meio de uma canula, de 1,6 mm de didmetro externo,
no colon do animal a 4 cm do anus, apds a aplicagéo de vaselina na regidao perianal
para evitar a estimulacdo desta area pelo contato com a solucdo de capsaicina.
Imediatamente apds a administragdo de capsaicina, foi registrado, durante 30 min, o
numero de comportamentos nociceptivos dos animais relacionados com a dor
visceral. Sao eles: lamber o abdémen, contorcer-se, arrastar a regidao abdominal
baixa contra o solo e retrair o abdémen. Um grupo controle normal foi tratado por via
oral com veiculo (agua destilada, 10 mL/kg) e recebeu apenas o veiculo da

capsaicina por via intracolénica (50 pL).

Com o propodsito de investigar um possivel envolvimento dos receptores
opidides, a-adrenérgicos e vanildides, e do NO na atividade antinociceptiva visceral
do LCU, este modelo experimental foi utilizado em outras ocasides. Na primeira
delas, os grupos (camundongos, machos, 25-30 g, n = 8) receberam os seguintes
tratamentos: veiculo (controle veiculo, 10 mL/kg, v.0.); morfina (7,5 mg/kg, s.c.);
naloxona (5 mg/kg, i.p.), 15 min antes da administragao de morfina (7,5 mg/kg, s.c.);
LCU (200 mg/kg, v.0.); naloxona (5 mg/kg, i.p.), 15 min antes da administracéo de
LCU (200 mg/kg, v.0.) ou L-nitro arginina metil éster (L-NAME, 20 mg/kg, i.p.) 15 min
antes da administragao de LCU (200 mg/kg, v.0.). A capsaicina foi administrada 1 h
apos o tratamento v.o. ou 30 min apds o tratamento s.c. e em seguida foi registrado
o numero de comportamentos nociceptivos dos animais durante 30 min.
Posteriormente, outros grupos, apresentando o mesmo perfil anterior, foram tratados
com veiculo (controle veiculo, 10 mL/kg, v.0.); clonidina (100 mg/kg, i.p.); ioimbina (2
mg/kg, i.p.), 15 min antes da administragdo de clonidina (100 mg/kg, i.p.); LCU (200

mg/kg, v.0.) ou ioimbina (2 mg/kg, i.p.), 15 min antes da administragédo de LCU (200
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mg/kg, v.0.). Uma hora apos o tratamento com veiculo ou LCU, ou 30 min apds o
tratamento com clonidina, os animais receberam capsaicina e em seguida foi

registrado o numero de comportamentos nociceptivos durante 30 min.

Em outra série experimental os grupos (camundongos, machos, 25-30 g, n =
8) foram tratados com veiculo (controle veiculo, 10 mL/kg, v.0.), vermelho de ruténio
(3 mg/kg, s.c.), LCU (200 mg/kg, v.0.) ou vermelho de ruténio (3 mg/kg, s.c.) 15 min
antes da administragao de LCU (200 mg/kg, v.0.). A capsaicina foi administrada 1 h
ap6s o tratamento com veiculo ou LCU (isoladamente ou em associagdo com o
vermelho de ruténio), ou 45 min apds o tratamento apenas com vermelho de ruténio
e em seguida foi registrado o numero de comportamentos nociceptivos dos animais
durante 30 min. Em todas estas ocasides para estudo de um possivel mecanismo de

acgao do LCU, foram incluidos grupos controle normais.

3.8 TEMPO DE SONO INDUZIDO POR PENTOBARBITAL EM CAMUNDONGOS

Camundongos, machos, pesando 25-30 g, em jejum soélido de 12 h, foram
distribuidos em grupos de 8 animais cada, e tratados com veiculo (controle veiculo,
agua destilada, 10 mL/kg, v.0.), clorpromazina (10 mg/kg, i.m.) ou LCU (200 e 400

mg/kg, v.0.).

Uma hora apés o tratamento oral ou 30 min apés o tratamento intramuscular
0s animais receberam uma injegao intraperitoneal de pentobarbital sddio (40 mg/kg)
como agente indutor de sono (DANDIYA; COLLUMBINE, 1959 apud

HOSSEINZADEH; NASSIRI ASL, 2003). Iniciado o periodo de sono, 0os animais
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foram posicionados em decubito dorsal e observados durante 120 min para o
registro do tempo de sono, em minutos, tendo como parametro indicativo de retorno
a situacao de alerta o momento no qual o animal saiu voluntariamente da posicao de

decubito dorsal.

3.9 MODELOS DE ESTUDO DO DESEMPENHO MOTOR DOS ANIMAIS

3.9.1 Teste do campo aberto em camundongos

A atividade motora espontdnea dos animais foi avaliada através do teste do
campo aberto, na tentativa de verificar uma possivel atividade sedativa/depressora

do LCU sobre o SNC.

A atividade motora dos animais foi verificada por meio de um campo aberto,
com formato quadrangular (BRUHWYLER et al., 1991), com 30 cm de largura em
cada um dos lados e com paredes de acrilico incolor medindo 15 cm de altura,
sendo a sua base (local onde ocorre a movimentagdo dos animais) de cor preta e

dividida em 9 secgbes de igual tamanho.

Camundongos, machos, pesando 25-30 g, em jejum soélido de 12 h, foram
separados em grupos de 8 animais cada e tratados por via oral com veiculo (controle
veiculo, agua destilada, 10 mL/kg) ou LCU (200 e 400 mg/kg). Uma hora apds o

tratamento, todos os animais foram levados individualmente ao campo aberto e,
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apdés 1 min de ambientagao, observados durante 4 min, sendo registrado o numero

de seccdes transpassadas pelo animal.

3.9.2 Teste do “rotarod” em camundongos

O teste do “rotarod” também foi utilizado para a avaliacdo de um possivel
efeito do LCU sobre a atividade motora dos animais. Camundongos, machos,
pesando 25-30 g, foram pré-selecionados em um aparelho de “rotarod” de 36 mm de
diametro, realizando 4 rpm, 24 h antes do experimento. Os animais que
permaneceram no aparelho por 2 min foram selecionados e distribuidos em grupos
de 8 animais cada. Apds jejum de 12 h, os grupos foram tratados oralmente com
veiculo (controle veiculo, agua destilada, 10 mL/kg) ou LCU (200 e 400 mg/kg). Uma
hora apds o tratamento, os animais foram colocados no aparelho de “rotarod” para
registro do tempo de permanéncia do animal no mesmo, em segundos (DUNHAM,;
MIYA, 1957 apud KOCH; BRITTON, 2003). O tempo maximo de permanéncia

permitido foi de 120 segundos.

3.10 METODOS ESTATISTICOS

Os resultados obtidos nos experimentos foram expressos como média =+
E.P.M., com excecao dos valores de escores que foram expressos como mediana e

valores minimo e maximo. Para comparagcao multipla de dados paramétricos foi
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utilizada a analise de variancia uma via (ANOVA), seguida do teste de Student-
Newman-Keul e para dados n&o paramétricos foi empregado o teste de Kruskal-
Wallis seguido do pés-teste de Dunn. Em todas as analises estatisticas, foi
considerado o nivel critico para rejeicao da hipotese de nulidade menor que 0,05

(p<0,05).
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4 RESULTADOS

4.1 ANALISE FITOQUIMICA DAS FRAGOES ACETONA E AQUOSA DO LATEX

DO CROTON URUCURANA

Dos 300 mL utilizados do LCU foram obtidos 2,42 g de fragcdo acetona.
Cromatografou-se 1,4 g desta fragcdo, em coluna aberta, cuja fase estacionaria foi a
silica e os eluentes utilizados foram misturas de cloroférmio/metanol. Obteve-se
desta cromatografia 6 subfragdes, as quais foram exaustivamente cromatografadas.
Somente da subfracdo 91-107 (84 mg), foi possivel isolar uma mistura 2:1 de

galocatequina e epigalocatequina, com um rendimento de 14 mg.

Das demais subfracdes néo foi possivel obter nenhum produto puro. Embora
esterdides e/ou terpenos tenham sido detectados por CCD, né&o foi possivel purifica-

los devido mistura complexa.

Foram obtidos 6 g de fracdo aquosa, desta foi feito extragdo especifica para
alcaldéides, mas ndo houve sucesso na extragao, cujo rendimento foi de apenas 5
mg. Os compostos detectados em CCD parecem ser todos de origem

fendlica/flavonodides.
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4.2 TOXICIDADE SOBRE ARTEMIA SALINA

Neste teste, as substancias sdo consideradas ativas quando a toxicidade para
Artemia salina for menor que 1.000 ppm (MEYER et al., 1982), ou seja, quando em
cada 1.000 mL da solucdo existir menos que 1 mL da substincia teste.
Considerando-se que a CLsp encontrada para o LCU foi de 100,00 £ 3,52 pg/mL e
que 1 mL do latex bruto do Croton urucurana possui 411 mg de material sélido (peso
seco), a CLsp encontrada equivale a aproximadamente 0,2433 mL do LCU em sua
forma bruta (liquida) diluido em 1.000 mL da solugéo. Ou seja, o LCU é considerado

ativo neste modelo experimental.

Nao foram encontradas larvas mortas nos tubos controle. A CLsg encontrada
para o dicromato de potassio foi de 20,00 + 1,83 pg/mL, portanto, o LCU é cinco

vezes menos toxico do que este.

4.3 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

4.3.1 Atividade antibacteriana in vitro

Nao houve formagédo de halo (zona de inibicdo de crescimento) nas placas

apos o periodo de incubagdo. Este achado indica que o LCU, nas concentracdes
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utilizadas, nao apresenta atividade antibacteriana contra Staphylococcus aureus e

Escherichia coli.

4.3.2 Atividade antifungica in vitro

A Tabela 1 mostra o efeito do LCU sobre o crescimento de dermatofitos no
meétodo de difusdao em discos. O LCU, nas quatro maiores concentracdes utilizadas,
produziu zonas de inibicdo de crescimento contra todas as cepas testadas. As zonas
de inibicdo foram concentracdo-dependentes e variaram de 21,8 até 26,9 mm,
quando utilizados discos impregnados com 3,0 mg de LCU (Tabela 1). A
griseofulvina (6,0 ug/disco), utilizada como controle positivo do experimento,
produziu zonas de inibicdo comparativamente maiores (25,2 - 34,0 mm) (Tabela 1).
Nao houve formacdao de zona de inibicdo de crescimento nas placas controle

veiculo.

As fragbes aquosa e acetona (3,0 mg/disco) ndo mostraram zonas de inibicao
significativamente diferentes (26,2 + 0,3 e 25,4 £ 0,5 mm, respectivamente, contra o
Trichophyton rubrum e 24,1 £ 0,6 e 23,6 £ 0,7 mm, respectivamente, contra o
Microsporum canis) das zonas registradas com o LCU (3,0 mg/disco), obtidas contra
as mesmas espécies testadas (25,6 £ 0,4 mm, contra o Trichophyton rubrum e 23,5

1 0,3 mm, contra o Microsporum canis).



103

TABELA 1. Efeito do latex do Croton urucurana (LCU) sobre o crescimento de

dermatofitos no método de difusao em discos.

Espécies de

Diametro (mm) da zona de inibigao de crescimento
(Média + E.P.M.)

. LCU Griseofulvina
dermatoéfitos
(mg/disco) (ng/disco)
3,00 1,50 0,75 0,375 0,1875 6,0

Trichophyton 25,6 19,4 14,6 11,2 7,6 34,0
rubrum +04 +0,6 +0,5 +0,9 +1,9 +1,3
Trichophyton 21,8 14,0 10,8 6,4 2,8 25,2
mentagrophytes +0,5 +0,3 +0,5 +1,6 +1,7 +1,4
Trichophyton 26,9 17,8 13,2 10,0 1,8 28,8
tonsurans +1,3 +0,2 +0,8 +0,5 +1,8 + 3,2
Microsporum 23,5 17,4 13,8 11,0 2,0 26,5
Canis +0,3 +0,6 +0,8 +0,8 +2,0 +2,6
Epidermophyton 23,4 18,0 14,0 7,3 6,0 27,5
floccosum +0,8 +0,0 +1,0 + 3,7 + 3,0 +1,4

Placas de Petri contendo agar Batata foram inoculadas em sua superficie com uma

suspensao padrao do fungo em solucgéo salina (NaCl 0,9%) estéril. Discos de papel

de filtro estéreis, com didmetro de 5 mm, foram impregnados com 10 uL de uma
solugdo contendo 3,0; 1,5; 0,75; 0,375 ou 0,1875 mg de LCU ou 6 pg de

griseofulvina. Os discos foram entdo colocados na superficie do agar de cada uma

das placas de Petri. O didmetro da zona de inibicdo ao redor dos discos foi medido

depois de 8 dias de incubagdo a 25-28 °C. Foram utilizados 5 microrganismos

isolados de cada espécie.



104

4.3.2.1 Determinagao da concentragao inibitéria minima

A Tabela 2 mostra que a concentracao inibitéria minima do LCU contra os
dermatofitos testados foi de 2,5 mg/mL, com exceg¢ao do Trichophyton tonsurans
onde foi observada uma CIM de 1,25 mg/mL (Tabela 2). Houve crescimento visivel
dos fungos em todos os tubos controle veiculo. Ndo houve crescimento de fungos

nos tubos controle contendo apenas o agar Sabouraud.

TABELA 2. Concentragao inibitéria minima (CIM) do latex do Croton urucurana

(LCU) contra dermatoéfitos no método de diluicdo em tubos.

Espécies de dermatofitos CIM (mg/mL)
Trichophyton rubrum 2,50
Trichophyton mentagrophytes 2,50
Trichophyton tonsurans 1,25
Microsporum canis 2,50
Epidermophyton floccosum 2,50

Tubos contendo 0,5 mL de uma solugado contendo 5,0; 2,5; 1,25; 0,625; 0,3125 ou
0,15625 mg/mL de LCU diluido em agar Sabouraud receberam 50 pL do indéculo
padrao (grau 0,5 da escala de McFarland) de cada organismo estudado. Todos os
tubos, em duplicata, foram incubados a 25-28 °C durante 8 dias. A CIM foi definida
como a menor concentracdo do LCU sem crescimento visivel apdés o periodo de
incubacdo. Foram utilizados cinco microrganismos isolados de cada espécie de

dermatdfito.
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4.4 MODELOS DE INFLAMAGAO INTESTINAL

4.4.1 Colite ulcerativa induzida por acido acético em ratos

O &acido acético produziu elevagao significativa (p<0,001) na propor¢ao peso
umido/comprimento do tecido (183,35 + 15,63 mg/cm) em relagdo ao grupo controle
normal (72,80 + 4,58 mg/cm) (Figura 7). Este aumento na propor¢édo peso
umido/comprimento induzido pela administracio intracolénica de acido acético, foi
significativamente reduzido nos grupos de animais tratados com o LCU nas doses de
200 e 400 mg/kg (p<0,05 e p<0,01, respectivamente), onde foram obtidos valores de
141,56 + 8,80 mg/kg, para a menor dose, e 122,12 + 11,09 mg/kg, para a maior dose

do LCU (Figura 7).

A avaliacdo macroscopica do célon dos animais mostrou que o acido acético
induziu uma lesédo colbnica significativa (p<0,001) no grupo controle veiculo, com
escore de 9,0 (8-10), em comparagao ao grupo controle normal, cujo escore foi de
0,0 (0-0) (Tabela 3). Como mostrado na Tabela 3, o pré-tratamento com o LCU por
via retal, nas doses de 200 e 400 mg/kg, reduziu o valor do escore obtido para 5,0
(4-7) e 5,5 (3-6), respectivamente, no entanto esta redugao nao foi estatisticamente

significante.

A analise histopatoldégica confirmou o efeito lesivo do acido acético no cdlon
dos animais evidenciado pela avaliagdo macroscopica. O acido acético induziu lesao
tecidual significativa (p<0,001) nos ratos do grupo controle veiculo, exibindo escores

de 10,0 (9-11), em relagdo aos animais do grupo controle normal, que obtiveram
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escore de 0,0 (0-0) (Tabela 4). O LCU na dose de 400 mg/kg foi capaz de prevenir
de forma significativa (p<0,05) o dano tecidual microscoépico induzido pelo acido
acético, tendo este grupo obtido escore de 1,5 (0-6). J& na menor dose utilizada, o
LCU nao foi capaz de reduzir de forma significativa o escore microscépico de lesao,

exibindo valor de 3,0 (0-7) (Tabela 4).

A Figura 8 resume as alteragdes histopatolégicas das secgdes do colon dos
quatro grupos estudados. Secgbes do coélon dos ratos do grupo controle veiculo
mostraram, 24 h apés a administragdo do acido acético, uma resposta inflamatoria
caracterizada por extensa desorganizacdo da mucosa, infiltracdo de células
inflamatérias na submucosa, focos inflamatérios com necrose e edema da
submucosa (Figura 8B). Nas secg¢des de colon dos animais do grupo controle normal
estas alteragdes nao foram visualizadas (Figura 8A). O tratamento com LCU, nas
doses de 200 e 400 mg/kg, reduziu a desorganizagdo da mucosa, a presenga de
focos inflamatérios com necrose e o edema da submucosa (Figuras 8C e 8D,

respectivamente).

A colite causada pelo acido acético foi associada a uma elevagao significativa
(p<0,001) de aproximadamente trés vezes na atividade da enzima mieloperoxidase
(0,295 + 0,015) presente na mucosa do colon dos animais, quando este valor foi
comparado ao obtido no grupo controle normal (0,083 £ 0,005) (Figura 9). O pré-
tratamento com 200 e 400 mg/kg do LCU reduziu de forma significativa (p<0,001) a
atividade da mieloperoxidase, 24 h apds a administragdo do acido acético, para
0,158 + 0,017 e 0,187 + 0,023, respectivamente, contudo tais niveis ndo foram

capazes de alcancgar os valores normais (Figura 9).
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A atividade da catalase na mucosa do coélon dos animais do grupo controle
veiculo foi significativamente elevada (p<0,01) pela administragdo do acido acético,
atingindo valores de 139, 52 + 12,81 mM/min/ug de proteina, em relagdo ao grupo
controle normal que obteve valores de 86,23 + 10,60 mM/min/ug de proteina (Figura
10). O LCU, nas doses de 200 e 400 mg/kg, foi capaz de reduzir de forma
significativa (p<0,01 e p<0,05, respectivamente) a atividade da catalase, atingindo
valores basais de 8510 + 1,75 e 97,98 + 5,77 mM/min/ug de proteina,

respectivamente (Figura 10).

Foram encontrados niveis de nitrito significativamente elevados (p<0,001) na
mucosa colbnica dos animais do grupo controle veiculo (33,50 = 3,32 pM de
NaNO./10 mg de tecido), em relagdo ao grupo controle normal (21,62 = 2,23 yM de
NaNO»/10 mg de tecido) (Figura 11). O pré-tratamento com o LCU, nas doses de
200 e 400 mg/kg, causou uma inibi¢cao significativa (p<0,001) na produgao de nitrito,
que atingiu valores de 17,12 + 0,48 e 18,23 £ 0,90 uM de NaNO,/10 mg de tecido,

respectivamente (Figura 11).



108

250 -
a
200 -
g
S 150 1 bb
E
[e]
©
‘e 100
=1
o
(7]
[
o 50 -
0 .
Controle Controle LCU LCU mg/kg
normal veiculo 200, v.r. 400, v.r.

Acido acético

FIGURA 7. Efeito do latex do Croton urucurana (LCU) sobre a relagdao peso
umido/comprimento do célon dos animais no modelo de colite induzida por
acido acético em ratos. Ratos Wistar (machos, 150-180 g, n=6) foram tratados
(v.r.) com veiculo (controle veiculo, 10 mL/kg) ou LCU (200 e 400 mg/kg) 24 e 2 h
antes da administragao de acido acético (4%, 2 mL, v.r.). O grupo controle normal foi
tratado com veiculo (10 mL/kg, v.r.) 24 e 2 h antes da administragcdo de 2 mL de
agua destilada (v.r.), em substituicdo ao acido acético. Vinte e quatro horas apds a
administragdo do acido acético, os animais foram sacrificados para a retirada de 8
cm do célon a partir do anus, foram desprezados os 3 cm proximais € 0 segmento
restante (5 cm) foi aberto, limpo em solugéo salina (NaCl 0,9%) gelada e pesado. As
colunas representam a média + E.P.M. da relagdo peso umido/comprimento do
segmento (mg/cm). °p<0,001 comparado ao grupo controle normal; °p<0,05 e
®h<0,01 comparado ao grupo controle veiculo (ANOVA e Teste de Student-

Newman-Keul).
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TABELA 3. Efeito do latex do Croton urucurana (LCU) sobre o escore de lesao

macroscopica do célon no modelo de colite induzida por acido acético em

ratos.
Tratamento (v.r.) Escore
Controle normal (agua destilada, 10 mL/kg) 0,0 (0-0)
Controle veiculo (agua destilada, 10 mL/kg) 9,0 (8-10)
LCU (200 mg/kg) 5,0 (4-7)
LCU (400 mg/kg) 5,5 (3-6)

Ratos Wistar (machos, 150-180 g, n=6) foram tratados 24 e 2 h antes da
administragdo de acido acético (4%, 2 mL, via retal). O grupo controle normal foi
tratado 24 e 2 h antes da administragcdo de mais 2 mL de agua destilada por via
retal, em substituicdo ao acido acético. Vinte e quatro horas apés a administracao do
acido acético, os animais foram sacrificados por deslocamento cervical para a
retirada de 8 cm do célon a partir do anus, foram desprezados os 3 cm proximais ao
anus e o segmento restante (5 cm) foi aberto longitudinalmente, limpo em solugéo
salina (NaCl 0,9%) gelada e avaliado macroscopicamente para afericdo de escores
de acordo com a intensidade e extensao da lesdo tecidual. Resultados expressos
como mediana e valores minimo e maximo. *p<0,001 comparado ao grupo controle

normal (Teste de Kruskal-Wallis e Teste de Dunn).
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TABELA 4. Efeito do latex do Croton urucurana (LCU) sobre o escore de lesao

microscopica do célon no modelo de colite induzida por acido acético em

ratos.
Tratamento (v.r.) Escore
Controle normal (agua destilada, 10 mL/kg) 0,0 (0-0)
Controle veiculo (agua destilada, 10 mL/kg) 10,0 (9-11)2
LCU (200 mg/kg) 3,0 (0-7)
LCU (400 mg/kg) 1,5 (0-6)°

Ratos Wistar (machos, 150-180 g, n=6) foram tratados 24 e 2 h antes da
administragdo de acido acético (4%, 2 mL, via retal). O grupo controle normal foi
tratado 24 e 2 h antes da administracdo de mais 2 mL de agua destilada por via
retal, em substituicdo ao acido acético. Vinte e quatro horas apds a administracdo do
acido acético os animais foram sacrificados por deslocamento cervical para a
retirada de 8 cm do célon a partir do anus, foram desprezados os 3 cm proximais ao
anus e o segmento restante (5 cm) foi aberto longitudinalmente, limpo em solugéo
salina (NaCl 0,9%) gelada e uma pequena amostra de cada um dos segmentos foi
fixada em uma solugado a 10% de formaldeido tamponado para posterior avaliagéo
histopatoldgica, onde foram aferidos escores aos tecidos de acordo com o grau de
lesdo. Resultados expressos como mediana e valores minimo e maximo. ?p<0,001
comparado ao grupo controle normal e ®n<0,05 comparado ao grupo controle veiculo

(Teste de Kruskal-Wallis e Teste de Dunn).
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A

FIGURA 8. Efeito do latex do Croton urucurana (LCU) sobre a lesdo tecidual
microscopica no coélon dos animais no modelo de colite induzida por acido
acético em ratos. Ratos Wistar (machos, 150-180 g, n=6) foram tratados (v.r.) com
(B) veiculo (controle veiculo, 10 mL/kg), (C) LCU (200 mg/kg) ou (D) LCU (400
mg/kg) 24 e 2 h antes da administragdo de acido acético (4%, 2 mL, v.r.). O grupo
controle normal (A) foi tratado com veiculo (10 mL/kg, v.r.) 24 e 2 h antes da
administracdo de agua destilada (2 mL, v.r.), em substituicdo ao acido acético. Vinte
e quatro horas apds a administragao do acido acético os animais foram sacrificados
para a retirada de 8 cm do colon a partir do anus, foram desprezados os 3 cm
proximais e uma amostra do segmento restante (5 cm) foi fixada e processada para
analise microscopica (H&E, 40x). Na figura B observa-se uma resposta inflamatéria
com desorganizagdo da mucosa, infiltracdo de células inflamatérias na submucosa,
focos inflamatérios com necrose e edema da submucosa. Estas alteragdes nao séao
visualizadas na figura A. Nas figuras C e D observa-se redugédo da desorganizagao

da mucosa, da necrose e do edema da submucosa.
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FIGURA 9. Efeito do latex do Croton urucurana (LCU) sobre a atividade da
mieloperoxidase (MPO) na mucosa do célon dos animais no modelo de colite
induzida por acido acético em ratos. Ratos Wistar (machos, 150-180 g, n=6)
foram tratados (v.r.) com veiculo (controle veiculo, 10 mL/kg) ou LCU (200 e 400
mg/kg) 24 e 2 h antes da administragdo de acido acético (4%, 2 mL, v.r.). O grupo
controle normal foi tratado com veiculo (10 mL/kg, v.r.) 24 e 2 h antes da
administragcdo de 2 mL de agua destilada (v.r.), em substituicdo ao acido acético.
Vinte e quatro horas apds a administracdo do acido acético os animais foram
sacrificados para a retirada de 8 cm do cdlon a partir do anus, foram desprezados os
3 cm proximais e o segmento restante (5 cm) foi aberto, limpo em solugao salina
(NaCl 0,9%) gelada e 300 mg da mucosa foram retirados para a determinagdo da
atividade da MPO. As colunas representam a média + E.P.M. da variagdo na
absorbancia da reagdo no intervalo de 5 min. ®p<0,001 comparado ao grupo controle
normal e °p<0,001 comparado ao grupo controle veiculo (ANOVA e Teste de

Student-Newman-Keul).
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FIGURA 10. Efeito do latex do Croton urucurana (LCU) sobre a atividade da
catalase na mucosa do célon dos animais no modelo de colite induzida por
acido acético em ratos. Ratos Wistar (machos, 150-180 g, n=6) foram tratados
(v.r.) com veiculo (controle veiculo, 10 mL/kg) ou LCU (200 e 400 mg/kg) 24 e 2 h
antes da administracao de acido acético (4%, 2 mL, v.r.). O grupo controle normal foi
tratado com veiculo (10 mL/kg, v.r.) 24 e 2 h antes da administragcdo de 2 mL de
agua destilada (v.r.), em substituicdo ao acido acético. Vinte e quatro horas apds a
administragao do acido acético os animais foram sacrificados para a retirada de 8 cm
do colon a partir do anus, foram desprezados os 3 cm proximais e o segmento
restante (5 cm) foi aberto, limpo em solugéo salina (NaCl 0,9%) gelada e 200 mg da
mucosa foram retirados para a determinagao da atividade da catalase. As colunas
representam a média + E.P.M. da atividade da catalase em mM/min/ug de proteina.
®p<0,01 comparado ao grupo controle normal; h<0,05 e "°p<0,01 comparado ao

grupo controle veiculo (ANOVA e Teste de Student-Newman-Keul).



114

40 a
35 4
o
i)
§ 30 4
S
> 297
£
© 20
% 151
N
S 101
©
p-4
5 .
0 J
Controle Controle LCU LCU mg/kg
normal veiculo 200, v.r. 400, v.r.

Acido acético

FIGURA 11. Efeito do latex do Croton urucurana (LCU) sobre a concentragao
de nitrito na mucosa do célon dos animais no modelo de colite induzida por
acido acético em ratos. Ratos Wistar (machos, 150-180 g, n=6) foram tratados
(v.r.) com veiculo (controle veiculo, 10 mL/kg) ou LCU (200 e 400 mg/kg) 24 e 2 h
antes da administracao de acido acético (4%, 2 mL, v.r.). O grupo controle normal foi
tratado com veiculo (10 mL/kg, v.r.) 24 e 2 h antes da administragcdo de 2 mL de
agua destilada (v.r.), em substituicdo ao acido acético. Vinte e quatro horas apds a
administragao do acido acético os animais foram sacrificados para a retirada de 8 cm
do colon a partir do anus, foram desprezados os 3 cm proximais e o segmento
restante (5 cm) foi aberto, limpo em solugéo salina (NaCl 0,9%) gelada e 200 mg da
mucosa foram retirados para a dosagem de nitrito (NaNO3). As colunas representam
a média + E.P.M. da concentragdo de NaNO, (uM) em 10 mg de tecido. ?p<0,001
comparado ao grupo controle normal e r<0,001 comparado ao grupo controle
veiculo (ANOVA e Teste de Student-Newman-Keul).
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4.4.2 Injuria intestinal induzida por isquemia-reperfusao mesentérica em ratos

Nao foi observada mortalidade nos ratos submetidos ao modelo experimental
de isquemia-reperfusdo mesentérica. A Figura 12 resume as alteragdes
histopatoldgicas nas secgdes de ileo dos quatro grupos estudados. Secgdes do ileo
dos ratos tratados com veiculo e submetidos a injuria intestinal induzida por
isquemia-reperfusdo  mesentérica mostraram uma resposta inflamatoria
caracterizada por moderada desorganizagdo da mucosa, infiltragcdo de células
inflamatdrias e discreto edema da submucosa (Figura 12B). Nas secgdes do ileo dos
animais do grupo controle normal estas alteracbes nao foram visualizadas (Figura
12A). O LCU, nas doses de 200 e 400 mg/kg, reduziu a desorganizagao da mucosa
e 0 edema da submucosa (Figuras 12C e 12D, respectivamente), contudo, esta
protecado foi considerada discreta. A protecdo desempenhada pela menor dose do

LCU parece ter sido mais efetiva que aquela desempenhada pela maior dose.

A isquemia-reperfusdo mesentérica no grupo controle veiculo foi associada a
um significante (p<0,001) aumento na atividade das enzimas mieloperoxidase (0,297
+ 0,028) e catalase (167,27 = 4,24 mM/min/ug de proteina) presentes na mucosa
ileal em relacéo ao grupo controle normal (0,067 + 0,012 e 125,85 + 7,50 mM/min/ug
de proteina, respectivamente) (Figuras 13 e 14). O tratamento com LCU em ambas
as doses reduziu de forma significativa (p<0,001) a atividade destas enzimas em
relacdo ao grupo controle veiculo, submetido a isquemia-reperfusdo mesentérica. A
atividade da mieloperoxidase atingiu valores de 0,177 + 0,013 e 0,172 + 0,013 nos
grupos tratados com 200 e 400 mg/kg de LCU, respectivamente, valores estes que

nao chegaram a alcancgar o valor encontrado no grupo controle normal (Figura 13). A



116

atividade da catalase foi reduzida para 72,73 + 6,58 e 79,83 + 5,10 mM/min/ug de
proteina com as doses de 200 e 400 mg/kg de LCU, respectivamente. Esta redugao
levou a atividade da catalase para niveis significativamente (p<0,001) inferiores ao
encontrado no grupo controle normal (Figura 14), o que pode ter ocorrido em
decorréncia de uma redugdo na quantidade de perdxido de hidrogénio produzido

pelo tecido inflamado para niveis abaixo do normal.

Os niveis de nitrito na mucosa ileal também foram significativamente (p<0,01)
elevados com a isquemia-reperfusdo mesentérica no grupo controle veiculo (18,670
+ 3,170 uyM de NaNO,/10 mg de tecido) em relagdo ao grupo controle normal
(10,176 £ 1,176 pM de NaNO,/10 mg de tecido) (Figura 15). Estes niveis foram
reduzidos de forma significativa com as doses de 200 mg/kg (p<0,001) e 400 mg/kg
(p<0,01) de LCU (6,396 + 0,681 e 10,765 = 1,578 uM de NaNO,/10 mg de tecido,
respectivamente) quando os valores foram comparados ao valor obtido no grupo

controle veiculo (Figura 15).

A isquemia-reperfusdo mesentérica induzida no grupo controle veiculo
reduziu de forma significativa (p<0,01) a concentragdo de SH-NP na mucosa ileal em
relacdo ao grupo controle normal, indicando, uma redugao na concentracédo de GSH
(Figura 16). No grupo controle veiculo a concentragdo de SH-NP atingiu valores de
30,67 £ 2,03 pg de SH-NP/500 mg de tecido (p<0,01), enquanto a concentragcéo no
grupo controle normal foi de 49,71 + 4,65 pg de SH-NP/500 mg de tecido (Figura
16). O LCU na menor dose preveniu esta reducao de forma significativa (p<0,001),
mostrando uma concentracéo de 61,87 + 4,37 ug de SH-NP/500 mg de tecido.
Contudo, a reducado na concentracdo de SH-NP induzida pela isquemia-reperfusio
nao foi inibida de forma significativa pela maior dose de LCU (41,29 + 2,31 ug de

SH-NP/500 mg de tecido) (Figura 16).
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FIGURA 12. Efeito do latex do Croton urucurana (LCU) sobre a lesao tecidual
microscopica do ileo dos animais no modelo de injuria intestinal induzida por
isquemia-reperfusdao mesentérica em ratos. Ratos Wistar (machos, 150-180 g,
n=6) foram tratados (v.0.) com (B) veiculo (controle veiculo, 10 mL/kg), (C) LCU (200
mg/kg) ou (D) LCU (400 mg/kg) 24, 12 e 2 h antes da induc&o da isquemia. Para a
realizacdo do procedimento cirurgico, a artéria mesentérica superior foi clampeada
por 45 min, por meio de laparotomia, em seguida o clampe foi retirado para que
houvesse reperfusdo do tecido por 1 h. Um outro grupo (A) foi tratado com veiculo
(controle normal, 10 mL/kg, v.0.) 24, 12 e 2 h antes do mesmo procedimento
experimental, contudo sem o clampeamento da artéria. Os animais foram entéo
sacrificados, o ileo foi retirado e uma mostra foi fixada e processada para analise
microscépica (H&E, 40x). Na figura B observa-se desorganizagdo da mucosa,
infiltragdo de células inflamatdrias e discreto edema da submucosa. Estes achados
nao sao observados na figura A. Nas figuras C e D observa-se discreta protegcao
quanto a desorganizagdo da mucosa e ao edema da submucosa, tal protegcéo

parece ter sido mais efetiva na figura C.
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FIGURA 13. Efeito do latex do Croton urucurana (LCU) sobre a atividade da
mieloperoxidase (MPO) na mucosa ileal dos animais no modelo de injuria
intestinal induzida por isquemia-reperfusao mesentérica em ratos. Ratos Wistar
(machos, 150-180 g, n=6) foram tratados (v.0.) com veiculo (controle veiculo, 10
mL/kg) ou LCU (200 e 400 mg/kg) 24, 12 e 2 h antes da indugéo da isquemia. Para
a realizagao do procedimento cirurgico, a artéria mesentérica superior foi clampeada
por 45 min, por meio de laparotomia, em seguida o clampe foi retirado para que
houvesse reperfusdo do tecido por 1 h. Um outro grupo foi tratado com veiculo
(controle normal, 10 mL/kg, v.0.) 24, 12 e 2 h antes do mesmo procedimento
experimental, contudo sem o clampeamento da artéria. Os animais foram entao
sacrificados, o ileo foi retirado e limpo em solugao salina (NaCl 0,9%) gelada e 300
mg de mucosa foram separados para dosagem da MPO. As colunas representam a
média + E.P.M. da variagdo na absorbancia da reacdo no intervalo de 5 min.
4p<0,001 comparado ao grupo controle normal e ®n<0,001 comparado ao grupo

controle veiculo (ANOVA e Teste de Student-Newman-Keul).
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FIGURA 14. Efeito do latex do Croton urucurana (LCU) sobre a atividade da
catalase na mucosa ileal dos animais no modelo de injuria intestinal induzida
por isquemia-reperfusao mesentérica em ratos. Ratos Wistar (machos, 150-180
g, n=6) foram tratados (v.0.) com veiculo (controle veiculo, 10 mL/kg) ou LCU (200 e
400 mg/kg) 24, 12 e 2 h antes da indugdo da isquemia. Para a realizagdo do
procedimento cirurgico, a artéria mesentérica superior foi clampeada por 45 min, por
meio de laparotomia, em seguida o clampe foi retirado para que houvesse
reperfusdo do tecido por 1 h. Um outro grupo foi tratado com veiculo (controle
normal, 10 mL/kg, v.0.) 24, 12 e 2 h antes do mesmo procedimento experimental,
contudo sem o clampeamento da artéria. Os animais foram entao sacrificados, o ileo
foi retirado e limpo em solugédo salina (NaCl 0,9%) gelada e 200 mg de mucosa
foram separados para dosagem da catalase. As colunas representam a média +
E.P.M. da atividade da catalase em mM/min/ug de proteina. ?p<0,001 comparado ao
grupo controle normal e °p<0,001 comparado ao grupo controle veiculo (ANOVA e

Teste de Student-Newman-Keul).
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FIGURA 15. Efeito do latex do Croton urucurana (LCU) sobre a concentragao
de nitrito na mucosa ileal dos animais no modelo de injuria intestinal induzida
por isquemia-reperfusao mesentérica em ratos. Ratos Wistar (machos, 150-180
g, n=6) foram tratados (v.0.) com veiculo (controle veiculo, 10 mL/kg) ou LCU (200 e
400 mg/kg) 24, 12 e 2 h antes da indugdo da isquemia. Para a realizagdo do
procedimento cirurgico, a artéria mesentérica superior dos animais foi clampeada por
45 min, por meio de laparotomia, em seguida o clampe foi retirado para que
houvesse reperfusdo do tecido por 1 h. Um outro grupo foi tratado com veiculo
(controle normal, 10 mL/kg, v.0.) 24, 12 e 2 h antes do mesmo procedimento
experimental, contudo sem o clampeamento da artéria. Os animais foram entao
sacrificados, o ileo foi retirado e limpo em solugao salina (NaCl 0,9%) gelada e 200
mg de mucosa foram separados para dosagem de nitrito (NaNO;). As colunas
representam a média £ E.P.M. da concentracédo de NaNO; (uM) em 10 mg de tecido.
4p<0,01 comparado ao grupo controle normal; ®r<0,01 e "Pp<0,001 comparado ao

grupo controle veiculo (ANOVA e Teste de Student-Newman-Keul).
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FIGURA 16. Efeito do latex do Croton urucurana (LCU) sobre a quantidade de
grupos sulfidrilicos nao protéicos (SH-NP) na mucosa ileal dos animais no
modelo de injuria intestinal induzida por isquemia-reperfusdao mesentérica em
ratos. Ratos Wistar (machos, 150-180 g, n=6) foram tratados (v.0.) com veiculo
(controle veiculo, 10 mL/kg) ou LCU (200 e 400 mg/kg) 24, 12 e 2 h antes da
indugdo da isquemia. Para a realizagdo do procedimento cirurgico, a artéria
mesentérica superior dos animais foi clampeada por 45 min, por meio de
laparotomia, em seguida o clampe foi retirado para que houvesse reperfusdo do
tecido por 1 h. Um outro grupo foi tratado com veiculo (controle normal, 10 mL/kg,
v.0.) 24, 12 e 2 h antes do mesmo procedimento experimental, contudo sem o
clampeamento da artéria. Os animais foram entao sacrificados, o ileo foi retirado e
limpo em solugéo salina (NaCl 0,9%) gelada e 500 mg de mucosa foram separados
para dosagem de SH-NP. As colunas representam a média £ E.P.M. da quantidade
de SH-NP (ug) em 500 mg de tecido. ?p<0,01 comparado ao grupo controle normal e
®p<0,001 comparado ao grupo controle veiculo (ANOVA e Teste de Student-

Newman-Keul).
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4.5 MODELOS DE DOR VISCERAL

4.5.1 Contorgoes abdominais induzidas por acido acético em camundongos

No modelo de contorcbes abdominais induzidas pela administracao
intraperitoneal de acido acético (0,6%; 10 mL/kg) em camundongos, a administragéo
de morfina (5 mg/kg, s.c.) reduziu de forma significativa (p<0,001) o numero de
contor¢gdes abdominais apresentadas pelos animais (0,14 + 0,14) em relagdo ao

grupo controle veiculo (42,33 + 3,78) (Figura 17).

O tratamento com LCU, nas doses de 200 e 400 mg/kg, foi capaz de reduzir
de forma significativa (p<0,05) o numero de contor¢des para 31,17 + 4,21 e 29,17 +
4,45, respectivamente, quando estes valores foram comparados ao valor registrado
no grupo controle veiculo (Figura 17). Evidenciando, assim, uma atividade

antinociceptiva visceral do LCU.
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FIGURA 17. Efeito do latex do Croton urucurana (LCU) sobre o numero de
contor¢cées no modelo de contor¢cées abdominais induzidas por acido acético
em camundongos. Camundongos Swiss (machos, 25-30 g, n=8) foram tratados
com veiculo (controle veiculo, 10 mL/kg, v.0.), morfina (5 mg/kg, s.c.) ou LCU (200 e
400 mg/kg, v.0.). Uma hora apds o tratamento oral ou 30 min apds o tratamento
subcuténeo a resposta nociceptiva foi induzida através da injecao intraperitoneal de
acido aceético (0,6%), diluido em solugéo salina (NaCl 0,9%), em um volume de 10
mL/kg de peso corpdreo do animal. A nocicepgéao foi avaliada através do registro do
numero de contorcbes abdominais realizadas pelo animal durante um periodo de 20
min, contados a partir da administragdo do agente algico. As colunas representam a
média + E.P.M. do numero de contorcbes de cada um dos grupos. *p<0,05 e
**p<0,001 comparado ao grupo controle veiculo (ANOVA e Teste de Student-

Newman-Keul).
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4.5.2 Cistite induzida por ciclofosfamida em camundongos

No modelo de cistite induzida por ciclofosfamida (400 mg/kg, i.p.), houve uma
elevagao significante (p<0,001) no tempo de crises transitérias do grupo controle
veiculo (12,25 £ 2,98 min), quando este valor foi comparado ao obtido no grupo
controle normal (2,03 £ 0,38 min) (Figura 18). A N-acetil-cisteina (750 mg/kg, i.p.)
reduziu de forma significativa (p<0,001) o tempo de crises para 1,02 £ 0,18 min,
quando este valor foi comparado ao obtido no grupo controle veiculo (Figura 18). O
LCU nas doses de 200 e 400 mg/kg também foi capaz de reduzir de forma
significativa (p<0,001) o tempo de crises para 2,60 £+ 0,49 e 2,33 £ 0,36 min,

respectivamente (Figura 18).

Quanto aos escores para comportamento nociceptivo, registrados a cada
intervalo de 30 min durante um periodo de 2 min de observagdo, o grupo controle
veiculo mostrou elevacgéao significativa (p<0,001) deste [52 (26-72)] em relagdo ao
grupo controle normal [2 (0-21)] (Tabela 5). A N-acetil-cisteina (750 mg/kg, i.p.)
reduziu de forma significativa (p<0,001) os escores para comportamento nociceptivo
[2 (0-6)] em relacdo ao grupo controle veiculo (Tabela 5). O LCU, na dose de 400
mg/kg, também reduziu significativamente (p<0,05) tal escore [12 (3-52)] em relagao
ao grupo controle veiculo (Tabela 5). Na dose de 200 mg/kg, o LCU reduziu os
escores [14 (2-51)], contudo esta reducdo nao foi considerada estatisticamente

significativa (Tabela 5).
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FIGURA 18. Efeito do latex do Croton urucurana (LCU) sobre o tempo de crises
transitérias no modelo de cistite induzida por ciclofosfamida em
camundongos. Camundongos Swiss (machos, 25-30 g, n=8) foram tratados com
veiculo (controle veiculo, 10 mL/kg, v.0.), N-acetil-cisteina (NAC, 750 mg/kg, i.p.) ou
LCU (200 e 400 mg/kg, v.0.) 48, 24 e 1 h antes da administracao de ciclofosfamida
(400 mg/kg, i.p.). Imediatamente apds a administracdo da ciclofosfamida os animais
foram observados, durante 8 intervalos de 30 min, para o registro do tempo de crises
transitorias (piloerecdo, lamber o abdémen, arrastar o abdémen contra o solo,
contorcer ou retrair o abdémen), em minutos. Um grupo controle normal foi tratado
com veiculo (10 mL/kg, v.0.) e recebeu solugdo salina (10 mlL/kg, i.p.) em
substituicdo a ciclofosfamida. As colunas representam a média £ E.P.M. do tempo
de crises transitérias (min) dos animais durante os 8 intervalos de 30 min. ®p<0,001
comparado ao grupo controle normal e ’r<0,001 comparado ao grupo controle
veiculo (ANOVA e Teste de Student-Newman-Keul).
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TABELA 5. Efeito do latex do Croton urucurana (LCU) sobre o escore para

comportamento nociceptivo no modelo de cistite induzida por ciclofosfamida

em camundongos.

Tratamento Escore
Controle normal (agua destilada, 10 mL/kg, v.0.) 2 (0-21)
Controle veiculo (agua destilada, 10 mL/kg, v.0.) 52 (26-72)?
N-acetil-cisteina (750 mg/kg, i.p.) 2 (0-6)™®
LCU (200 mg/kg, v.0.) 14 (2-51)
LCU (400 mg/kg, v.0.) 12 (3-52)°

Camundongos Swiss (machos, 25-30 g, n=8) foram tratados 48, 24 e 1 h antes da

administragdo de ciclofosfamida (400 mg/kg, i.p.) diluida em solugdo salina (NaCl

0,9%). Imediatamente apdés a administragdo da ciclofosfamida os animais foram

colocados individualmente em caixas plasticas e observados durante 2 min, a cada

intervalo de 30 min, para a aferichko de um escore ao seu comportamento

nociceptivo. Foram utilizados 8 periodos de observagdo. O grupo controle normal

recebeu apenas solugdo salina (10 mL/kg, i.p.) em substituicdo a ciclofosfamida.

Resultados expressos como mediana e valores minimo e maximo dos escores

obtidos durante os 8 intervalos de 2 min de observagdo. ®p<0,001 comparado ao

grupo controle normal, ®p<0,05 e "Pp<0,001 comparado ao grupo controle veiculo

(Teste de Kruskal-Wallis e Teste de Dunn).
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4.5.3 Dor induzida pela administragdao intracolénica de capsaicina em

camundongos

A administracdo de capsaicina (0,3%, 50 uL) por via intracolénica elevou
significativamente (p<0,001) o numero de comportamentos nociceptivos
relacionados a dor visceral no grupo controle veiculo (55,00 £ 3,25), quando este
valor foi comparado ao registrado no grupo controle normal (9,75 £ 3,72) (Figura 19).
A morfina (7,5 mg/kg, s.c.) reduziu significativamente (p<0,001) a expressao de tais
comportamentos (4,28 £ 1,46), em relagdo ao grupo controle veiculo (Figura 19). O
LCU também reduziu de forma significativa a freqliéncia destes comportamentos,
mostrando valores de 16,12 + 4,29 (p<0,001) no grupo tratado com a menor dose e

37,62 £ 5,78 (p<0,05) no grupo tratado com a maior dose (Figura 19).

Em um segundo procedimento experimental, buscando investigar possivel
participacao dos receptores opidides e do NO na atividade antinociceptiva visceral
do LCU, foi verificado que o pré-tratamento com naloxona (5 mg/kg, i.p.) inibiu de
forma significativa (p<0,01) o efeito antinociceptivo da morfina (7,5 mg/kg, s.c.)
(29,57 + 5,62), quando este valor foi comparado ao obtido no grupo tratado apenas
com morfina (7,5 mg/kg, s.c.) (4,72 =+ 1,61) (Figura 20). Da mesma forma, o pré-
tratamento com naloxona (5 mg/kg, i.p.) foi capaz de reverter de forma significativa
(p<0,01) o efeito antinociceptivo do LCU (200 mg/kg, v.0.) (63,28 + 9,91), quando
este valor foi comparado ao obtido no grupo tratado apenas com o LCU na mesma
dose (22,71 £ 5,04) (Figura 20). O L-NAME (20 mg/kg, i.p.) nado foi capaz de
potencializar o efeito do LCU (200 mg/kg), tendo este grupo mostrado 19,00 + 5,56

comportamentos nociceptivos (Figura 20).
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Em um terceiro procedimento utilizando este modelo experimental e buscando
investigar possivel participagdo dos receptores az-adrenérgicos na atividade
antinociceptiva visceral do LCU, foi verificado que a clonidina (100 mg/kg, i.p.)
reduziu significativamente (p<0,001) o numero de comportamentos nociceptivos
(6,50 = 2,46), quando este valor foi comparado ao obtido no grupo controle veiculo
(62,80 £ 1,90) (Figura 21). Este efeito antinociceptivo da clonidina foi revertido de
forma significativa (p<0,001) pelo pré-tratamento com iocimbina (2 mg/kg, i.p.) (44,20
* 6,88) (Figura 21). Contudo, o pré-tratamento com ioimbina (2 mg/kg, i.p.) ndo foi
capaz de reverter o efeito antinociceptivo do LCU (200 mg/kg, v.o.) (4,80 £ 1,20),
quando este foi comparado ao valor encontrado no grupo tratado apenas com o LCU
na mesma dose (18,66 + 3,55), ao contrario, a ioimbina pareceu potencializar o
efeito deste, no entanto nao foi encontrada diferenca significativa entre o numero de
comportamentos nociceptivos do grupo tratado com LCU e do grupo tratado com

ioimbina em associag¢ao ao LCU (Figura 21).

O mesmo modelo foi também utilizado para a avaliacdo de um possivel
envolvimento dos receptores vaniléides na atividade antinociceptiva visceral do LCU.
Verificamos que o vermelho de ruténio (3 mg/kg, s.c.), um antagonista nao
competitivo da capsaicina, quando administrado isoladamente, foi capaz de reduzir
de forma significativa (p<0,01) o numero de comportamentos nociceptivos (28,20 +
6,64) em relagao ao grupo controle veiculo (59,00 = 6,79), assim como o LCU na
dose de 200 mg/kg (v.0.) (29,17 + 4,82) (Figura 22). Contudo, quando o LCU (200
mg/kg) foi administrado em associagao ao vermelho de ruténio (3 mg/kg, s.c.), ndo
houve uma potencializagdo na atividade antinociceptiva deste (25,83 + 4,21) (Figura

22), indicando um possivel efeito do LCU sobre os receptores vanildides.
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FIGURA 19. Efeito do latex do Croton urucurana (LCU) sobre o numero de
comportamentos nociceptivos no modelo de dor induzida pela administragao
intracolénica de capsaicina em camundongos. Camundongos Swiss (machos,
25-30 g, n=8) foram tratados com veiculo (controle veiculo, 10 mL/kg, v.0.), morfina
(MOR; 7,5 mg/kg, s.c.) ou LCU (200 e 400 mg/kg, v.0.). Uma hora apés o tratamento
oral ou 30 min apo6s o tratamento subcutédneo, os animais receberam capsaicina
(0,3%, 50 pL, via intracol6nica). Imediatamente apds a administragdo de capsaicina,
foi registrado, durante 30 min, o numero de comportamentos nociceptivos dos
animais relacionados a dor visceral (lamber o abdémen, contorcer-se, arrastar a
regido abdominal baixa contra o solo e retrair o abdémen). Um grupo controle normal
foi tratado com veiculo (10 mL/kg, v.0.) e recebeu apenas o veiculo da capsaicina
por via intracolénica (50 yL). As colunas representam a média + E.P.M. do numero
de comportamentos nociceptivos. ?p<0,001 comparado ao grupo controle normal;
®p<0,05 e "°p<0,001 comparado ao grupo controle veiculo (ANOVA e Teste de

Student-Newman-Keul).
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FIGURA 20. Efeito da naloxona e do L-nitro arginina metil éster sobre a
atividade do latex do Croton urucurana (LCU) no modelo de dor induzida pela
administragado intracoléonica de capsaicina em camundongos. Camundongos
Swiss (machos, 25-30 g, n=8) foram tratados com veiculo (controle veiculo, 10
mL/kg, v.0.); morfina (MOR; 7,5 mg/kg, s.c.); naloxona (NA, 5 mg/kg, i.p.), 15 min
antes de MOR (7,5 mg/kg, s.c.); LCU (200 mg/kg, v.0.); naloxona (5 mg/kg, i.p.), 15
min antes de LCU (200 mg/kg, v.o.) ou L-nitro arginina metil éster (L-NAME, 20
mg/kg, i.p.), 15 min antes de LCU (200 mg/kg, v.0.). Uma hora apds o tratamento
v.0. ou 30 min apds o tratamento s.c., os animais receberam capsaicina (0,3%, 50
ML, via intracolbnica) e em seguida foi registrado o numero de comportamentos
nociceptivos destes (lamber o abdémen, contorcer-se, arrastar a regido abdominal
baixa contra o solo e retrair o abdémen) durante 30 min. Um grupo controle normal
foi tratado com veiculo (10 mL/kg, v.0.) e recebeu apenas o veiculo da capsaicina
por via intracolénica (50 uL). As colunas representam a média = E.P.M. do numero
de comportamentos nociceptivos. ?p<0,001 comparado ao grupo controle normal;
®5<0,01 e "°p<0,001 comparado ao grupo controle veiculo; “p<0,01 comparado ao
grupo MOR e %<0,01 comparado ao grupo LCU (ANOVA e Teste de Student-

Newman-Keul).
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FIGURA 21. Efeito da ioimbina sobre a atividade do latex do Croton urucurana
(LCU) no modelo de dor induzida pela administragcdo intracolénica de
capsaicina em camundongos. Camundongos Swiss (machos, 25-30 g, n=8) foram
tratados com veiculo (controle veiculo, 10 mL/kg, v.0.); clonidina (CL, 100 mg/kg,
i.p.); ioimbina (10, 2 mg/kg, i.p.), 15 min antes de clonidina (100 mg/kg, i.p.); LCU
(200 mg/kg, v.0.) ou ioimbina (2 mg/kg, i.p.), 15 min antes de LCU (200 mg/kg, v.0.).
Uma hora apos o tratamento com veiculo ou LCU, ou 30 min apds o tratamento com
clonidina, os animais receberam capsaicina (0,3%, 50 uL, via intracolénica) e em
seguida foi registrado o numero de comportamentos nociceptivos destes (lamber o
abddémen, contorcer-se, arrastar a regido abdominal baixa contra o solo e retrair o
abdémen) durante 30 min. Um grupo controle normal foi tratado com veiculo (10
mL/kg, v.0.) e recebeu apenas o veiculo da capsaicina por via intracolénica (50 uL).
As colunas representam a média *+ E.P.M. do numero de comportamentos
nociceptivos. ?p<0,001 comparado ao grupo controle normal; °p<0,001 comparado
ao grupo controle veiculo e °p<0,001 comparado ao grupo clonidina (ANOVA e Teste

de Student-Newman-Keul).
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FIGURA 22. Efeito do vermelho de ruténio sobre a atividade do latex do Croton
urucurana (LCU) no modelo de dor induzida pela administragao intracoldnica
de capsaicina em camundongos. Camundongos Swiss (machos, 25-30 g, n=8)
foram tratados com veiculo (controle veiculo, 10 mL/kg, v.0.); vermelho de ruténio
(RUT, 3 mg/kg, s.c.); LCU (200 mg/kg, v.0.) ou vermelho de ruténio (3 mg/kg, s.c.)
em associagado ao LCU (200 mg/kg, v.0.). Uma hora apds o tratamento com veiculo
ou LCU, administrado isoladamente ou em associacao, ou 45 min apés o tratamento
apenas com vermelho de ruténio os animais receberam capsaicina (0,3%, 50 uL, via
intracol6nica) e em seguida foi registrado o numero de comportamentos nociceptivos
destes (lamber o abdémen, contorcer-se, arrastar a regido abdominal baixa contra o
solo e retrair o abdémen) durante 30 min. Um grupo controle normal foi tratado com
veiculo (10 mL/kg, v.0.) e recebeu apenas o veiculo da capsaicina por via
intracoldénica (50 pL). As colunas representam a média + E.P.M. do numero de
comportamentos nociceptivos. p<0,001 comparado ao grupo controle normal e
®p<0,01 comparado ao grupo controle veiculo (ANOVA e Teste de Student-Newman-
Keul).



133

4.6 TEMPO DE SONO INDUZIDO POR PENTOBARBITAL EM CAMUNDONGOS

A clorpromazina (10 mg/kg, i.m.) prolongou de forma significativa (p<0,001) o
tempo de sono dos animais, induzido pela administragao de pentobarbital (40 mg/kg,
i.p.) (120,00 £ 0,00 min) quando este valor foi comparado ao obtido no grupo

controle veiculo (54,37 + 7,59 min) (Figura 23).

O LCU, nas doses de 200 e 400 mg/kg, nao alterou de forma significativa o
tempo de sono dos animais (54,50 = 7,60 e 47,00 £ 3,14 min, respectivamente) em

relagdo ao grupo controle veiculo (Figura 23).

4.7 MODELOS DE ESTUDO DO DESEMPENHO MOTOR DOS ANIMAIS

4.7.1 Teste do campo aberto em camundongos

No teste do campo aberto o LCU, nas doses de 200 e 400 mg/kg, nao alterou
de forma significativa o numero de sec¢des transpassadas pelos animais (46,71 +
4,00 e 48,71 + 3,78, respectivamente), quando estes valores foram comparados ao

obtido no grupo controle veiculo (52,87 + 4,21) (Figura 24).
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FIGURA 23. Efeito do latex do Croton urucurana (LCU) sobre o tempo de sono
induzido por pentobarbital em camundongos. Camundongos Swiss (machos, 25-
30 g, n=8) foram tratados com veiculo (controle veiculo, 10 mL/kg, v.0.),
clorpromazina (CLOR, 10 mg/kg, i.m.) ou LCU (200 e 400 mg/kg, v.0.). Uma hora
apos o tratamento v.o. ou 30 min apés o tratamento i.m. os animais receberam uma
injecao de pentobarbital sédio (40 mg/kg, i.p.) como agente indutor de sono. Iniciado
o periodo de sono, os animais foram posicionados em decubito dorsal e observados
durante 120 min para o registro do tempo de sono, em minutos, tendo como
parametro indicativo de retorno a situacdo de alerta o momento no qual o animal
saiu voluntariamente da posicdo de decubito dorsal. As colunas representam a
média + E.P.M. do tempo de sono (min) dos animais. *p<0,001 comparado ao grupo
Controle veiculo (ANOVA e Teste de Student-Newman-Keul).
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FIGURA 24. Efeito do latex do Croton urucurana (LCU) sobre a atividade
motora espontanea de camundongos no teste do campo aberto. Camundongos
Swiss (machos, 25-30 g, n=8) foram tratados por via oral com veiculo (controle
veiculo, 10 mL/kg) ou LCU (200 e 400 mg/kg). Uma hora apds o tratamento todos os
animais foram levados individualmente ao campo aberto e, apés 1 min de
ambientacdo, observados durante 4 min, sendo registrado o numero de secgdes
transpassadas pelo animal. As colunas representam a média £ E.P.M. do numero de

secgdes transpassadas pelos animais durante o periodo de observagédo (ANOVA).
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4.7.2 Teste do “rotarod” em camundongos

No teste do “rotarod” o LCU, nas doses de 200 e 400 mg/kg, n&o alterou de
forma significativa o tempo de permanéncia dos animais no aparelho (120,00 + 0,00
e 120,00 £ 0,00 seq, respectivamente), quando estes valores foram comparados ao

registrado no grupo controle veiculo (116,25 £ 3,75 seq) (Figura 25).
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FIGURA 25. Efeito do latex do Croton urucurana (LCU) sobre o tempo de
permanéncia dos animais no teste do “rotarod”. Camundongos Swiss (machos,
25-30 g, n=8) foram tratados por via oral com veiculo (controle veiculo, 10 mL/kg) ou
LCU (200 e 400 mg/kg). Uma hora apds o tratamento, os animais foram colocados
no aparelho de “rotarod” para registro do tempo de permanéncia do animal no
mesmo. O tempo maximo de permanéncia permitido foi de 120 segundos. As
colunas representam a média + E.P.M. do tempo de permanéncia dos animais em
segundos (ANOVA).
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5 Discussao
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5 DISCUSSAO

Existem alguns critérios fundamentais a serem seguidos no estudo de
plantas. O primeiro deles é procurar informag¢des na medicina popular para orientar o
estudo farmacolégico dos extratos. O segundo é utilizar o método mais simples
possivel para localizar e isolar compostos ativos e determinar se estes compostos
sao responsaveis pela atividade do extrato. O presente estudo, tendo como base o
uso popular do Croton urucurana Baill. em processos inflamatoérios, feridas
infectadas, codlicas intestinas e doencgas diarréicas, teve o objetivo de validar sua
utilizacdo como antiinfeccioso, antiinflamatério intestinal e antinociceptivo visceral
avaliando sua influéncia em modelos animais de inflamacao intestinal e dor visceral

in vivo e em modelos in vitro de estudo das atividades antibacteriana e antifungica.

O interesse na realizagao do presente trabalho surgiu devido a incidéncia
significativa de DFG e DIl em todo o mundo e ao enorme impacto destas doencgas na
qualidade de vida dos pacientes. Além disso, a incidéncia de DIl tem crescido

dramaticamente em paises em desenvolvimento (THOMPSON et al., 2000).

As DIl representam algumas das doencgas mais desafiantes e frustrantes para

meédicos e pacientes, e o impacto das DIl na vida dos pacientes pode ser enorme.

Sao encontrados na literatura poucos estudos utilizando o Croton urucurana.
Pesquisas anteriores mostraram que o LCU inibe o transito e a secrecao intestinal
(GURGEL et al.,, 2001) e apresenta atividades antinociceptiva, antiinflamatdria,
antiespasmodica e cicatrizante (MATTOS, 2001). Mattos (2001) verificou que a

atividade antinociceptiva do latex envolve a interagdo com o sistema opidide,
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eicosanodides e neuropeptideos (taquicininas e/ou peptideos excitatorios) e seu
efeito antiinflamatoério envolve a inibicdo de mediadores da resposta inflamatéria
(prostaglandinas, 5-HT, histamina, substéncia P e leucotrienos) e inibicdo da
migragao celular. Também foi verificado que algumas fragdes e substancias isoladas
obtidas a partir da casca do tronco do Croton urucurana, como o acido acetil
aleuritdlico, possuem atividade antimicrobiana contra Staphylococcus aureus e

Salmonella typhimurium (PERES et al., 1997).

Estudos toxicolégicos mostraram que o latex obtido do Croton urucurana
apresenta baixa toxicidade aguda com uma DLsp, administrada por via oral, de 5,20
1 0,13 g/kg (GURGEL, 2000) e aparente auséncia de toxicidade subcrénica uma vez
que nao houve modificagdo dos parametros bioquimicos, hematolégicos e
nutricionais apos tratamento com o LCU nas doses de 300 e 2.000 mg/kg (v.0.),

durante 30 dias (MATTOS, 2001).

Estudo fitoquimico do latex do Croton urucurana obtido no mesmo local de
coleta do latex utilizado no presente estudo, contudo em diferente época, revelou a
presenca de saponinas, esterdides, taninos pirogalicos, taninos catéquicos,
catequinas, flavondis, flavonas, antocianinas, antocianidinas e alcaldides (GURGEL,
2000; MATTOS, 2001). Trés alcaldides foram isolados do LCU, entre eles a taspina,
composto ativo frequentemente associado as principais atividades terapéuticas
desta planta (MATTOS, 2001). A presenca de taspina no LCU foi confirmada por

analises espectroscopicas de massa, IV, UV, RMN 'H e "*C (MATTOS, 2001).

O Croton urucurana pertence a familia Euforbiacea, e os mais potentes
promotores de tumor, os ésteres de forbol, sdo extraidos de espécies pertencentes a

esta familia (VAISBERG et al., 1989). Contudo, o Sangre de Grado, obtido do Croton
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lechleri Muell. Arg., ndo apresentou atividade carcinogénica ou promotora de tumor
apos 17 meses de tratamento, em modelo animal usando camundongos (VAISBERG
et al., 1989). Portanto, possivelmente o Sangre de Grado ndo apresenta em sua
composi¢cao quantidade consideravel destes ésteres, além disso, os estudos até
entdo realizados com o Croton urucurana ndo demonstraram a presenca de ésteres
de forbol, diterpenos com atividade carcinogénica (FARIAS et al., 1996), o que é

favoravel a sua utilizagao terapéutica.

Muitos laboratérios de produtos naturais tém inserido dentro de suas rotinas
de isolamento, purificagcdo e elucidagado estrutural, diversos ensaios bioldgicos
simples, no intuito de selecionar e monitorar o estudo fitoquimico de extratos de
plantas na procura de substancias bioativas (HAMBURGER; HOSTETTMANN,
1991). Dentre estes bioensaios, encontra-se a toxicidade sobre Artemia salina, que
se caracteriza por ser de baixo custo, rapido e nao exigir técnicas assépticas.
Inumeros constituintes bioativos tém sido obtidos de extratos vegetais utilizando este
teste na monitoracdo de estudos fitoquimicos (SIQUEIRA et al., 1998). A Artemia
salina € um microcrustaceo de agua salgada que é utilizado como alimento vivo para

peixes.

Diversos trabalhos tentam correlacionar a toxicidade sobre Artemia salina
com atividades como parasiticida (SAHPAZ et al.,, 1994), antifungica, viruscida e

antimicrobiana (MACRAE; HUDSON; TOWERS, 1988), entre outras.

Neste teste, as substancias sdo consideradas ativas quando a toxicidade para
Artemia salina for menor que 1.000 ppm (MEYER et al., 1982). A CLs, encontrada
para o LCU foi de 100,00 + 3,52 ug/mL, esta concentragcdo equivale a

aproximadamente 243,3 ppm do LCU. Portanto, o LCU mostrou-se ativo neste
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modelo experimental. Além disso, o LCU demonstrou ser cinco vezes menos téxico

que o dicromato de potassio, substancia utilizada como controle positivo neste teste.

A atividade do LCU no teste de toxicidade sobre Artemia salina sugere que o
mesmo poderia agir equilibrando a flora intestinal nos pacientes com DIl ou DFG,
assim como os probidticos, no entanto mais estudos sao necessarios para investigar

este possivel efeito do LCU.

Tendo o LCU mostrado atividade no teste de toxicidade sobre Artemia salina,
foram entdo realizados novos testes com a finalidade de investigar uma possivel

atividade antimicrobiana do latex.

No método de difusdo em pogos no agar, utilizado para estudo da atividade
antibacteriana do LCU contra Staphylococcus aureus e Escherichia coli, ndo houve
formacdo de zona de inibicdo de crescimento nas placas apdés o periodo de
incubacdo. Sugerindo que o LCU, nas doses testadas, ndo possui atividade
antibacteriana contra Staphylococcus aureus ou Escherichia coli. No entanto, o LCU
tem sido popularmente utilizado no tratamento de infecgbes, além disso, em 1997,
Peres et al. demonstraram a atividade antibacteriana do extrato aquoso-etandlico, de
quatro fragdes do extrato metandlico e de substancias isoladas (catequina e acido
acetil aleuritdlico) da casca do tronco do Croton urucurana contra Staphylococcus
aureus e Salmonella typhimurium. A diferenga entre estes resultados pode ter
ocorrido em virtude da constituicdo quimica da casca e do latex da planta serem
diferentes e/ou devido ao fato de o material ter sido coletado de locais e em épocas

diferentes.

Como os dermatdfitos sao responsaveis por infecgdes de pele, possuindo

consideravel importancia clinica, e o Sangre de Grado é utilizado popularmente no
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tratamento de feridas de pele de diversas origens, foi avaliada uma possivel
atividade antifungica do LCU contra cinco diferentes espécies de dermatdfitos:
Trichophyton tonsurans, Trichophyton mentagrophytes, Trichophyton rubrum,

Microsporum canis e Epidermophyton floccosum.

O LCU, nas quatro maiores concentragcdes utilizadas, produziu zonas de
inibicdo de crescimento concentragcao-dependentes contra todas as cepas testadas.
A griseofulvina, utilizada como controle positivo do experimento produziu zonas de
inibicdo comparativamente maiores. A baixa eficacia do LCU em relacdo a

griseofulvina pode ser explicada, dentre outros fatores, por sua natureza bruta.

Os dermatdfitos sdo fungos queratinofilicos que compreendem os géneros
Trichophyton, Microsporum e Epidermophyton. O LCU demonstrou possuir um

amplo espectro contra dermatdfitos, sendo efetivo contra seus trés géneros.

As fragdes aquosa e acetona foram testadas contra Trichophyton rubrum e
Microsporum canis e ndo mostraram zonas de inibicdo estatisticamente diferentes
das zonas registradas com o LCU, na mesma concentragédo, obtidas contra estas

espécies testadas.

O estudo fitoquimico realizado com a fragdo acetona do LCU identificou a
presenca de galocatequina e epigalocatequina, substancias com atividade
antifungica (OKUBO et al., 1991). Portanto, a presenga destas substancias pode

explicar a atividade antifungica desempenhada pelo LCU.

O uso de compostos antifungicos de forma profilatica tem se tornado uma
pratica clinica relativamente comum para pacientes que estdo sendo tratados de

condigdes hematolégicas malignas, contudo existem poucas evidéncias que
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justifiquem este uso (DE PAUW, 2004). Alguns estudos, por exemplo, mostraram
que o fluconazol reduz a mortalidade em pacientes com leucemia (BOW et al., 2002;

CORNELY; ULLMANN; KARTHAUS, 2003; KANDA et al., 2000).

Os resultados deste estudo explicam e justificam, pelo menos em parte, o uso
popular desta planta no tratamento de feridas infectadas por fungos e sugerem que
o Sangre de Grado obtido do Croton urucurana possui uma atividade antifungica que
pode ser explorada como uma alternativa de tratamento para as dermatofitoses ou
ainda, que o LCU pode ser utilizado em associacdo com outros antimicéticos
permitindo o uso de doses menores e evitando, assim, problemas como os efeitos

colaterais ou resisténcia.

A atividade do LCU também foi avaliada em modelo experimental que simula

a DIl humana.

A colite ativa em pacientes com DIl esta associada com vasodilatacdo da
mucosa, aumento na permeabilidade intestinal e motilidade colbnica anormal.
Estudos em pacientes com DIl mostraram elevado aumento na sintese de NO
(LUNDBERG et al.,, 1994; MIDDLETON; SHORTHOUSE; HUNTER, 1993) e na
atividade da NOSi (BOUGHTON-SMITH et al., 1993) na mucosa inflamada de
pacientes com colite ulcerativa, comparado com um grupo controle sem inflamagao.
O excesso de NO pode causar redugao no ténus colbnico, hiperemia intestinal e
lesao tecidual, devido a formagao de produtos reativos do NO como o peroxinitrito
(RACHMILEWITZ et al.,, 1995). O NO também pode estar envolvido na
regulacdo/amplificacdo da inflamacdo (REMICK; VILLARETE, 1996). Durante a
inflamagdo, a maior parte do NO é produzida nas células inflamatdrias, como

neutréfilos e macréfagos, pela NOSi (MONCADA; PALMER; HIGGS, 1991).
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Agora ja esta bem estabelecido que ERO, como o superoxido, o radical
hidroxila, o peréxido de hidrogénio e o acido hipocloroso sao produzidas em excesso
pela mucosa inflamada nas DIl e podem ser patogénicas (BABBS, 1992; SEDGHI et
al., 1994). O estresse oxidativo resultante pode se sobrepor as defesas enddgenas
que regulam a produg¢ao de ERO durante o metabolismo normal, particularmente se
existir comparativamente baixos niveis teciduais de antioxidantes endégenos, como

na mucosa colonica (GRISHAM; MACDERMOTT; DEITCH, 1990).

Durante os ultimos 20 anos foram desenvolvidos mais de 20 modelos
experimentais com uma ampla variedade de manifestacdes clinicas similares as
observadas nas DIl humanas (JURJUS; KHOURY; REIMUND, 2004). Estes modelos
contribuiram bastante para os avancos importantes em nossos conhecimentos
atuais acerca dos mecanismos da inflamacgéo e da patogénese da doenca, assim

como de seu tratamento.

A instilacdo de acido aceético diluido no lumen do intestino induz, de forma
dose-dependente, necrose do epitélio e da mucosa e inflamagao transitoria (ELSON
et al., 1995). A injuria inicial neste modelo € uma necrose epitelial leve e edema na
lAmina prépria, submucosa ou camadas musculares externas que varia de extensao,
dependendo da concentracéo e da duragao de exposigao ao acido acético (JURJUS;
KHOURY; REIMUND, 2004). Uma isquemia transitéria local também pode contribuir
com a lesdo aguda. A inflamagédo da mucosa e da submucosa acompanha a lesao
inicial e é associada com a ativagcdo da cascata do acido araquidénico (ELSON et

al., 1995).

A colite induzida por acido acético € um modelo de DIl facilmente induzida e a

similaridade dos mediadores inflamatdrios envolvidos com a DIl sugere que a fase
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inflamatdria guarda semelhanga com a inflamacgao intestinal aguda em humanos
(ELSON et al.,, 1995). A colite induzida por acido acético divide algumas outras
caracteristicas com a colite ulcerativa aguda que se desenvolve em humanos
(FITZPATRICK et al., 1990), incluindo caracteristicas histopatolégicas (FABIA et al.,
1992) e o papel do NO (RACHMILEWITZ et al., 1995). O tratamento com drogas
antioxidantes melhora os escores macroscopicos € microscopicos deste modelo

(CHOUDHARY et al., 2001).

O modelo experimental de colite induzida por acido acético € um dos modelos
mais utilizados na pesquisa de drogas eficazes contra as doengas inflamatorias
intestinas  (MACPHERSON; PFEIFFER, 1978; NOA et al, 2000; SHARON;
STENSON, 1985) onde mediadores inflamatérios como ERO, aminas vasoativas e
eicosandides desempenham um papel importante (CARTY et al., 2000;

LOGUERCIO et al., 1996; SEO et al., 1995).

O presente estudo demonstrou que o LCU, nas doses utilizadas, preveniu a
lesdao tecidual no modelo de colite induzida por acido acético em ratos, o que foi
verificado através de seu efeito sobre o peso Umido do tecido, a analise

histopatolégica e os achados bioquimicos.

O peso umido do tecido coldnico inflamado é considerado um indicador
confiavel e sensivel da severidade e extensdo da resposta inflamatoria
(RACHMILEWITZ et al., 1989). O LCU nas doses testadas reduziu significativamente
a relagao peso umido/comprimento do célon em relagdo ao grupo controle veiculo,
contudo ele nao foi capaz de reduzir de forma significativa o escore macroscopico de

lesdo tecidual. Além disso, o LCU reduziu os sinais histoldgicos de inflamacéo, o que
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foi evidenciado pela reducao significativa do escore microscoépico de lesao tecidual

no grupo tratado com a maior dose do LCU em relagéo ao grupo controle veiculo.

O LCU foi capaz de reduzir a atividade da mieloperoxidase, uma enzima
presente nos neutréfilos e, em menores concentragdes, em mondcitos e macréfagos
(KRAWISZ; SHARON; STENSON, 1984). A mieloperoxidase € uma enzima liberada
de granulos apds a ativagao dos neutrofilos por um estimulo inflamatério, e catalisa a
formagdo de acido hipocloroso (KETTLE; GEDYE; WINTERBOURN, 1997). Uma
reducdo na atividade desta enzima pode ser interpretada como uma manifestacao

de atividade antiinflamatdria por um determinado composto (VELJACA et al., 1995).

Estudos mostraram que o aumento da atividade da mieloperoxidase esta
presente em varios processos patolégicos e estd associado com um aumento do
risco ao estresse oxidativo, como no caso de enfermidades infecciosas,
enfermidades inflamatérias e na isquemia-reperfusdo (MORALES; ROCHE;
SANCHEZ, 1998). Este aumento na atividade da mieloperoxidase ocorre em
proporcdo direta ao numero de neutréfilos no tecido e sua atividade pode ser
utilizada como indice de migragado leucocitaria e, portanto, de estresse oxidativo
(NALINI; MATHAN; BALASUBRAMANIAN, 1993; VENGE, 1994). Sendo assim, a
determinacao da atividade da mieloperoxidase ¢ um método sensivel e de natureza
quantitativa para a investigagdo da inflamagdo intestinal aguda (KRAWISZ;

SHARON; STENSON, 1984).

A determinagdo da atividade da mieloperoxidase tem sido utilizada como um
indicador do influxo de neutrdéfilos no célon em diversos modelos experimentais de
colite (HOGABOAM et al., 1995; RACHMILEWITZ et al., 1995). Trabalhos anteriores

tém sugerido que a produgdo de ERO na colite ulcerativa (BABBS, 1992) e na colite
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induzida por acido acético (KESHAVARZIAN et al., 1990; KESHAVARZIAN et al.,
1992) é mediada em grande parte por neutréfilos. O efeito terapéutico encontrado do
LCU pode ser em parte devido a uma agao antioxidante indireta pela inibicao da

infiltracao de neutrdfilos.

Além de causar inibicdo da atividade da mieloperoxidase, o LCU impediu o

aumento na atividade da catalase, associado com a colite induzida por acido acético.

ERO sdo inevitavelmente formadas em processos bioquimicos, e varias
enzimas sdo destinadas a inativarem estes metabdlitos sob condi¢des fisioldgicas,
incluindo a superdxido dismutase e a catalase. A catalase € uma enzima de defesa e
estd amplamente distribuida em nosso organismo, ela catalisa a conversao do
peréxido de hidrogénio, um forte agente oxidante (FOREMAN; TORRES, 2001) em

agua e oxigénio.

Os niveis de peréxido de hidrogénio encontram-se elevados na mucosa de
pacientes com DIlI, assim como em modelos experimentais de inflamacao
(KESHAVARZIAN et al., 1992). Estudos mostraram que a atividade da catalase
encontrava-se significativamente elevada na mucosa colbnica de amostras de
biopses de pacientes com colite ulcerativa (BENO; STARUCHOVA; VOLKOVOVA,
1997) e proctocolite idiopatica (BENO et al., 1995). No entanto, o assunto ainda nao
esta claro, pois outros estudos, usando biopses retais de pacientes com colite
ulcerativa (BHASKAR; RAMAKRISHNA; BALASUBRAMANIAN, 1995) e doencga de
Crohn (O'MORAIN et al.,, 1985) nao demonstraram diferenca na atividade da
catalase entre estes grupos e o grupo de individuos controle. E possivel que a
atividade da catalase seja influenciada pela grande quantidade de perdxido de

hidrogénio produzido no célon inflamado.
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O LCU também causou uma significativa inibicdo na producao de nitrito, um
metabdlito estavel do NO cuja determinagao nos fluidos biolégicos tem sido utilizada
para estimar a producédo de NO. Esta inibicdo na producao de nitrito evidenciada no
modelo de colite induzida por acido acético pode estar associada a uma possivel

inibicao da NOSi pelo latex.

Estudos tém sugerido que a liberagao de citocinas de alguns tipos de células
€ dependente do dano a membrana celular mediado pelo NO (VALLETTE et al.,
1997). O aumento na produgao de NO poderia resultar na ativagdo de uma alga de
alimentacdo positiva para as células inflamatérias, em que o NO aumentaria a
sintese de citocinas, como interleucina 1 e TNF-a, que por sua vez poderiam
induzir a expresséo de NOSi (MARCINKIEWICZ; GRABOWSKA; CHAIN, 1995). O
efeito antiinflamatoério do LCU na colite induzida por acido acético parece promover
protecdo provavelmente limitando a liberagdo de mediadores inflamatérios, uma vez

que ele preveniu a infiltragdo de neutrdéfilos e a geragédo de NO.

As analises bioquimicas realizadas neste modelo experimental demonstraram
uma melhor atividade da dose de 200 mg/kg do LCU em comparagéo a maior dose,
este comportamento também foi observado em relagdo a lesdo tecidual
microscopica, a atividade da catalase e as concentragdes de nitrito e SH-NP no
modelo de injuria intestinal induzida por isquemia-reperfusdo mesentérica, assim
como também no modelo de dor induzida pela administracdo intracolénica de
capsaicina, tal achado despertou o interesse para a avaliagao do resultado de uma
dose menor nestes modelos, 100 mg/kg, contudo a atividade desta foi semelhante a

obtida com a dose de 200 mg/kg do LCU (dados ndo mostrados). Observagdes
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como estas sao facilmente verificadas em estudos utilizando compostos em sua

forma bruta.

Os resultados do presente estudo demonstraram que o LCU foi capaz de
reduzir de forma significativa a resposta inflamatéria aguda no modelo de colite
induzida por acido acético. E importante ressaltar que o LCU reduziu de forma
efetiva a atividade das enzimas mieloperoxidase e catalase, o conteudo de nitrito, o
edema tecidual e o escore microscopico, apesar de nao ter reduzido de forma
significativa o dano macroscépico ao tecido. Além disso, a melhora da colite induzida
por acido acético que foi obtida com o LCU pode incluir a inibicdo da liberacdo de
citocinas pro-inflamatérias mediada pelo NO. A tentativa em reduzir a produgao
excessiva de ERO e o dano oxidativo a mucosa colbnica inflamada pode ser

considerada como um tratamento complementar da colite ulcerativa.

Em busca de confirmar o efeito benéfico do LCU sobre a inflamacao intestinal
e de encontrar um produto natural para o alivio da leséo intestinal por isquemia-
reperfusdo, este trabalho também analisou o efeito do LCU em modelo experimental

de isquemia-reperfusdo mesentérica em ratos.

A isquemia seguida de reperfusao intestinal € um evento clinico comum que
favorece a translocacao bacteriana em érgéos a distancia, possuindo altas taxas de
complicagdes como: sindrome da angustia respiratéria do adulto, hipotensdo e
faléncia renal. As taxas de mortalidade variam de 44% a 89% (LEVY; KRAUSZ;

MANNY, 1990; WILSON et al., 1987).

A injuria intestinal por isquemia-reperfusdo que acompanha a faléncia da
perfusdo microvascular parece estar associada com infiltracdo de células

inflamatdrias, elevada interacdo leucdcito-célula endotelial e liberacdo de
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mediadores inflamatérios (BRAUN et al., 2002; CHEN et al., 2000a). Neutrdfilos
ativados aderidos ao endotélio microvascular podem secretar a enzima
mieloperoxidase, favorecendo a formacdo de ERO com subsequente lesdo tecidual

(CARDEN; GRANGER, 2000; KETTLE; GEDYE; WINTERBOURN, 1997).

No presente estudo, o LCU reduziu a atividade da mieloperoxidase, um
marcador bioquimico da infiltragdo de neutrdfilos, no tecido lesado. A redugao na
atividade desta enzima poderia ser interpretada como uma manifestacdo de

atividade antioxidante (VELJACA et al., 1995).

A peroxidacgao lipidica iniciada por radicais de oxigénio e o dano a proteinas
podem contribuir para a alteracédo na funcao celular e para a necrose associada com
a reperfusao (ZIMMERMAN; GRANGER, 1992). Foi demonstrado que durante a
reperfusdo, oxigénio molecular reage com a enzima xantina-oxidase e com a
hipoxantina para produzir radicais livres de oxigénio (GRANGER; HOLLWARTH,;

PARKS, 1986).

No presente estudo, foi encontrado um nivel elevado de atividade da catalase
no homogenato da mucosa ileal do grupo controle veiculo, quando comparado ao
grupo controle normal, indicando, possivelmente, que o nivel de producédo de
peréxido de hidrogénio € maior no intestino submetido a isquemia-reperfusdo. Um
nivel elevado de atividade da catalase associado com a injuria intestinal induzida por
isquemia-reperfusao pode representar uma defesa do sistema biolégico contra os
oxidantes reativos no tecido. Uma observacao similar foi registrada em polpas
dentarias inflamadas de humanos que apresentavam elevada atividade da enzima

catalase (ESPOSITO et al., 2003).
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O pré-tratamento com o LCU, em ambas as doses testadas, mostrou niveis
de atividade da catalase significativamente inferiores aqueles observados no grupo
tratado com veiculo. Indicando, provavelmente, que o nivel de producéo de perdxido
de hidrogénio foi reduzido pelo pré-tratamento com o LCU, no entanto esta reducéo
possivelmente levou os niveis de perdoxido de hidrogénio para valores abaixo do
normal, pois também foi verificado que a atividade da catalase nestes grupos

encontrava-se significativamente abaixo da obtida no grupo controle normal.

O NO tem sido apontado como participante na patogénese da injuria tecidual
relacionada a isquemia-reperfusdo (TURNAGE et al., 1995). Um estudo mostrou que
a inibicdo seletiva da NOSi pela aminoguanidina pode reduzir o desarranjo
hemodindmico e microcirculatério que resulta da isquemia-reperfusado intestinal
(CHEN et al., 2000a). O LCU nas doses testadas inibiu de forma significativa o
aumento na producado de nitrito associado a isquemia-reperfusao indicando uma

possivel inibicao da NOSi pelo latex.

O conteudo de glutationa na mucosa ileal do grupo controle veiculo,
submetido a isquemia-reperfusdo mesentérica, foi significativamente menor que no
grupo controle normal e o pré-tratamento com o LCU, na dose de 200 mg/kg, elevou
este conteudo de forma significativa, mostrando que o tratamento com o latex
restaurou a reserva de glutationa evitando a deplecéo deste estoque provocada pelo
processo de isquemia-reperfusdo. Uma vez que o LCU foi capaz de prevenir a

deplegao de glutationa, ele mostrou possuir atividade antioxidante.

Apesar dos expressivos resultados das analises bioquimicas, o efeito protetor
do LCU sobre a lesao histolégica ao tecido, neste modelo experimental, foi bastante

discreto. Talvez um tempo maior de reperfusao fosse suficiente para incrementar a
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lesdo histolégica no grupo controle veiculo, evidenciando assim o efeito do latex.
Além disso, a variagado no efeito do LCU sobre a avaliagdo histopatolégica entre os
dois modelos de inflamacgao intestinal utilizados, colite induzida por acido acético e
isquemia-reperfusdo mesentérica em ratos, pode também ter ocorrido, em parte,
pela diferengca na farmacocinética do(s) composto(s) ativo(s) presente(s) no LCU
uma vez que a via de administragao foi diferente entre os modelos. O LCU utilizado
foi dissolvido em agua destilada por ser hidrossoluvel e sua administragao por via
retal pode ter favorecido a absorcdo do mesmo de forma mais rapida devido a
grande capacidade absortiva do colon. A possibilidade de barreira mecanica do LCU
no modelo de colite foi descartada em virtude de sua baixa densidade, de sua
solubilidade em agua e dos resultados das anadlises bioquimicas terem sido

semelhantes entre os dois modelos de inflamacao intestinal utilizados.

Os resultados indicam que o LCU previne o dano causado por isquemia-
reperfusdo mesentérica em intestino de ratos, uma vez que o pré-tratamento dos
animais com o LCU, nas doses de 200 e 400 mg/kg, preveniu de forma significativa
o0 aumento na atividade das enzimas mieloperoxidase e catalase, e nos niveis de
nitrito associados a isquemia-reperfusdo mesentérica, além disso, a dose de 200
mg/kg do latex evitou a deplegao do estoque de glutationa do tecido. Tais resultados
sugerem que este efeito protetor pode ser, pelo menos em parte, devido a uma

atividade antioxidante do LCU.

A atividade antiinflamatéria apresentada pelo LCU nos dois modelos de
inflamacgao intestinal utilizados também poderia estar sendo influenciada por um
possivel efeito do LCU sobre a migragao celular e os mediadores inflamatdérios, pois
recentemente Mattos (2001) mostrou que o LCU apresenta atividade antiinflamatdéria

nos modelos animais de edema de pata induzido por bradicinina, carragenina,
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prostaglandina E, ou substancia P; em modelos de edema de orelha induzido por
acido araquidénico ou o6leo de croton e em modelo de pleurisia induzida por
carragenina. Neste estudo, Mattos (2001) destacou que o efeito antiinflamatério do
LCU envolve a inibicao de mediadores da resposta inflamatéria (prostaglandinas, 5-
HT, histamina, substancia P e leucotrienos) e inibicdo da migragédo celular para o

foco inflamatoério.

Alguns estudos mostram que a mucosa de pacientes com DIl contém um
numero maior de bactérias quando comparada com a mucosa de pacientes controle
(SCHULTSZ et al., 1999; SWIDSINSKI et al., 2002). Contudo, até agora, nenhum
microrganismo especifico foi diretamente associado a patogénese desta doenca
(MARTEAU et al., 2004). A composigao da flora intestinal também parece estar
envolvida na patogénese de alguns DFG. Tem sido mostrado que as infecgdes
intestinais desempenham um papel importante na patogénese da Sll, DFG mais
comum (SPILLER, 2003; WANG; FANG; PAN, 2002). Si et al. (2004) verificaram, em
um estudo utilizando 25 pacientes com Sll, que o numero de enterobactérias
presentes nas fezes destes pacientes encontrava-se significativamente aumentado

em comparacado com amostras de fezes de individuos saudaveis.

Acredita-se também que a DIl seja o resultado de uma resposta inadequada
do sistema imune da mucosa intestinal dirigida contra a presencga da flora normal
presente na luz do intestino. Esta resposta inadequada pode ser facilitada por
defeitos tanto na funcao de barreira do epitélio intestinal quanto no sistema imune da

mucosa (KNIGGE, 2002).

Ainda nao esta claro se o sistema imune nas DIl é ativado como resultado de

um problema intrinseco ou se existe estimulacdo de forma continua resultante de
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uma alteracdo na barreira da mucosa epitelial (PODOLSKY, 2002). Varios
progressos aconteceram no conhecimento e caracterizagdo das populagbes de
células imunes e dos mediadores inflamatérios nos pacientes com DIl e em modelos
experimentais. Existe um razoavel consenso de que a mucosa de pacientes com
doenga de Crohn é dominada por células T auxiliares do tipo 1 (CD4/Th1) e nos
pacientes com colite ulcerativa existe um predominio de células T auxiliares do tipo 2
(CD4/Th2) (PODOLSKY, 2002). A ativagdo das populagdes centrais de células
imunes é eventualmente acompanhada de uma grande variedade de mediadores
inflamatdrios inespecificos incluindo citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento,
assim como metabdlitos do acido araquiddnico (prostaglandinas e leucotrienos).

Esses mediadores aumentam o processo inflamatorio e a destruicao tecidual.

Nos modelos de inflamacéao intestinal, o LCU poderia também estar atuando
equilibrando a flora intestinal uma vez que mostrou atividade no teste de toxicidade
sobre Artemia salina, teste este que parece ter correlagdo com atividades como
viruscida, antimicrobiana e parasiticida (MACRAE; HUDSON; TOWERS, 1988;
SAHPAZ et al., 1994), como citado anteriormente, apesar de o LCU n&o ter
mostrado atividade contra as bactérias testadas. Além disso, o LCU poderia estar
agindo sobre o epitélio intestinal de forma a fortalecer sua fungdo de barreira uma
vez que mostrou reduzir a lesdo tecidual nos modelos de colite induzida por acido
acético e lesao intestinal induzida por isquemia-reperfusdo mesentérica em ratos,
além de ter mostrado atividade cicatrizante nos modelos de ferida por incisdo e por

excisao em ratos (MATTOS, 2001).

Sao muitas as condigdes extra gastrintestinais associadas a Sll. Um trabalho
de revisdo de literatura, desde 1966, elaborado por Whitehead, Palsson e Jones

(2002) relata que as desordens com maior associagao a Sll ja documentadas séo a
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fibromialgia (49% dos pacientes apresentam Sll), a sindrome de fadiga crénica
(51%), desordens na articulagdo temporomandibular (64%) e dor pélvica crdnica
(50%). Em um outro estudo Walker et al. (1996) encontraram uma prevaléncia de
dor pélvica cronica em 35% das mulheres com SlI avaliadas e em 14% das mulheres
com DII. Destas mulheres com dor pélvica crénica, 5 a 10% apresentavam cistite
intersticial (REITER, 1998). Em um estudo com 2.405 pacientes com cistite
intersticial a Sll foi a segunda alteragdo mais comum associada depois das alergias
(GIAMBERARDINO, 2000 apud HEITKEMPER; JARRETT, 2005). Foi sugerido
entdo que tal coincidéncia entre a Sll e outras alteragbes de 6rgaos abdominais,
como a cistite intersticial e a dor pélvica crénica, pode estar relacionada a ativagao

de fibras viscerais periféricas aferentes.

Os médicos geralmente percebem as DIl como doengas reais e a Sll como
um problema psicolégico (OWENS; NELSON; TALLEY, 1995). No entanto,
independendo da etiologia, a dor abdominal crénica afeta negativamente a qualidade
de vida. Talvez seja a hora de pensarmos nas DIl e na Sl como parte de um grupo

de doencgas onde existe dor abdominal crénica (YOUSSEF, 2004).

Com o propdsito de investigar uma possivel atividade antinociceptiva do LCU
na dor visceral que justificasse mais fortemente uma possivel utilizagao terapéutica
do mesmo nos DFG e nas DI, o LCU foi testado em trés modelos animais de dor

visceral.

O modelo de dor visceral mais comumente utilizado em camundongos é o
teste de contorgbes abdominais. Este teste envolve a injecao intraperitoneal de
substancias quimicas, como o acido acético. O efeito antinociceptivo do LCU ja

havia sido demonstrado neste modelo experimental e também nos modelos de dor
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induzida pela administracdo intraplantar de formalina e de capsaicina em
camundongos (MATTOS, 2001). Contudo, apesar de o LCU ja ter sido testado
anteriormente no modelo de dor visceral induzida por acido acético, este foi
novamente testado em virtude das possiveis alteragdes na constituicdo do latex

quando obtido de locais e em épocas diferentes.

O LCU, nas doses utilizadas, reduziu significativamente o numero de
contor¢gdes abdominais neste modelo em relacdo ao grupo tratado com veiculo,
confirmando assim sua atividade antinociceptiva. Embora a inibicdo das contor¢cbes
abdominais induzidas por acido acético represente uma antinocicepgao periférica
(WEI et al., 1986), o modelo ndo possui especificidade, desde que uma diversidade
de compostos farmacolégicos, como antidepressivos ftriciclicos (TAKAHASHI; PAZ,
1987), anti-histaminicos (YEH, 1986) e anti-hipertensivos (PETTIBONE; MUELLER,
1981) inibem as contor¢gbes abdominais induzidas por acido acético e mostram uma

antinocicepg¢ao que pode ser questionada.

Além do teste de contorgcdes abdominais, existem outros modelos de dor
visceral em espécies diferentes, a maioria em ratos, contudo estes modelos
geralmente envolvem técnicas cirurgicas delicadas ou a intubagdo de um segmento
visceral, como no modelo de distensao do colon. Em 1995, foi proposto um modelo
de cistite em ratos induzida pela administracdo intraperitoneal de ciclofosfamida.
Este modelo ndo necessita de cirurgia ou de qualquer instrumento de estimulagao
(LANTERI-MINET et al., 1995) e foi adaptado para uso em camundongos por Olivar

e Laird em 1999.

A ciclofosfamida €& um agente antitumoral utilizado no tratamento

quimioterapico do cancer e a cistite € um de seus efeitos colaterais importantes. A
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ciclofosfamida por si é inerte, porém, apds a ativacdo metabdlica no figado, séo
geradas acroleina e mostarda fosfamida que parecem ser responsaveis pelos efeitos
téxicos e citostaticos, respectivamente (FRAISER; KEHRER, 1993). A cistite é
resultado da acumulagao dos metabdlitos toxicos na bexiga que sédo excretados pela
urina. O unico efeito toxico observado em camundongos logo apds a administragao
de ciclofosfamida é a cistite hemorragica que ocorre pouco tempo apds a
administracao (FRAISER; KANEKAL; KEHRER, 1991). Contudo, alguns dias apés a
administracdo de uma unica dose de ciclofosfamida s&o observados fibrose

pulmonar e imunossupressao (FRAISER; KANEKAL; KEHRER, 1991).

A cistite observada em camundongos apés a administragao de ciclofosfamida
correlaciona-se a cistite intersticial no tocante a dor pélvica. A cistite intersticial é
uma condicao inflamatéria crénica da bexiga, de etiologia desconhecida, que causa
dor na regiao pélvica, aumento na frequéncia urinaria e urgéncia urinaria. Pacientes
com cistite intersticial também relatam outras condi¢gdes dolorosas crénicas como
enxaquecas (BARKHUIZEN, 2001), fibromialgia (CLAUW et al., 1997) e Sl
(ALAGIRI et al., 1997). A Sll parece ser a segunda alteragdo mais comum que
acompanha a cistite intersticial, como citado anteriormente (GIAMBERARDINO,
2000 apud HEITKEMPER; JARRETT, 2005). Portanto, foi utilizado o modelo de
cistite induzida por ciclofosfamida em camundongos em virtude dessa associagao e

com o objetivo de avaliar o efeito antinociceptivo visceral do LCU.

O NO enddégeno esta envolvido nos eventos inflamatérios que levam a cistite
hemorragica apos a administracdo de ciclofosfamida (SOUZA-FILHO et al., 1997).
Por este motivo, no modelo de cistite induzida por ciclofosfamida, a N-acetil-cisteina
foi utilizada como controle positivo e reduziu de forma significativa o tempo de crises

transitorias, quando comparado com o grupo controle veiculo. A N-acetil-cisteina é
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uma forma alterada do aminoacido cisteina que age como antioxidante por ser
precursora da glutationa. Da mesma forma, o LCU, nas doses testadas, também foi
capaz de reduzir de forma significativa este tempo. A N-acetil-cisteina, assim como o
LCU (400 mg/kg), também reduziu de forma significativa os escores para

comportamento nociceptivo em relagéo ao grupo controle veiculo.

Recentemente, foi proposto outro modelo de dor visceral utilizando a
administragao intracolonica de capsaicina, sem o uso de anestesia (LAIRD et al.,
2001). Neste modelo o pré-tratamento com o LCU, nas doses testadas, reduziu
significativamente a expressao de comportamentos nociceptivos relacionados a dor
visceral em relagdo ao grupo controle veiculo. Tais resultados apontam para uma

atividade antinociceptiva visceral do LCU.

Apesar de apenas a maior dose do LCU ter reduzido de forma significativa os
escores para comportamento nociceptivo no modelo de cistite induzida por
ciclofosfamida, ele mostrou atividade antinociceptiva mais potente sobre o tempo de
crises transitdrias neste modelo experimental do que sobre as contor¢gdes no modelo
de dor induzida por acido acético ou sobre o numero de comportamentos

nociceptivos no modelo de dor induzida por capsaicina.

Foi mostrado que a dor induzida pela administracdo de capsaicina € inibida
pela administracdo de agonistas ay-adrenérgicos através da redugao da liberagéo de
glutamato pelas terminagdes nervosas espinhais (LI; EISENACH, 2001). Sabendo
que agonistas ay-adrenérgicos, como a clonidina (PERTOVAARA, 1993), e
inibidores da NOS possuem atividade analgésica e na tentativa de esclarecer se a
atividade antinociceptiva observada com o LCU estava associada a mecanismo

nitriérgico, ao envolvimento de receptores ay-adrenérgicos ou a um efeito sobre os
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receptores opidides presentes no trato gastrintestinal, levando a uma redugao na
sensacao dolorosa, foi utilizado L-NAME, um inibidor inespecifico de NOS, ioimbina,
droga predominantemente antagonista dos receptores ap-adrenérgicos
(HAAPALINNA et al.,, 1997) e naloxona, antagonista ndo seletivo dos receptores

opioides.

Os resultados mostraram que a ioimbina nao foi capaz de reverter o efeito do
latex, evidenciando a auséncia de envolvimento de receptores a-adrenérgicos na
atividade antinociceptiva visceral deste. O L-NAME nao foi capaz de potencializar o
efeito do LCU. Esta observagao sugere que a atividade antinociceptiva do LCU pode
envolver mecanismo nitriérgico. Além disso, a naloxona reverteu o efeito
antinociceptivo do LCU evidenciando envolvimento de receptores opidides na

antinocicepcgao visceral produzida por este.

Também foi utilizada a administragdo de vermelho de ruténio, um antagonista
nao competitivo da capsaicina, em associagao ao LCU. A capsazepina, antagonista
competitivo da capsaicina, e o vermelho de ruténio sao ferramentas utilizadas no
estudo da fungao de neurbnios primarios aferentes sensiveis a capsaicina. Ambos
sdo utilizados para inibir a acdo da capsaicina em modelos experimentais (MAGGI et
al., 1993; SANTOS; CALIXTO, 1997). Neste grupo verificou-se que o vermelho de
ruténio nao potencializou a atividade antinociceptiva do LCU, sugerindo uma

possivel acdo do LCU sobre os receptores vanildides.

As fibras C, sensiveis a capsaicina, estdo presentes nos nervos vagais e
esplancnicos e podem regular a secreg¢ao, a motilidade e a circulagao intestinais
(HAMMER et al.,, 1998). Neurdnios sensiveis a capsaicina estdo envolvidos na

hipersecregcao patofisioldgica causada pela enterotoxina da Escherichia coli em
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intestino de ratos (NZEGWU; LEVIN, 1996) e pela toxina A do Clostridium difficile em
ileo de ratos (CASTAGLIUOLO et al.,, 1994). Em estudo anterior foi demonstrado
que o LCU possui atividade anti-secretéria no modelo de secrecao intestinal induzida
por toxina da colera em camundongos (GURGEL, 2000), tal atividade pode estar
associada a um possivel efeito inibitério do LCU sobre os VR1, efeito este que foi
sugerido pela nao potencializagao de sua atividade antinociceptiva pelo vermelho de

ruténio no modelo de dor induzida pela administracado intracoldénica de capsaicina.

Além disso, estudos sugerem que a capsaicina inibe o tdnus e os movimentos
em preparagoes de intestino humano, sendo este efeito mediado pelo NO e/ou pelo
peptideo intestinal vasoativo. Este efeito inibitdério da capsaicina foi confirmado em

preparacdes de colon de ratos e camundongos (BARTHO et al., 2004).

Foi mostrado que a capsaicina provoca a liberacdo de NO a partir da
superficie luminal de amostras de bexiga e que esta liberagcédo € reduzida, mas nao
completamente bloqueada, por desnervagdao (BIRDER et al., 1998). As células
uroteliais respondem a estimulos mecanicos e quimicos através da liberacdo de
neurotransmissores (NO e ATP) (BIRDER et al., 1998; FERGUSON; KENNEDY;
BURTON, 1997). Foi entdo proposto que a capsaicina deve ativar receptores no
urotélio, assim como nos nervos aferentes, induzindo a liberacdo de NO. Outros
estudos também mostraram que a capsaicina estimula a liberacdo de NO a partir de
neurénios isolados do ganglio da raiz dorsal de ratos (BIRDER; KANAI; DE GROAT,

1997).

Existem evidéncias de que os VR1 estejam envolvidos na inflamagao
gastrintestinal. Recentemente, Kimball et al. (2004) mostraram que um novo

bloqueador dos canais ligados aos VR1, o JNJ 10185734, reduz a severidade da
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colite induzida por dextrana sulfato de sédio (DSS) em camundongos. Este achado
indica que os VR1 contribuem para a iniciagdo ou manutencdo do processo
inflamatdrio no intestino. Esta atenuacao da colite pelo JNJ 10185734 também foi
mostrada por outro bloqueador, a capsazepina (KIHARA et al., 2003; KIMBAL et al.,
2004) e reproduzida pela deplegcao genética dos VR1 (FUJINO et al., 2003).
Contudo, a relacdo entre a DSS e os VR1 no modelo de colite ainda nao foi bem

compreendida.

Considerando que o modelo de colite induzida por DSS é considerado
relevante no estudo das doencas inflamatérias intestinais, estes achados
experimentais obtidos com o JNJ 10185734 e a capsazepina sugerem que os VR1
contribuem para as DIl. Apesar de ainda ndo existirem provas que expliquem esta
afirmativa, € importante notar que a DIl estda associada com um aumento na
expressdo dos VR1 nas fibras nervosas do coélon (YIANGOU et al.,, 2001). Desta
forma, a descoberta de drogas que possam ligar-se a estes receptores pode levar ao
desenvolvimento de novas drogas para o tratamento da dor, da inflamagcao e de

alteracdes na motilidade intestinal.

Em virtude de tais evidéncias de que os VR1 estejam envolvidos na
inflamacao gastrintestinal, e do possivel efeito antagonista do LCU sobre estes
receptores, sugerido no modelo de dor induzida por capsaicina, o efeito do LCU nos
modelos de colite induzida por acido acético e de lesdo intestinal induzida por
isquemia-reperfusdo mesentérica pode envolver um possivel efeito inibitério sobre

os VR1.

A dor relacionada aos testes comportamentais utilizados para selecionar

agentes potencialmente antinociceptivos pode ter algumas limitagdes. Por exemplo,
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nao esta claro qual extensado da sedacao ou alteragdes nas fungdes motoras podem
influenciar o resultado destes testes. Agonistas da adenosina, por exemplo, que
produzem efeitos comportamentais, como uma inibicdo da atividade locomotora,
demonstraram efeito antinociceptivo (KARLSTEN; GORDH; POST, 1992). Estudos
realizados por Rosland et al. (1990) sugerem que a sedagao pode reduzir respostas

motoras coordenadas.

No presente estudo, o LCU, nas doses utilizadas, ndo demonstrou
potencializar o tempo de sono induzido por pentobarbital ou diminuir a
movimentacdo espontanea dos animais no teste do campo aberto. Essas
observagdes sugerem que o LCU, nestas doses, ndo possui agdo depressora sobre
o SNC, acao esta que poderia influenciar o efeito antinociceptivo evidenciado pelo
LCU nos modelos de dor. Além disso, o LCU nao alterou o tempo de permanéncia
no teste do “rotarod”, ou seja, ndo alterou a coordenagdao motora dos animais. A
coordenagao motora € uma qualidade fisica que depende da integragado do sistema
musculo-esquelético com o SNC, portanto, tal achado confirmou o n&o envolvimento

do LCU com o SNC.

Em resumo, os resultados do presente trabalho sugerem que o latex do
Croton urucurana Baill. apresenta atividade antifungica, justificando seu uso popular
no tratamento de doencas de pele, além de atividades antiinflamatdria intestinal e
antinociceptiva visceral que, juntamente com sua atividade inibidora do transito e da
secrecao intestinal anteriormente demonstradas (GURGEL, 2000), confirmam seu
uso popular no tratamento de diarréias e cdlicas intestinais, podendo ser explorado
como uma alternativa para o tratamento de DIl e DFG, em especial a Sll. Além
disso, tais resultados sugerem que seu efeito antiinflamatério, pelo menos em parte,

envolve inibicdo da migragdo de neutréfilos e mecanismo antioxidante e sua
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atividade antinociceptiva envolve possivelmente a participacdo de mecanismo

nitriérgico e opidide, assim como de receptores vanildides.
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3 A analise fitoquimica da fracdo acetona do LCU demonstrou a
presenca de galocatequina e epigalocatequina. A fragdo aquosa apresenta

compostos de origem fendlica/flavondides.

3 O LCU exibiu atividade no teste de toxicidade sobre Artemia salina.

3 O LCU demonstrou possuir um amplo espectro contra dermatofitos,
sendo efetivo contra seus trés géneros: Trichophyton, Microsporum e

Epidermophyton.

3 O LCU reduziu a resposta inflamatéria nos modelos de colite induzida
por acido acético e isquemia-reperfusao mesentérica, o que foi evidenciado através

de alteragdes bioquimicas e histopatoldgicas.

3 Em ambos os modelos experimentais de inflamacao intestinal o LCU
reduziu a atividade da enzima mieloperoxidase e a producdo de nitrito o que
evidencia uma prevengdo na migracao de neutrofilos e na geragcdo de NO,
respectivamente. Além disso, a reducdo na atividade da enzima mieloperoxidase

pode ser interpretada como uma manifestagcao de atividade antioxidante.

©3 O LCU também reduziu a atividade da catalase nos modelos de
inflamacao intestinal o que pode ter ocorrido em resposta a uma diminuicdo na
producao de peréxido de hidrogénio produzido no tecido inflamado, indicando uma

possivel atividade antioxidante do latex.
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3 O LCU preveniu a deplecdo do estoque de glutationa no modelo de
isquemia-reperfusdo mesentérica. Tal achado indica uma atividade antioxidante do

|atex.

3 O LCU demonstrou atividade antinociceptiva visceral nos modelos de
contorcdes abdominais induzidas por acido acético, cistite induzida por

ciclofosfamida e dor induzida pela administracéo intracolénica de capsaicina.

3 Os dados apresentados no modelo de dor induzida pela administragao
intracolénica de capsaicina indicam que a atividade antinociceptiva visceral do LCU
nao depende de mecanismo a-adrenérgico, contudo parece haver envolvimento de

mecanismo nitriérgico e opidide, assim como de receptores vanildides.

3 O LCU nao possui acao depressora no SNC.
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