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RESUMO

No presente estudo foram avaliadas as propriedades pro-inflamatérias do
Oleo essencial de Pilocarpus spicatus (OEPS) em ratos e camundongos. O OEPS promoveu
edema de pata nas doses de 2,5 e 5mg/pata de maneira dose-dependente, sendo observado
aumento representativo no volume da pata 1 hora apds a inje¢do subplantar, com pico de
reacdo no intervalo de 3 horas, permanecendo ainda em tomo de 50% no periodo de 24
horas. O potencial edematogénico do OEPS é comparavel aquele de carragenina , um
polissacarideo obtido de algumas espécies de algas. Contudo, no periodo de 24 horas a
partir da injecdo intraplantar o efeito edematogénico promovido pela carragenina é
praticamente ausente quando comparado aquele do OEPS. Além disso, estudos histolégicos
da pata revelaram o desenvolvimento de uma lesdo progressiva com intensa infiltracdo
neutrofilica apds injecdo subplantar (5mg) de OEPS nos periodos de 1, 5 e 24 horas. A
administracao intratoracica do OEPS (IOmg/animal) induziu pleurisia caracterizada por
intensa formacdo de exsudato e migracdo leucocitaria de maneira similar a carragenina no
periodo de 5 horas. Tanto o OEPS quanto a carragenina aumentaram significativamente
(p<0,01) a formacédo do tecido granulamatoso promovido pela implantacdo de “pellets"de
algodao no tecido subcutaneo de ratos. Foi também verificado um aumento significativo do
extravasamento de azul de Evans para a cavidade peritoneal de camundongos ap0s injecao
de OEPS (5 e IOmg/animal), cujos valores percentuais foram 64 e 84%, respectivamente,
guando comparados a carragenina.

Foi analisado o efeito de varios antagonistas especificos sobre a reacao
edematogénica subplantar induzida pelo OEPS, com o objetivo de identificar os possiveis
mediadores envolvidos no processo. Dentre as drogas testadas, a dexametasona (0,5mg/kg,

i.p.) foi a mais eficaz, inibindo o edema de pata durante todo o periodo estudado. A

Xiv
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clorfeniramina (IOmg/kg.i.p.) um antagonista Hj, praticamente ndo produziu efeito,
enquanto a metisergida (Img/kg, p.0), uma droga antiserotonérgica, promoveu inibicao
significativa na primeira fase da reacdo (1 e 2h). Os bloqueadores da ciclooxigenase e
lipooxigenase, fenilbutazona (I00Omg/kg, p.o.) e EP 10161 (20mg/kg,i.p.) respectivamente,
demonstraram inibicdo significativa durante o pico de reacdo edematogénica (3h). O
composto 48/80,um degranulador de mastocitos, inibiu significativamente o edema de pata
no periodo de 1 e 5 horas. A andlise destas observacbes sugere que o OEPS possui a

atividade pro-inflamatéria mediada pela serotonina e eicosandides.
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ABSTRACT

The essential oil of Pilocarpus spicatus (EOPS) was evaluated for its pro-
inflammatory activity in rats and mice. In doses ranging ffom 2,5 to 5mg/site EOPS induced
a dose-dependent paw edema. The effect was apparent after lhr, peaked at 3hr and after
24hr it still persisted at 50% levei. The edematogenic potential of EOPS is almost
comparable to that of carrageenan, a polysaccharide obtained ffom algae. However, at 24hr
following intraplantar injection the carrageenan response was almost disappeared when
compared to EOPS. Also histological studies revealed a progressive lesion with increased
neutrophil infiltration in the rat hind paw after intraplantar injection of EOPS (1,5 and
24hr). The intrathoracic administration of EOPS (IOmg/site) induced pleurisy characterised
by exudate formation and leukocyte migration in a manner similar to carrageenan with
potent effect at 5hr. Granuloma induced by subcutaneous implants of cotton pellets was
enhanced by EOPS as well as carrageenan (p<0,01). Also EOPS (5 and I0Omg/site) have
caused an increase in capillary permeability upon intraperitoneal injection as evidenced by
extravasation of Evans blue dye. The increases were 64 and 84%, respectively, as compared
to carrageenan.

In order to identify the possible inflammatory mediators of EOPS-induced
paw edema, the effect of various drugs was analysed. Among the drugs tested,
dexamethasone (0,5mg/kg,i.p.) was the most effective and was able to inhibit paw edema at
all time periods studied. The Hj antagonist chlorpheniramine (10mg/kg,i.p.) was ineffective,
while the antiserotonergic methisergide (Img/kg.p.o.) was found to be effective in the first
phase reaction (1 and 2hr). Cicloxigenase inhibitor phenylbutazone (I0Omg/kg, p.o.) and the
lipoxygenase inhibitor EP 10161(20mg/kg,i.p.) were effective in preventing peak edema

response (3hr). The mast cell degranulator 48/80 significantly inhibited the lhr edema

XVi



reaction as well as at the 5hr. These observations suggest that EOPS has pro-inflammatory

activity which is mediated by serotonin and eicosanoids.



1. INTRODUCAO

1.1 Generalidades

Segundo publicacdo da Organizacdo Mundial de Salde cerca de 80% da
populacdo mundial utiliza recursos oriundos de indica¢do popular para assisténcia médica
priméria, fato comprovado mesmo em paises desenvolvidos como os Estados Unidos da
América onde somente no ano de 1980 foram consumidos oito bilhGes de dolares em
atendimentos médicos cujo receitudrio continha compostos obtidos a partir de espécies
vegetais (FARNSWORTH, 1985). Em revisdo mais recente HUXTABLE declara que na
América do Norte um quarto de todas as prescri¢es incluem produtos derivados de plantas,
além de outros agentes baseados em produtos vegetais (HUXTABLE, 1991).

A difusdo do uso tradicional de plantas, bem como de outros produtos
derivados de animais e minerais, tem contribuido amplamente para a descoberta de novas
drogas-proto6tipo e outras preparagfes medicamentosas. Como ressalta FARNSWORTH
(1985) muitas drogas desenvolvidas a partir de plantas foram idealizadas tomandos-se como
base de acdo farmacoldgica estudos de dados etnograficos, os quais fundamentam-se numa
correlacdo bem estabelecida entre o conceito tradicional e o conceito cientifico.

No Brasil os antecedentes etnomédicos a cerca de estudos farmacolégicos de
espécies vegetais nativas remontam ao inicio da colonizacdo (GOTTLIEB e KAPLAN,
1983; RIBEIRO et al., 1987). O conhecimento cientifico das plantas medicinais brasileiras
ainda €, entretanto, pouco significativo, fato que comprova a discrepancia entre a
potencialidade da flora brasileira e a falta de um planejamento politico adequado que permita
o desenvolvimento de projetos cientificos visando um melhor nivel de conhecimento sobre a
boténica, quimica e farmacologia das plantas nativas (MATOS, 1990).

Nos ualtimos anos porém, ressurgiu o interesse pelos produtos naturais de

maneira geral, fato motivado entre outras coisas pela crise da saude publica e agravamento



das dificuldades sociais da populacdo, além da preocupagdo com as repercussdes da agdo
humana sobre o meio ambiente desde o periodo colonial da Histdria brasileira. E portanto,
urgente, a pesquisa cientifica da flora nacional no sentido de ampliar os recursos
terapéuticos, permitir a utilizacdo segura das preparacdes medicamentosas e melhorar as

condigOes de atendimento, principalmente no segmento popular de baixa renda.

1.2. Os 0leos essenciais e as plantas terrestres.

As plantas da Terra tém sido consideradas originarias de Charales, uma linha
evolutiva que pertence a divisdo proctotista, componente importante do fitoplancton
Chlorophyta. o qual ¢é provavel ancestral das bridfitas, espécies primitivas surgidas no

planeta a cerca de meio bilhdo de anos.(GOTTLIEB e SALATINO, 1987).

Evolutivamente de briofitas a Angiospermas a sintese quimica dos vegetais
estd relacionada a protecdo da planta através da producdo de substéncias ativas ou
compostos intermediarios (GOTTLIEB, 1987). Dentre essas substancias destacam-se
policetidios, alcaldides e saponinas esteroidais, flavonas e bioflavonas, taninos condensados
e ligninas, além de mono e sesquiterpendides em 6leos essenciais. A diversidade de produtos
naturais das plantas est4, correlacionada, também, segundo varios cientistas, com a interagdo
mutualista surgida devido a co-evolugdo das plantas com agentes fitofagos e mesmo
patogénicos (EHRLICH e RAVEN, 1965; SWAIN, 1979; RHOADES, 1979).

Os constituintes quimicos de 6leos essenciais pertencem a diversas classes
importantes predominando os terpendides e os lignindides cujos esqueletos carbonicos 1 e 2
encontram-se representados na figura 1. E provavel que os isoprendides (baseados no
esqueleto 1) e a fenilalanina (baseado no esqueleto 2) existam ha mais de 3.800 milhGes de

anos. (MILLER e ORGEL, 1974).



1.2.1 Oleos essenciais em algas

As condigdes anoxicas que predominavam a cerca de 3.000 milhdes de anos
na Terra favoreceram o desenvolvimento dos organismos bacterianos procariontes do reino
monera, 0s quais utilizavam vias biossintéticas simples produtoras de terpendides.
Possivelmente, a formagdo dos mono e sesquiterpendides primordiais pelas algas
eucarioticas s6 ocorreu a mil milhGes de anos, enquanto o surgimento dos primeiros
lignindides demorou muito tempo mais. Assim, é provavel que a modificacdo na atmosfera
terrestre primitiva rica em amonia para a atmosfera oxidante de cerca de mil milhGes de anos
atrés possibilitou desvios do metabolismo primério para vias biossintéticas produtoras de
metabdlitos secundérios, os quais geraram as pequenas moléculas primordiais, cujos
aleloquimicos podemos citar como exemplo: a - pineno, d - limoneo, geraniol e linalol de
Sargassum e Laminaria (Phaeophyta), Porphyra e Digenea (Rhodophyta). Segundo CREWS
(1984), vérias centenas de mono e sesquiterpenos halogenados (3 a 6) de algas marinhas
sdo conhecidos (figura 1).

Muitas dessas substancias tém atividades antimicrobiana e antifungica

(CREWS, 1984).

1.2.2 Oleos essenciais em fungos

Os produtos odoriferos sintetizados por certas hifas especializadas ndo séo,
necessariamente, Oleos essenciais se adotada sua definicdo classica, ja que carecem de
monoterpenos enquanto 0s sesquiterpenos limitam-se a substancias azulogénicas. Algumas
vezes ocorre, entretanto, formacdo de compostos aromaticos durante o tratamento do

material. (GOTTLIEB e SALATINO, 1987).



FIGURA 1. Algumas classes de constituintes de 6leos essenciais



1.2.3. Oleos essenciais em Briofitas

Entre os organismos mais recentes sdo encontrados sesquiterpenéides com
caracteristicas semelhantes as plantas floriferas mais avancadas. JUNGERMANNIALES e
MARCHANTIALES pertencem aos modernos Bryophyta em que algumas espécies sdo
produtoras de 6leos essenciais, 0os quais frequentemente acumulam-se em organelas celulares
do vegetal. llustrativamente, figura 1, cita-se as espécies Aneuna pinguis e Riccardia sinuata
que sintetizam pinguisona (7) e prenilinddis (8), produtos que sdo toxicos para insetos

(HEROUT, 1977).

1.2.4. Oleos essenciais em Pteridofitas

Ocorrem em grupos restritos. Certas espécies da ordem Filices (Ex.
Samambaias) algumas vezes acumulam mono e sesquiterpendides em pélos glandulares,
entretanto pouco sabe-se ainda sobre a caracterizacdo quimica de tais produtos.

(HEGNAUER, 1979).

1.2.5. Oleos essenciais em Gimnospermas:

Neste grupo encontram-se importantes familias produtoras de Oleos
essenciais como Pinaceae (Cedrus, Pinus), Cupressaceae (Juniperus) e Cicadopsida que
produzem e acumulam grandes quantidades de Gleos essenciais caracteristicos em seus
diversos tecidos (cavidade e canais esquiz6genos).

Sugere-se que a importancia dessas substancias nessas espécies correlacionam-se a
afastar herbivoros e inibir a germinacdo de vegetais competidores. (GOTTLIEB e

SALATINO, 1987).



1 2.6. Oleos Essenciais em Angiospermas.

As angiospermas tém a vantagem evolutiva decorrente da presenca de flores
possibilitando a associagcdo com insetos. Aqui 0s constituintes quimicos dos éleos essenciais
alcancaram ampla variedade e enorme diversificacdo de atividades bioldgcas.

Estas plantas representam um interface evolutiva que culminou com o
aparecimento de fenbmenos de sintese biogquimica de lignindides volateis em contraposicao
aos terpenos volateis das algas antigas.

Entre os angiospermas encontram-se os tecidos vegetais evolutivamente mais
especializados para produgdo e armazenamento de 6leos essenciais - 0os pélos glandulares A
tabela 1 apresenta uma lista de importantes familias de dicotiledéneas produtoras de 6leos
volateis.

Nas regides temperadas da Terra, dentre as plantas fornecedoras de 6leos essenciais
predominam as Apiaceae. Nos tropicos destaca-se o taxon Magnoliiflorae. As plantas
aromaéticas habitantes de florestas Umida tropical como por exemplo na Regido Amazoénica
do Norte do Brasil sdo ainda pouco conhecidas. Os Oleos essenciais contém um vasto
numero de substancias cujo espectro de atividades bioldgicas apenas recentemente comegou

a ser descrito.

1.3. Farmacologia e 6leos essenciais

O aroma de uma planta ou de quaisquer de suas partes pode dever-se ao 6leo
essencial, o qual pode existir em estado livre, como nas flores ou em 6rgdos especializados
do vegetal. A planta como um todo pode ser odorifera ou o odor pode residir nas flores,
folhas, tronco, raizes, etc. A maioria dos frutos comestiveis, por exemplo, possuem um

sabor agradavel devido a presenca de substancias aromaticas.



Os Oleos essenciais sdo produtos naturais derivados de plantas e extraidos
principalmente por arraste com vapor d'agua. Sao volateis, aromaticos e saborizantes,
contendo varidveis proporgdes de terpenos (a - pineno, d - limoneno), alcéois (nerol,
geraniol, citronelol, linalol, mentol), aldeidos (citral - B. citronelal), cetonas (mentona, ! -
carvona, metilnonilcetona e metilundecilcetona), fendis (eugenol), além de ésteres, éteres,
acidos e hidrocarbonetos de estrutura aromatica ou terpénica. Em geral, os aldeidos e
alcoois derivados de terpenos sdo mais odoriferos e volateis que aqueles originados de
hidrocarbonetos aromaticos.

A historia dos 6leos essenciais teve inicio no Antigo Oriente entre 0s povos
do Egito, Pérsia, india, os quais utilizaram pela primeira vez o processo de destilacdo para a
obtencdo desses compostos. A difusdo dos Oleos aromaticos de forma mais abrangente,
entretanto, ndo ocorreu até a segunda metade do século XVI, como demonstram diversas
publicagbes germaénicas e francesas a cerca de aperfeicoamento dos processos de producéo,
conhecimento da natureza quimica e meios de conservacdo desses produtos naturais
(HAAGEN-SMITH, 1972).

Portanto, desde as antigas civilizagdes os 6leos essenciais tém sido utilizados pelo
homem para as mais diversas finalidades: como condimentos nos alimentos e em algumas
bebidas, como odoriferos (incensos) para fins estéticos e até como repelentes para insetos.
Também tém sido empregados como conservantes evitando a destruicdo de grdos e outros
produtos agricolas, permitindo a estocagem da produgdo agropecudria entre as culturas

primitivas



TABELA 1 Dicotileddneas produtoras de Oleos essenciais. S... superordem(terminacgao:
iflorae), O... ordem(terminacdo: ales), F...familia(terminacdo: aceae)

Células olelfferas  Cavidades e canais  Pélos glandulares Deposicdo em

secretores lenho
S-iflorae S-iflorae S-iflorae S-iflorae
O-ales O-ales O-ales O-ales
F-aceae F-aceae F-aceae F-aceae
Magnoii Ploygon CaryophylIRos
Hlici Polygon Caryophyll Ros
Sdiizandr Polygon Chenopoldi Ros
Hlici Malv Malv Rut
Magnoli Euphorbi Urtic Gerani
Degcneri Euphorbi Cannabin Zygophyll
Magnoti Malv Viol Santal
Winter Malv Viol Santal
Himantandr Viol Tumer Santal
Lactorid Viol Ros Solan
Chloranth Flacourti Jugland Boragin
Annon Rhoiptele Boragin
Myristic The Jugland Solan
Canell The Myric Convolvu!
Annon Clusi Myric
Eupomati Fab Ros
Fab Ros
Laur Caesalpin Fag
Amborell Fab Betul
Trimeni Myrt Rut
Autrobailey Myrt Gerani
Monimi Myrt Gerani
Gomorteg Onagr Sapind
Calycanth Rut Sapind
Laur Rut Com
Hemandi Rut Eric
Aritolochi Burser Eric
Aristolodii Sapind Lami
Nymphae Anacardi Lami
Piper Arali Lami
Saurur Pittospor Verbem
Piper Pittospor Scrophulari
Rut Arali Myopor
Rut Arali Scrophulari
Meli Api Acanth
Cneor Aster Buddlej
Rut Aster Gesnerj
Myrt Aster Aster
Myrt Aster
Onagr Aster
Ros
Hamamelid
Myrothamm
Malv
Euphorbi
Euphorbi
Com
Dipsac
Valerian
Viol
Salic
Salic

Adaptado de GOTTLIEB & SALATINO (1987) e de DAHLGREN (1980)



O papel fisioldgico des 6leos aromaéticos para as plantas ndo esta totalmente
esclarecido. A fragancia de certas flores tem a capacidade de atrair abelhas polinizadoras,
contribuindo para auxiliar a reproducéo da planta. Algumas arvores possuem mecanismos de
defesa contra insetos, devido a presenca de 6leos volateis repelentes em sua casca. Outros
Oleos regulam a taxa de transpiracdo nas plantas, e até podem fazer parte do metabolismo
normal, como também acontece com alguns alcalGides e taninos em certas espécies vegetais
(HAAGEN-SMITH, 1972).

Sob o ponto de vista econdmico os Oleos essenciais ttm ampla importancia
nos dias atuais, uma vez que sdo empregados industrialmente como aromatizantes para a
manufatura de sabbes e sabonetes, cosmésticos, preparagcbes farmacéuticas, desinfetantes
etc. Sdo utilizados mundialmente pela industria de perfumaria cerca de 1.500 variedades de
6leos arométicos extrdidos de plantas. Dentre as familias mais importantes podem citar
Coniferae, Ericaceae, Graminea, Labiteae, Myrtaceae, Oleaceae, Rosaceae, e Rutaceae
(CRAVEIRO, et al, 1981).

Tendo em vista a imensa quantidade de substancias presentes nos Oleos
essenciais, sdo reconhecidas diversas atividades farmacol6gicas promovidas pelas seus
principais constituintes: metileugenol, isoeugenol, estragol, safrol, timol, mentol, a -
bisabolol, ascaridol, 1,8 - cineol, citronelol, cravacol, etc. Foram documentadas atividades
antimicrobiana, para fungos, bactérias e protozoarios (VILAR et al, 1986, PAULI e
KNOBLOCH, 1987; JANSEN et al, 1987; De BLASI et al, 1990; LEMOS et al, 1990)
sedativa, antiinflamatoria,diurética, e antidiurética (ROSSI, et al, 1988; GU e DENG, 1987),
anticonvulsivante (NWAIWN e AKALI, 1986), anti-séptica (CERUZZI e ABRAHAM,
1982) analgésica (LORENZETTI et al, 1991), espasmolitica (CRUZ et al, 1990) repelente
para insetos (BRAGA, 1960) entre outras.

Acdes mais especificas de componentes de 6leos essenciais tém sido também

descritas. O mentol, por exemplo, parece ter capacidade de inativar canais de calcio



dependentes de voltagem em neurénios periféricos (SWANDULLA et al, 1987), tal acéo
pode contribuir para seus reconhecidos efeitos espasmoliticos. Foi também descrita a acao
antiinflamatdria do 6leo essencial da Vanillosmopsis arborea, muito rico em alfabisabolol,
provavelmente mediadas através da inibicdo de enzima ciclooxigenase (MENEZES et al,
1990). RAO e colaboradores, 1990, demonstraram que 0 mirceno um composto isolado de
Cymbopogon citratus, produz analgesia central e periférica, envolvendo opioides

endogenos.

E interessante salientar que certos constituintes de 6leos fixos tém demonstrado
grande importancia como instrumento experimental em investigacdes cientificas. Os ésteres
de forbol, um grupo de substancias pro-inflamatérias e promotoras de tumores, inicialmente
isolados do 6leo de Croton tiglium e outras espécies de género Croton, tém sido utilizadas
para o estudo da funcéo fisioldgica, propriedades e distribuicdo da proteina quinase tipo C
(GUYTON e KENSLER, 1993). A proteina quinase parece ser o alvo celular do ésteres de
forbol; substancias denominadas promotores de tumor (“tumor promotors™) ativam esta
enzima" in vivo" e "In vitro" (BLUMBERG, 1988). FERNANDES e associados (1978)
estudando o 6leo essencial de Croton aff zehntneri. uma planta de ocorréncia no Nordeste
do Brasil, também descreve atividade promotora de tumor.

Os estudos com Oleos essenciais de plantas do Nordeste, tém demonstrado
atividades antimicrobiana, espasmadica, antitumoral e promotora de tumor,
antiinflamatérias e pro-inflamatérias. A flora nordestina é uma das mais ricas da Terra,
necessitando de investigacbes mais abrangentes nas areas de boténica, quimica e
farmacologia, e no que se refere a presenca de 6leos essenciais principalmente, bem como de
seus constituintes, possibilitando a descoberta de compostos com potencial emprego em

farmacologia experimental e terapéutica.
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14. Inflamagédo aguda e Farmacologia experimental

Um dos capitulos mais fascinantes do estudo da farmacologia é o da abordagem
experimental utilizada para a demonstracdo das acdes das drogas.

Até o fim do século XIX os pesquisadores adotavam testes diretamente na espécie
humana a fim de avaliar as agbes de novos compostos. A Farmacologia libertou-se das
limitagdes e riscos destes métodos a partir do desenvolvimento dos ensaios bioldgicos
realizados tanto "in vitro" (fora do animal) quanto "in vivo" (no préprio animal) utilizando
animais de experimentagdo, nos quais o0 cientista simula um processo fisiopatolégico
semelhante aquele que ocorre no homem. O simples teste que consiste na inducdo de
inflamacdo subplantar em ratos para medir o efeito de drogas na reducdo do edema foi
essencial para a descoberta de centenas de substéncias que hoje fazem parte do arsenal de
drogas denominadas antiinflamatorias nao-esteroidais ou tipo aspirina, as quais sao
consumidas em quantidade superiores a cem mil toneladas por ano, e s6 nos Estados Unidos
da América movimentam no mercado uma cifra superior a um bilhdo de ddlares
(FERREIRA, 1985).

Na atualidade os ensaios experimentais empregados para avaliar a atividade
de drogas antiinflamatérias ou pro-inflamatoérias tém como base a inibi¢do ou a inducdo de
um fendmeno inflamatério que possa ser quantificado. Esta reacdo inflamatoria pode ser
produzida por agentes fisicos (traumas mecanicos, por exemplo), quimicos (histamina,
serotonina, etc.) ou bioldgicos (venenos de animais peconhentos, toxinas bacterianas, etc.) e
normalmente € capaz de reproduzir sintomas e sinais que caracterizam 0 processo
inflamatdrio. calor, rubor, tumor, dor e perda de fungdo. Dentre os métodos empregados
experimentalmente destacam-se:

a - Edema de pata no rato

b - Permeabilidade capilar e migracdo celular em cavidades corporais (pleura e

peritbneo, principalmente) de ratos, coelhos e cobaias.



c- Estudos histopatoldgicos, os quais consistem de uma avaliagdo morfologica ao
nivel microscopico da area inflamada.

O edema na pata traseira do rato produzido pela injecdo de um agente
flogistico € uma das técnicas mais utilizadas em nossos dias como modelo de inflamagéo
experimental. Durante muito tempo, os materiais flogisticos mais empregados incluiam
levedura de cerveja, formalina, dextrana, e até ovoalbumina. Entretanto, o edema induzido
por tais substancias ndo é influenciado especificamente por drogas antiinflamatérias, outras
variedades de compostos sdo capazes de reduzir suas resposta edematogénica. Por exemplo,
sabe-se que o edema de pata induzido por dextrana pode ser inibido por agentes
adrenérgicos, mas nao por cortisona (WINTER, et al, 1962). Assim, ap0s testar uma
variedade de substancias capazes de produzir efeito edematogénico na pata do rato,
WINTER, RISLEY e NUSS (1962) estabeleceram a carragenina como instrumento
experimental para testar drogas antiinflamatorias neste modelo. A carragenina é um
polissacarideo sulfatado derivado de Condrus criptus, uma espécie de alga marinha existente
no litoral irlandés, que produz efeitos pro-inflamatorios altamente reproduziveis na inducgéo
do edema da pata no rato, além de ndo promover efeitos colaterais de natureza sistémica nas
doses e via utilizadas neste modelo(WINTER et al, 1962).

No intuito de ampliar os estudos sobre a fisiopatologia do processo
inflamat6rio agudo novos trabalhos surgiram a fim de permitir a abtencdo de maiores
informacBes quanto a natureza do agente irritante, aos sitios da resposta inflamatéria, bem
como quanto a cinética da producdo e elaboracdo de um vasto espectro de substancias
conhecidas como mediadores inflamatérios. Com base nestes objetivos foram estabelecidos
VAarios esquemas experimentais, dentre os quais destacam-se 0 modelo da pleurisia em ratos
e coelhos, principalmente, tendo sido empregado aqui variados agentes irritantes.

A literatura salienta que a pleurisia induzida por carragenina em ratos ¢ um
excelente modelo de inflamacdo aguda experimental, o qual permite avaliar o

extravasamento vascular a migragdo leucocitaria, além de varios parametros bioquimicos a

12



partir do exsudato inflamatério. (MAYASAKA e MIKAMI, 1982). Outros agentes
flogisticos também tém sido utilizados para a indugdo de pleurisia em animais de laboratério,
um deles € a esséncia de terebintina (oil of turpentine), uma substéncia tipo oleoresina
extraida de Pinus. O Oleo de terebintina foi um dos primeiros 6leos essenciais a ter sua
preparacdo definida, tendo sido mencionado inclusive na obra "De Matéria Medica" de
DIOSCORIDES, um tratado que dominou a terapéutica médica por mais de 1.500 anos, Di
ROSA e colaboradores (1971) demonstraram que o 6leo de terebintina produz um padrao
de reacdo inflamatdria similar ao da carragenina em modelos de pleurisia e edema de pata
em ratos, podendo ser inibido inclusive por drogas que reduzem a resposta promovida pela
carragenina.

Outro importante aspecto a ser ressaltado no contexto de estudos
experimentais foi a utilizacdo do microscopio, o que abriu enormes possibilidades para a
avaliacdo dos eventos celulares que acompanham o desenvolvimento do processso
inflamatorio. Os trabalhos de JULIUS COHNHEIM e ELIE METCHNIKOFF, estudiosos
do século XIX, foram pioneiros. COHNHEIM estudou a migracdo dos globulos brancos do
sangue para os tecidos, huma preparacdo em que aplicava um estimulo lesivo ao olho de um
batraquio e, em seguida, verificava a infiltracdo celular ocorrida na borda da area lesionada,.
COHNHEIM enfatizou a idéia da participacdo de alteragbes vasculares e suas consequéncias
(Vasodilatacdo, edema, migracdo celular, etc.) no contexto da resposta inflamatoria
(denominada teoria humoral da inflamacdo). METCHNIKOFF, por sua vez acreditava que
a fagocitose era o fendmeno central da reacdo inflamatéria, e que as alteracBes na
microcirculagdo eram necessarias para que os fagoécitos atingissem o local em que se
encontravam 0s microorganismos invasores, promovendo a fagocitose desses microbios
(denominada teoria celular de inflamagdo). Acredita-se, em face dos conhecimentos atuais,
gue ambos os pontos de vista sdo de grande importancia e estdo intimamente relacionados

(LEWIS, 1986).
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VINEGAR e colaboradores (1987) apresentaram uma excelente abordagem
das alteracdes histologicas que acompanham o desenvolvimento do edema da pata do rato
induzido por carragenina. Trata-se de um estudo experimental delineado com base na
avaliacdo sequencial em 43 etapas das alteracGes locais ao nivel da derme e epiderme.
Alguns estudos das alteracBes microscopicas também foram realizadas em modelo de
pleurisia induzida por carragenina em ratos (VINEGAR et al, 1982).

Ao longo dos anos, os esforgos de inumeros pesquisadores permitiram a
aquisicdo de imensa riqueza de conhecimento na area de Farmacologia da Inflamacéao e,
muito embora tenham sido desenvolvidas algumas novas técnicas de estudo experimental
(SVENSJO, 1990), os bioensaios classicos, estabelecidos pelos pesquisadores precursores,
mostraram-se eficazes (OTTORNESS e GANS, 1988) e continuam a ser empregados

rotineiramente para a triagem de drogas antiinflamatérias.

15. APlanta

1.5.1. Descricdo botanica e distribui¢do geogréafica

Pilocarpus spicatus St. Hill é um arbusto de 1/2-2m de altura, com ramos
densamente folhosos, folhas alternas, na parte superior dos ramos subpostos: peciolo 1-2cm
de comprimento, ldmina oblonga ou oblongo-eliptica de apice obtuso, base aguda, margem
revoluta de 15-17cm de comprimento e 4-5cm de largura com glandulas translicidas:
racemos terminais de até 30cm de comprimento; pedicelo florifero de 2-4mm de
comprimento, ténue; botdo oboral; célice com lobos de 1/2-3/4mm de comprimento de
margem esticada, pétalas esverdeadas com 2mm de comprimento e Imm de largura; estames
com filetes do tamanho das pétalas, anteras com |/2mm de comprimento; capsula,
geralmente com 5 cocas comprimidas, carenados nos dois lados, de 7mm de comprimento

com glandulas avermelhadas. -S&o Paulo, Rio de Janeiro e Ceara.(PIO CORREA, 1984).
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1.5.2. - Estudos Quimicos

O oleo essencial Pilocarpus spicatus (OEPS) foi obtido do Departamento de
Quimica Organica e Inorganica da UFC.

Pilocarpus spicatus, bem como outras espécies de referido género, apresenta
Oleo essencial basicamente nas glandulas esquizdgenas das folhas. Foi documentado, no
entanto, a presenca de alguns constituintes nas raizes da planta (ANDRADE NETO, 1990).

O oOleo essencial aqui empregado foi extraido a partir das folhas por arraste
com vapor d'agua e estd constituido quimicamente com maior percentagem de metil
cetonas alifaticas de onze e treze atomos de carbono, além de monoterpenos, sesquiterpenos
e diterpenos (raro). N&o foi isolado pilocarpina em  Pilocarpus spicatus St. HTLL
(KAASTRA, 1982). A figura 2 apresenta a estrutura das cetonas descritas, estando o 6leo

constituido em 80% com metil-nonilcetona e 10% de metil-undecilcetona (MATOS, 1991).

1.5.3. Obijetivos

Foram muito poucos os estudos sobre a farmacologia do 6leo essencial de
Pilocarpus spicatus (OESP), considerando a abundancia do referido 6leo em cetonas
alifaticas, substancias que apresentam propriedades irritantes teciduais, foi estabelecido um
esquema de estudo baseado nos seguintes objetivos:
1- Analisar a acdo pro-inflamatoria do OEPS em modelos classicos de
inflamagédo aguda e sub-aguda;
2- Comparar os efeitos pro-inflamatérios do OEPS aos da carragenina, uma
substancia largamente empregada em estudos de inflamagdo experimental,
3- Caracterizar farmacologicamente os mediadores inflamatérios envolvidos

no modelo de edema de pata induzido pelo OEPS em ratos.
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FIGURA 2 Estrutura quimica das metilcetonas presentes

no Gleo essencial de Pilocarpus spicatus
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2. MATERIAL

7.1 A Planta:

O 6leo essencial empregado nos ensaios experimentais foi obtido a partir das
folhas de Pilocarpus spicatus provenientes do municipio de Maranguape - Ceard. Entre as
variedades de "Jaborandi", presentes no Estado do Ceara, a espécie em questdo foi
identificada como Pilocarpus spicatus St. Hill pelo prof. Afranio Gomes Fernandes, de
acordo com informacgdes procedentes do Herbario Prisco Bezerra do Departamento de

Biologia da Universidade Federal do Ceara.

2.2. Animais Experimentais:

Ratos albinos (Rattus Norvegicus) variedade Wistar, machos e fémeas
adultas, provenientes do Biotério Central do Piei e do Biotério do Departamento de
Fisiologia e Farmacologia da Universidade Federal do Ceard, mantidos a temperatura
ambiente com racdo padrdo (Purina Chow) e "&gua ad libitum".

Camundongos albinos (Mus musculus), adultos do sexo masculino, mantidos
em condi¢Bes semelhantes aos ratos. Todos provenientes do Biotério Central do Piei e do

Biotério do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Universidade Federal do Ceara.
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3. Solucdes Fisioldgicas

Todas as solugBes foram preparadas com sais de pureza analitica MERCK.
IS concentragbes encontram-se expressas em milimolar (mM):
-Salina Fisiologica
NaCl 154
-Salina Tamponada com Fosfato (PBS)

NaCl 137; KC1 2.68; Na2HPO4 4,40; NaH2PO4 1,45

4. Reagentes e Corantes:

- Alcool etilico (MERCK)

- Azul de Evans (SIGMA)

- Azul de Metileno (REAGEM)

- Corante Pancromico de Rosenfeld:
- Giemsa - azul - eosina - azul de metileno 97,0 mg.
- May - Grunwald - eosina-azul de metileno 53,0 mg
Metanol P.A. (MERCK) 1,01.

I Corante de Turk:
- Acido acético glacial P.A. (MERCK) 20,0 ml
- Azul de metileno (REAGEN) 059
- Agua destilada 1,01

- Dimetilsulfoéxido (DMSO-GRUPO QUIMICA)

- Eter etilico (GRUPO QUIMICA)

- Formaldeido (HERZOG)

- Formamida (CARLO ERBA)

- Lauril Sulfato de Sodio (REAGEN)
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- Tween 80 (SIGMA)
- Ovoalbumina (SERVA)

- Salina Tamponada com Fosfato - PBS (OXOID)

2.5. Drogas

- Carragenina (SIGMA)

- Clorfeniramina (SCHERING)

- Composto 48/80 (WELLCOME RESEARCH LAB)
- Dexametasona (UPJOHN)

- Fenilbutazona (GEIGY)

- Heparina sédica (ROCHE)

- Metisergida (SANDOZ)
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. METODOS

1.1. Ensaios Farmacolégicos

1.1.1. Edema de pata induzida pelo 6leo essencial de Pilocarpus spicatus (OEPS) e

carragenina em ratos.

Foram escolhidos ratos Wistar machos, pesando entre 120 e 180 gramas Os
animais eram colocados em jejum solido 24 horas antes do inicio do experimento
Transcorrido este periodo, mediu-se todas as patas traseiras direitas e esquerdas de cada
animal. Em seguida, foram divididos em trés grupos com seis animais cada, 0s quais
receberam O,Iml/rato do OEPS (2,5 e 5%) ou carragenina(1%) na superficie subplantar da
pata traseira direita. Um volume igual dos veiculos apropriados (salina e emulsdo de Tween
80 1%) foi injetado nas patas contralaterais. O OEPS foi emulsificado em tween 80 (9:1 v/v)
e diluido em salina 154 mM estéril. O volume de todas as patas nos diferentes grupos foi
medido pletismograficamente antes e nos periodos de 1, 2, 3, 4, 5 e 24 horas apés a inducao
do edema (WINTER et al, 1962). A diferenca de volume entre as patas traseiras direita e
esquerda em relacdo ao volume inicial das mesmas foi expressa em mililitros (ml) e

representa a magnitude de formagdo do edema.

Pletismografia e determinacéo do volume da pata:

A medida do volume da pata dos animais foi baseada no método descrito por
WINTER et al (1962). A figura 3 apresenta uma ilustracdo do aparelho aqui empregado

O pletismografo foi colocado em local isento de vibracdes. A pata traseira,
demarcada ao nivel da proeminéncia do calcanhar, foi firmemente estendida e imergida num

recipiente (B), através do qual o fluido desloca-se para o interior de um tubo horizontal
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graduado de 0,01ml (C). O fluido utilizado foi uma solugdo de Lauril sulfato de sédio a
0,05% diluido em alcool etilico hidratado (5%). ApG6s o esvaziamento da solugdo e zeragem
do aparelho a torneira da extremidade (D) e fechada impedindo a abertura ao véacuo, de
modo a permitir a abertura do tubo graduado (E) a atmosfera. A pata do animal foi imersa
no vaso (B) até o ponto de demarcacdo anatdmica no qual alinhava-se o menisco do fluido
observado visualmente por 2 a 4 segundos, ocorrendo o deslocamento do fluido. A pata foi

retirada e a leitura registrada no tubo graduado (C).

3.1.2. Pleurisia experimental induzida pelo 6leo essencial Pilocarpus spicatus (OEPS) e

carragenina em ratos.

Neste experimento foi empregado o método descrito por Di ROSA et al
(1971).

Foram utilizados ratos Wistar (120-180g) de ambos os sexos, divididos em
grupos de 6 animais cada. ApOs anestesia com éter, 0s animais receberam injecdo
intratoracica de 0,1 ml de OEPS (10%uv/v), carragenina (1%) e veiculo (emulsdo de Tween
80 1%). Transcorrido periodo de 1, 5 e 24 horas; os animais foram sacrificados com
"overdose"de éter, procedida uma pequena abertura de parede toracica direita e lavagem da
cavidade com 1,0ml de PBS contendo heparina (5 Ul/ml) O lavado pleural foi coletado e
feita a determinacdo do volume de exsudato e contagem total e diferencial de células
presentes. Foi obtida a média dos volumes do exsudato nos grupos teste e controle nos
periodos de tempo supracitados, cujos valores foram expressos em mililitros (ml). Para a
contagem total foram diluidos 20ul do lavado pleural em 0,2 ml de solucdo de Turk e feita a
contagem em camara de NEWBAUER. A contagem diferencial foi realizada em laminas
comuns, coradas com corante pancrémico Rosenfeld, utilizando-se um microscépio Optico
com objetiva de imersdo em dleo. Foram contadas 100 células por laminas, identificando-se

neutrofilos, eosinéfilos, mastécitos e mononucleares (macrofagos e linfocitos). O nimero de

21



cada tipo celular foi determinado a partir da percentagem encontrada em relacdo ao nimero

total de células por mililitros de lavado pleural.

3.1.3. Lesdo granulomatosa induzida por "pellets"de algoddo impregnados com 6leo

essencial de Pilocarpus spicatus (OEPS) e carragenina em ratos

De acordo com o método descrito por WINTER e PORTER (1957), foram
utilizados trés grupos com 5 ratos em cada (Wistar 100-120g) os quais foram deixados em
jejum por 12 horas. Em seguida, os animais foram anestesiados com éter e dois "pellets" de
algodado (50+ 1mg), previamente esterilizados em autoclave, impregnados com 0,1ml de
carragenina 1%, OEPS (10%v/v) e veiculos apropriados, foram implantados cirurgicamente,
no tecido subcutaneo de cada lado da linha média dorsal nos animais dos respectivos grupos.
Uma semana depois os animais foram sacrificados, os pellets removidos e pesados logo em
seguida (peso umido), e apOs dessecagdo (peso seco) em estufa a 37°C durante 12 horas.
Foi obtida a média de pesos umido e seco dos granuloma nos grupos teste e comparados ao

controle, sendo os valores expressos em miligramas.

3.1.4. Efeito do 6leo essencial de Pilocarpus spicatus (OEPS) e carragenina (Cg) na

permeabilidade capilar na cavidade peritoneal em camundongos

Foram utilizados camundongos albinos de sexo masculino (25-30g) divididos
em trés grupos de 5 animais cada.

Todos os animais receberam 0,2ml de uma solucdo de azul de Evans (1%)
por via endovenosa. Imediatamente apés, 0s grupos foram tratados da seguinte maneira:

1°Grupo - 0,1 ml de OEPS (5% v/v),i.p.

2°Grupo - 0,1 ml de OEPS (10% v/v), i.p.

3°Grupo - 0,1 ml de Cg (2%), i.p.
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FIGURA 3 . Pletismografo - aparelho empregado para medida do volume da pata do rato
A pata é introduzida no vaso B, preenchido com liquido proveniente do reser-
vatério A, fazendo o liquido transbordar para o tubo C, no qual procede-se a

leitura correspondente a alteracdo de volume



Transcorridos 30 minutos a partir da injecdo dos agentes flogisticos, o0s
mimais foram sacrificados em camara com éter, fez-se lavagem da cavidade peritoneal com
igua destilada, sendo colhido o lavado, e medido espectofotometricamente (560nm) o

ixtravasamento do corante, cujo valor final foi expresso em microgramas.(*g).

J.1.5. Participacao de mediadores do processo inflamatério no modelo de edema de pata

induzido pelo 6leo essencial de Pilocarpus spicatus (OEPS) em ratos:

>.1.5.1. Efeito de drogas antagonistas da histamina e da serotonina sobre a atividade

edematogénica do 6leo essencial de Pilocarpus spicatus (OEPS) em ratos.

Neste ensaio foram utilizados 3 grupos de ratos Wistar machos, 6 animais
:ada, com peso entre 120-180g, escolhidos aleatoriamente. O lo grupo (controle) foi
ratado com o veiculo salina 154 mM na dose de 2ml/kg, i.p., 0 20 com um bloqueador
listaminérgico HI, clorfeniramina, na dose de 10Omg/kg, i.p. € 0 30 com um antagonista do
eceptor serotonérgico, metisergida, na dose de Img/kg, p.o... uma hora ap0s todos o0s
mimais receberam 0,1 ml de OEPS (5% v/v) na regido subplantar da pata traseira
lireita..

O volume da pata foi medido por antes e nos periodos de 1, 2, 3, 4, 5, e 24
toras apds a injecdo de OEPS.

A acdo anti-edematogénica das drogas foi determinada com base na inibi¢io
tercentual de formacdo do edema de acordo com a seguinte formula:

Percentagem de inibicdo = I-(\Vt/\VVc)xI00, onde Vt e Vc correspondem a
nédia das diferencas entre as medidas das patas nos grupos tratados e controle,

espectivamente.
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1.5.2. Efeito de inibidores de ciclooxigenase e lipooxigenase no edema de pata induzido

pelo 6leo essencial de Pilocarpus spicatus (OEPS) em ratos.

Neste experimento foi analisado o efeito da fenilbutazona (inibidor de
jlooxigenase) e do EP 10161 (inibidor de lipooxigenase).
Foram escolhidos ao acaso 3 grupos de ratos Wistar machos (120-180g),
im 6 animais cada, 1° grupo (controle) foi tratado com o veiculo salina 154 mM (2ml/kg
».), 0 20 com fenilbutazona (100mg/kg,p.0.) e 0 30 com EP 10161 (20mg/kg, i.p ), uma
era antes da injecdo subplantar de 0,1 ml de OEPS a 5%v/v na pata traseira direita dos
imais. O EP 10161 foi suspenso em DMSO 5%, todas as demais drogas foram diluidas em
lina 154mM estéril.
O volume das patas foi medido pletismograficamente antes e nos periodos de
2, 3, 4, 5 e 24 horas ap6s a injecdo do OEPS. A inibicdo percentual do edema foi

Iculada de acordo com a férmula citada no item 3.1.51.

1.5.3. Efeito da dexametasona no edema subplantar em ratos produzidos pelo 6leo de

essencial de Pilocarpus spicatus (OEPS).

Foram utilizados 2 grupos de 6 animais cada (ratos Wistar machos 120-
tOg). O grupo controle recebeu salina 154mM (2ml/kg, i.p.) e 0 grupo teste dexametasona
,omg/kg,i.p.) duas horas antes da injecdo de 0,1 ml de OEPS (5%v/v) na pata traseira
reita de cada animal. Em seguida, utilizando-se um pletismografo, foi medido o volume de
tas antes e nos periodo de 1, 2, 3, 4, 5 e 24 horas ap6s a administracdo do OEPS. O efeito

ti-edematogénico foi quantificado com base na expressdo citada no item 3.1.51.

25



3.1.54. Efeito da degranulacdo de mastocitos no edema de pata induzido pelo 6leo

essencial de Pilocarpus spicatus (OESP) em ratos.

Foi empregado neste ensaio o composto 48/80, uma substancia que depleta
0s estoques de histamina e serotonina de mastocitos, com o intuito de analisar seu efeito no
edema de pata promovido pelo OEPS.

Ratos Wistar machos (120-180g) divididos em 2 grupos de 6 animais cada,
foram tratados com 48/80 na dose 0,6 mg/kg duas vezes por dia durante 3 dias consecutivos
e 1,2mg/kg no 4o dia, por via intraperitonal.

Seis horas ap0s a ultima injecdo de 48/80 foi administrado OEPS (0,1 ml - 5%
v/V) na pata traseira direita e veiculo respectivo na pata contralateral, nos grupos tratado e
controle.

A diferenca no volume entre as patas traseira, direita e esquerda, medida nos
periodos de 1,2,3,4,5 e 24 horas em relagdo ao seu volume inicial foi quantificada e expressa

em mililitros.

3.2. Estudo histopatoldgico

Foram realizados cortes histoldgicos das patas dos animais nos periodos de
1,5 e 24 horas apo6s a injegdo subplantar de 0,1 ml do éleo essencial de Pilocarpus spicatus
(5% v/v) no intuito de avaliar as alteracdes teciduais que acompanham o desenvolvimento
da reacdo edematogénica ao nivel microscépico. Nesse sentido, os fragmentos das
superficies dorsal e ventral das patas foram fixados com formo! 10% v/v, durante 48 horas e
incluidos em parafina. Cortes histologicos foram obtidos através de micr6tomo e corados
com hematoxilina eosina. Em seguida foram examinados ao microscépio O6ptico e

fotografados.
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3.3. Andlise Estatistica:

Os resultados obtidos foram expressos em termos de média + E.P.M (Erro
Padrdo da Meédia). Os indices de significancia estatistica (p<0,05 no minimo) foram
calculados empregando-se o teste "t" de Student. Quando exigido os resultados foram

submetidos a anélise de variancia (COSTA NETO, 1978).
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4JRESULTAUQS

4.1. Edema de pata induzido pelo Oleo Essencial de Pilocarpus spicatus (OEPS) e

carragenina em ratos.

O efeito do OEPS e da carragenina no desenvolvimento do edema
inflamatério agudo encontra-se apresentado na figura 4..

A injecdo subplantar do OEPS (2,5 e 5mg/pata) induziu um aumento dose-
dependente do edema da pata em todos os intervalos de tempo registrados. O efeito
edematogénico do OEPS na dose de 5mg/pata, foi maior que aquele da carragenina
(Img/pata) no periodo de | hora, atingindo ambos o mesmo nivel em 3 horas, e,
permanecendo relativamente constante até 5 horas, apés a injecdo. Além disso, o aumento
no volume da pata promovido pelo OEPS no periodo de 24 horas manteve-se em cerca de
50% do valor medido no periodo de 3 horas, correspondente ao pico da reagdo
edematogénica.

Os veiculos do OEPS e carragenina ndo promoveram aumento representativo no
volume da pata contralateral (esquerda) nos respectivos grupos,sendo tais valores deduzidos
do volume final de pata direita, injetada com OEPS e carragenina, a cada intervalo de tempo
analisado.

A tabela 2 compara a poténcia do OEPS e carragenina no modelo de edema

da pata em ratos.
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FIGURA 4 - Edema de pata induzido pelo 6leo essencial de Pilocarpus spicatus (OEPS) e
carragenina em ratos, Curva de Cinética em funcédo do tempo
Os valores representam Média + EPM (n = 6 animais/grupo)

* p<0,01 (teste "t" de Student)
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TABELA 2. Comparagao entre o efeito edematogénico induzido pelo 6leo essencial de

Pilocarpus spicatus (OEPS) e carragenina (Cg) na regido subplantar do rato

Edema de pata (ml)

GRUPO

Ih 2h 3h 4h 5h 24h
OEPS 0.67*+ 0.81 + 6.98 + 0.92+ %.85 8.57 =
(5mg/pata) 0.02 0.06 0.04 0.05 0.03 0.02
OEPS 8.46 = 0.66 + &79 8.74 + 6.68 + 8.45 +
(2.5mg/pata)  0.05 0.05 0.06 0.05 0.05 0.03
Cg 0.35+ 0.78+ 101+ 1.04+ 1.07+ 0.17+
(Img/pata) 0.02 0.04 0.03 0.03 0.03 0.02

Os valores sdo expressos em termos de média + E.P.M. (n= 6 animais/grupo)
* p<0,01 (teste "t" de Student)
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4.2 . Pleurisia experimental induzida pelo Oleo Essencial de Pilocarpus spicatus (OEPS) e

carragenina em ratos.

Quando comparados ao grupo controle, os valores médios do volume de
exsudato pleural medidos nos periodos de 1, 5 e 24 horas, foram maiores nos grupos
tratados com OEPS (I0Omg v/v) e carragenina (Img), tendo o OEPS demonstrado aumento
significativo estatisticamente somente nos periodos de 1 hora (p<0,05) e 5 horas (p<0,01),
enquanto a carragenina indicou diferenca significativa apenas com 5 (p<0,05) e 24 horas
(p<0,02) do inicio do tratamento. Os resultados encontram-se discriminados na tabela 3 e
figura 5.

A contagem diferencial de leucdcitos a partir do exsudato pleural de acordo
com a tabela 4 e figura 6, demonstrou que nos grupos tratados com OEPS (IOmgv/v) e
carragenina (Img) houve aumento significativo (p<0,01) da infiltracdo neutrofilica nos
periodos de 5 a 24 horas, quando comparada ao grupo controle, tratado com o veiculo,
sendo que comparados os valores médios dos grupos que receberam OEPS e carragenina,
ndo ocorreu diferenca representativa. No periodo de 24 horas ambos 0s grupos estudados
apresentaram predominancia de células monucleares no exsudato pleural. Os valores médios
de leucdcitos/mma3 no exsudato dos grupos tratados com OEPS, Carragenina e veiculo em |
hora foram 2,83+0, 3,83 £0,83 e 3,33+0,33 respectivamente neste intervalo de tempo.

O veiculo ndo promoveu migracao de neutrofilos em nenhum dos periodos de

tempo estudados.
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TABELA 3. Formacéo de edema pleural induzido pelo 6leo essencial de Pilocarpus

spicatus (OEPS) e carragenina (Cg) na cavidade toracica de ratos

Edema Pleural (ml)

GRUPO
Ih 5h 24h

Controle 0.78 + 0.07 0.80 £ 0.09 0.80 +0.11
(veiculo)
OEPS Hio 012 LB =0.13 % 105 + 011
(10 mg v/v)
Cg 1.03 + 0.13 1.28 + ©.17 1.17 + 8.05
(1 mg)

Os dados sdo expressos com média = E.P.M. (n=6 animais/grupo)
*p <0.05; ** p<0.01 (Teste "t" de student)

32



2,00

Volume de Exsudato (ml)

Controle O OEPS(10mg v/v) 5 Cg (Img)

FIGURA 5 - Exsudacdo pleural induzida por injecdo intratoracica de 6leo essencial de
Pilocarpus spicatus (OEPS) e carragenina (Cg) em ratos
Os valores representam Média + EPM (n = 6 animais/grupo)

*p < 0,05; ** p< 0,001 (teste "t" de Student)
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TABELA 4. Acumulagdo de leucdcitos apds injecdo intratoracica do 6leo essencial de

Pilocarpus spicatus (OEPS) e carragenina (Cg) em ratos.

5h 24h
GRUPO Neut. Monon. Neut. Monon.
Controle 87 =+ 19 93 + 27 13+3 72 + 8
(veiculo)
OEPS 751 + 68 * 674 + 49 49 + 86 2.518 + 150
(10 mg v/iv)
Cg 911 + 165 * 1.035 + 239 382 £72 1889 + 320
(1 mg)

Os dados encontram-se expressos como média + E.P.M. (x 10 3/ ml)
n — 6 animais por grupo
*p <0.01 ( Teste "t" de Student)
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m Controle (veiculo) | | OEPS (10 mg v/v) Cg (1 mg)

FIGURA 6 - Cinética da migracdo celular induzida pelo éleo essencial de Pilocarpus
spicatus (OEPS) e carragenina (Cg).
Os valores representam Média + EPM (n = 6 animais/grupo).

* p<0,01 (teste "t" de Student)



4.3 . Lesdo granulomatosa induzida por "pellets"de algoddo impregnados com Oleo

Essencial de Pilocarpus spicatus (OEPS) e carragenina em ratos.

Ambos, o OEPS (IOmg v/v) e carragenina (1 mg), promoveram aumento
representativo da formacdo do tecido granulamatoso, quando comparados ao grupo
controle. O aumento do peso do granuloma Umido foi de maior indice de significancia
estatistica (P<0,001) que o do granuloma seco (P<0,01). Em termos percentuais 0 aumento
médio de peso do granuloma Umido e seco nos grupos tratados com OEPS e veiculo foi
correspondente a 88 e 58% e 88 e 57%, respectivamente, quando comparados ao grupo
tratado com carragenina (tabela 5).

Os dados obtidos encontram-se representados na figura 7.

4.4, Efeito do Oleo Essencial de Pilocarpus spicatus (OEPS) e carragenina na

permeabilidade capilar na cavidade peritoneal em camundongos.

A tabela 6 e figura 8 comparam o efeito do OEPS e da carragenina na
permeabilidade capilar peritoneal.

Neste experimento, tanto o OEPS quanto a carragenina promoveram
aumento do extravasamento vascular. Os grupos que receberam OEPS nas doses de 5 e
IOmg v/v, i.p. demonstraram valores médios de extravasamento vascular (759 + 37 e 1.016
+ 40mg) correspondentes a 64% e 85%, respectivamente, quando comparados aos tratados

com carragenina na dose de 2mg,.i.p. (1193 + 26mg).
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TABELA 5. Comparacdo entre o 0Oleo essencial de Pilocarpus spicatus (OEPS) e

carragenina (Cg) no desenvolvimento de tecido granulomatoso em ratos

Peso do Granuloma (mg)

GRUPO -
Peso Umido Peso Seco
Controle 587 + 33 153 + 10
(veiculo) (58%) (57%)
OEPS 887 + 66 208 + 10*
(I0mg v/v) (88%) (88%)
Cg 1.012 + 8% 267 + 26
(Img)

Os dados sdo expressos em termos de média + E.P.M. (n=6 animais/grupo)

Os numeros entre parénteses representam percentuais de desenvolvimento do tecido
granulomatoso em comparacéo a carragenina (Cg)

*p<0,01;

* *p < 0,001 (teste "t" de Student)
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Controle | | OEPS (I0Omg v/v) Cg (Img)

FIGURA 7 - Granuloma induzido por "pellets"de algodao impregnados com 6leo essencial
de Pilocarpus spicatus (OEPS) e carragenina (Cg) em ratos.
Os valores representam Média £ EPM (n = 5 animais/grupo)

*p<0,01; ** p<0,001 (Teste "t" de Student)
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TABELA 6. Exsudacao peritoneal em camundongos tratados com 6leo essencial de

Pilocarpus spicatus (OEPS) e carragenina (Cg).

GRUPO DOSE EXTRAVASAMENTO DO CORANTE(ug) (%)

Cg 2mg, i.p. 1.193 + 26

OEPS 5mg viv, i.p. 759 + 3% 64
IOmg Vv/v, i.p. 1.016 + 30 85

Os resultados estdo expressos em termos de média + E.P.M. (n=6 animais/grupo).
Os valores percentuais representam a magnitude de extravasamento do corante em
relagdo ao grupo tratado com carragenina (Cg.)

*p<0,01

** p < 0,001 (teste "t" de Student)
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Extravasamento do corante (pg)

Carragenina | | OEPS (5mg; i.p) OEPS (I0Omg,i.p.)

FIGURA 8 - Aumento da permeabilidade capilar peritoneal em camundongos promovido
pelo 6leo essencial de Pilocarpus spicatus (OEPS) e carragenina.
Os valores representam Média + EPM (n = 5 animais/grupo).

* p< 0,01; ** p < 0,001 (teste "t" de Student)
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4.5. Participacdo de mediadores do processo inflamatério no modelo de edema de pata

induzido pelo Oleo Essencial de Pilocarpus spicatus (OEPS) em ratos;

4.5.1. Efeito de drogas antagonistas da histamina e da serotonina sobre a atividade

edematogénica do Oleo Essencial de Pilocarpus spicatus (OEPS) em ratos:;

A atividade de antagonistas histaminérgicos e serotonérgicos sobre a reacao
edematogénica aguda induzida pleo OEPS encontra-se registrada na figura 9.

A clorfeniramina (IOmg/kg, i.p.) ndo afetou o desenvolvimento do edema
subplantar promovido pelo OEPS na dose de b5mg/pata, enquanto a metisergida
(Img/kg.p.o.) reduziu significativamente (P<0,05) o volume (ml) médio da pata apenas no
periodo de 1 e 2 horas, o que representou uma inibicdo percentual de 25%, quando

comparada ao controle.(Tabela 7).

4.5.2. Efeito de inibidores da ciclooxigenase e lipooxigenase no edema de pata induzido

pelo Oleo Essencial de Pilocarpus spicatus (OEPS) em ratos;

Neste experimento o edema subplantar agudo promovido pelo OEPS
(5mg/pata) foi reduzido significativamente (P<0,05) pela fenilbutanzona (100mg/kg,p.0.) e
pelo EP 10161 (20mg/kg,i.p.). No periodo de 3 horas , correspondente ao pico de reacao
edematogénica, a inibicdo percentual do edema foi de 25% e 65% para a fenilbutazona e o
EP 10161, respectivamente, quando comparada ao grupo controle. No periodo de 24 horas
o EP 10161 ainda demonstrou inibi¢do significativa (P<0,05), o que corresponde a um
percentual de 23% em relagdo ao controle (Tabela 8), enquanto a fenilbutazona somente
produziu inibicdo estatisticamente representativa nos periodos 3, 4 e 5 horas.

Os resultados deste experimento encontram-se demonstrados na figura 10.
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FIGURA 9 - Efeito inibitério de antagonistas histaminérgicos (clorfeniramina) e
serotonérgicos(metisergida) no edema de pata induzido pelo 6leo
essencial de Pilocarpus spicatus (OEPS) em ratos.

Todos os tratamentos foram realizados Ih antes da inje¢cdo do subplantar
de OEPS(5mg v/v/pata).
Os valores representam Média = EPM (n = 6 animais/grupo)

* p < 0,05 (Andlise de variancia e teste "t"de Student)
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TABELA 7. Inibicdo do edema subplantar promovido pelo 6leo essencial de Pilocarpus

spicatus (OEPS) em ratos por antagonistas de histamina e serotonina.

Volume da pata (ml)

GRUPO
Ih 2h

Controle 0,67 £ 0.02 0.81 = 0.06
(veiculo)
Clorfeniramina 0,69 = 0.04 0.76 = 0.04
(10 mg/kg,i.p.) (6%)
Metisergida 0,50 £+ 8.03 0.61 + 8.04
(1 mg/kg,p.0.) (25%) (25%)

Os valores séo expressos como média + E.P.M. (n= 6 animais/grupo).

Os numeros entre parénteses representam os percentuais de inibicdo do edema em
relagdo ao grupo controle.

* p < 0,05 (andlise de variancia e teste "t" de Student)
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4.5.3. Efeito da dexametasona no edema subplantar em ratos produzidos pelo Oleo

Essencial de Pilocarpus spicatus (OEPS)

A dexametasona (0,5mg/kg,i.p.) promoveu inibi¢do significativa (P<0,05) do
volume (ml) da pata nos intervalos de 1, 2, 3, 4, 5 e 24 horas quando, comparados ao grupo
controle. No pico de reagdo edematogénica, a dexametasona demonstrou inibicdo de 65%
do volume médio da pata. A inibicdo foi quase completa 86% (0,08+0,04) no periodo de 24
horas, em relacdo ao controle (0,57 + 0,02), de acordo com a tabela 8.

Os resultados obtidos estdo sumarizados na fig. 11

4.5.4. Efeito da degranulaco de mastdcitos no edema de pata induzido pelo Oleo Essencial

de Pilocarpus spicatus (OEPS) em ratos:

O composto 48/80 demonstrou inibicao significativa (P<0,05 e P<0,02) do edema de
pata somente nos periodos de 1 e 5 horas respectivamente, como registra a figura 11 No
periodo de 1 e 5 horas, a inibicdo em termos percentuais foi de 31% e 28%,
respectivamente, em relacdo ao grupo controle (Tabela 9). Em 24 horas, os valores médios
(ml) foram semelhantes (0,56+0,07 e 0,57+0,07) nos dois grupos estudados,

permanecendo ambos em tomo de 50% do efeito maximo (3 horas).



TABELA 8. Inibicdo da resposta edematogénica subplantar induzida pelo éleo essencial de

Pilocarpus spicatus (OEPS) em ratos por inibidores da ciclooxigenase,

lipooxigenase e dexametasona.

GRUPO

Controle
(veiculo)

Fenilbutazona
(100 mg/kg,p.0.)
EP 10161
(20mg/kg,i.p.)

Dexametasona
(0.5mg/kg,i.p.)

Os valores séo expressos como Média + E.P.M. (n = 6 animais/grupo)
Os nameros entre parénteses representam o percentual de inibicdo do edema em relagdo ao

grupo controle.

Ih

0.67 = 0.02

0.60 = 0.02
(10%)

0.55 + 0.03
(18%)

0.46 + 6.04
(31%)

Volume da pata (ml)

5h

0.85 + 0.03

0.63 *+ 6.03
(26%)

0.49 + 6.04
(42%)

0.23 + 6.02
(73%)

* p < 0.05 (Anélise de variancia e teste "t" de Student)
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24h

0.57+0.02

0.48 +6.03
(16%)

6.44+0.05
(23%)

0.08 +8.04
(86%)
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FIGURA 10 - Efeito de inibidores da ciclooxigenase (fenilbutazona), lipooxigenase
(EP 10161) e dexametasona no edema subplantar promovido pelo
6leo essencial de Pilocarpus spicatus (OEPS) em ratos.

Todos os tratamentos foram feitos | hora antes da inje¢do subplantar

de OEPS (5 mg v/v/pata).
Os valores representam Média + EPM (n = 6 animais/grupo).

* p < 0,05 (Andlise de variancia e teste "t"de Student)
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1,40

Edema de Pata (ml)

Tempo (h)

OEPS (Veiculo) — 48/80

FIGURA 1! - Efeito do pré-tratamento com o composto 48/80 no edema de pata
induzido pelo 6leo essencial de Pilocarpus spicatus (OEPS) em ratos.
O composto 48/80 ou veiculo (salina 2ml/kg) foram administrados du-
rante 3 dias consecutivos ( 0,6mg/kg, i.p.) e no 4o dia (I,2mg/kg,i.p.),
apos periodo de 6h foi injetado o OEPS (5 mg v/v/pata).
Os valores representam Média + EPM ( n = 6 animais/grupo)

*p <0,05; ** p<0,02 (teste "t" de Student)
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TABELA 9. Inibicdo do edema subplantar promovido pelo 6leo essencial de Pilocarpus

spicatus (OEPS) em ratos pelo composto 48/80.

Volume da pata (ml)

GRUPO
Ih 5h 24h
Controle 111 £ 0.11 0.93 = 0.06 0.56 = 0.07
(veiculo)
48/80 0.77 + 6%9 0.67 + 8.06 0.57 + 0.07
(31%) (28%)

Os valores sdo expressos em termos de média + E.P.M. (n=6 animais/grupo)

Os numeros entre parénteses representam o percentual da inibicdo do edema em relagao
ao grupo controle.

*p <0.05** p < 0.02 (teste "t" de Student)
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4.6. Estudo histopatoldgico
Feito o exame histopatolégico, observaram-se alteracdes diferenciadas no
decorrer do tempo:
Em Ih - Edema, congestdo, infiltragdo neutrofilica moderada, inclusive em
tomo dos vasos, ao nivel da derme.
Em 5h - Presenca de bolhas sub-basais por destacamento da epiderme.
Intenso edema e infiltracdo neutrofilica na derme, com tendéncia ao
aprofundamento da leséo.
Em 24 h - Edema pouco representativo, mas intensa infiltracdo de neutrofilos
que se estende a fascia e musculatura, na qual evidencia-se midlise.

A lesdo organiza-se em planos com tendéncia a progressao.

49



FIGURA 12.
Alteracges histoldgicas na pata do rato no periodo
de 1 hora ap0s a injecdo do OEPS (5mg/pata)

Coloragdo Hematoxilina Eosina
Objetiva 4 x Ocular 10

Fase inicial da reacdo inflamatdria com presenca de
edema e infiltracdo neutrofilica moderados.
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FIGURA 13
Alterac@es histologicas na pata do rato no periodo de
5 horas apés a injecdo do OEPS (5mg/pata)

Coloragdo Hematoxilina Eosina
Objetiva 10 x Ocular 10

Reacdo inflamat6ria com intenso edema e infiltracao

de neutrofilos.

51



Alteracdes histoldgicas na pata do rato no periodo
de 24 horas ap6s a injegdo do OEPS (5mg/pata)

Coloragdo Hematoxilina Eosina
Obijetiva 4 x Ocular 10

Reacdo Inflamatéria com edema reduzido, mas intensa

infiltracdo neutrofilica a fascia e musculatura. Lesdo com
tendéncia progressiva.
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5- DISCUSSAO

No presente estudo foram empregados os modelos de edema de pata,
pleurisia e granuloma em ratos e permeabilidade capilar peritoneal em camundongos além de
estudos histopatoldgicos, no intuito de investigar a acdo pré-inflamatoria potencial do 6leo
essencial de Pilocarpus spicatus (OEPS).

A inflamagdo representa uma resposta fisiologica multirregulada e
multimodulada do tecido vivo a uma lesdo de natureza mecénica, quimica ou infecciosa
(GARCIA-LEME, 1981). Entretanto, se o processo inflamatério ndo for bem controlado
pelo organismo pode ocorrer a geragdo de uma doenca inflamatoria, como a artrite
reumatdide, hipersensibilidade, entre outras. A resposta inflamatdria é denominada aguda ou
cronica na dependéncia das respostas celulares e humorais que a acompanham. A resposta
celular envolve a migracdo de leucdcitos para os tecidos lesados. Assim, mondcitos,
leucécitos polimorfonucleares e linfécitos sdo recrutados com concomitante producdo de
mediadores sollveis, como o0s eicosandides, citocinas, etc. A resposta humoral consiste na
producdo de anticorpos pelos linfcitos B, que se segue ao reconhecimento do antigeno por
linfocitos T e macréfagos (WINROW et al, 1993).

Os mecanismos envolvidos no desenvolvimento da reacdo inflamatéria séo
complexos e variam de acordo com a doenca clinica e suas manifestagées. Do mesmo modo,
varia a acdo das diferentes drogas antiinflamatérias empregadas em terapéutica.
Consequentemente, tomou-se necessario o desenvolvimento de procedimentos que tomem
possivel a compreensdo da dindmica do processo inflamatorio, possibilitando a descoberta
de drogas mais eficazes para o tratamento das doengas inflamatérias. Assim, foram

desenvolvidos uma multiplicidade de métodos para testar a atividade antiinflamatoria
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(WINTER, 1966). A atividade farmacoldgica dos antiinflamatérios ndo esteroidais (AINE),
por exemplo, foi amplamente estudada em diversos modelos experimentais, 0s quais Sdo
considerados Uteis para estabelecer a eficacia de tais drogas em humanos, tendo este tipo de
correlagdo grande importancia no delineamento dos estudos clinicos iniciais
(LOMBARDINO, 1985). Um dos modelos experimentais que mais contribuiu neste sentido
foi o edema subplantar promovido pela carragenina (WINTER et al, 1962). Estudos de
OTTORNESS e GANS sugerem que o modelo de edema de pata induzido por carragenina
mantém estreita correlagio com o mecanismo dos AINE na artrite reumatdide
(OTTORNESS e GANS, 1988), além disso WINTER e colaboradores demonstraram que
os antiinflamatérios esteroidais sdo também capazes de inibir o edema promovido pela
carragenina na pata do rato (WINTER et al, 1962).

Ainda na antiguidade, o romano CORNELIUS CELSUS descreveu o0s sinais
cardiais da inflamacdo como calor, rubor, tumor e dor, aos quais VTRCHOW
subsequentemente acrescentou, perda da fungdo. Com base nestas observagdes ficou
evidenciado que independentemente do estimulo inflamatério envolvido a sequéncia de
eventos era similar, fato que sugeriu a possibilidade de que substancias enddgenas, 0s
mediadores inflamatérios, pudessem ser responsaveis pela manifestacdo dos sinais descritos
por CELSUS. A fim de caracterizar os mediadores inflamatérios Sir HENRY DALE propds
critérios semelhantes aqueles descritos por ele préprio quando descrevera a transmissao
quimica nas sinapses autonémicas, tendo descrito pela primeira vez, juntamente com
BARGER, as atividades bioldgicas da histamina, o primeiro mediador inflamatério,
reconhecido (WILLOUGHBY, 1987; OWEN, 1987). Atualmente, sabe-se que a reacéo
edematogénica subplantar promovida pela carragenina no rato é mediada por aminas
vasoativas (histamina e serotonina), cininas e prostaglandinas (Di ROSA et al, 1971), sendo
as atividades farmacoldgicas e interacGes entre os diversos mediadores complexas. Contudo,
no contexto da reagdo inflamatoria a histamina, atuando em receptores Hj e H2 (OWEN et

al, 1980)e serotonina, atuando em receptores 5-HTje 5-HT2, principalmente (RANG e
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DALE, 1993), produzem vasodilatagcdo e aumento da permeabilidade na microvasculatura
nas fases iniciais do processo. As cininas, como a bradicinina, atuam num segunda fase do
edema de pata. A bradicinina é um nonapeptideo que demonstra potente acgdo
vasodilatadora, aumento da permeabilidade venular e dor atuando em receptores B, e
B2(REGOLI, 1987; REGOLI et al, 1990) sendo muitas de suas a¢hes dependentes de
endotélio (REGOLI, 1984) e mediadas por agentes enddgenos - prostaglandinas, histamina
e/ou serotonina e possivelmente renina e catecolaminas (REGOLI e BARABE, 1980) Na
terceira fase da resposta edematogénica subplantar promovida pela carragenina, as
prostaglandinas assumem importante papel, principalmente PGE2, mas também PGD2 e
PGI2, as quais promovem dilatacdo arteriolar diretamente (vasodilatacdo), causando eritema,
além de hiperalgesia e aumento da permeabilidade venular agindo sinergicamente com
cininas e aminas vasoativas, promovendo formacédo de edema (WILLIAN e MORLEI, 1973,
FERREIRA, 1972; SALMON e HIGGS, 1987), VANE e outros, demonstraram que a
inibicdo da biossintese de prostaglandinas, pela inibicdo da ciclooxigenase, é responsavel
pelos efeitos antiinflamatorios dos AINE, notadamente aspirina e indometacina (VANE,
1971), e possivelmente também por muitos de seus efeitos colaterais (MONCADA e
VANE, 1978).

A caracterizagdo de uma substdncia como antiinflamatéria ou pro-
inflamatéria deve, contudo, obedecer alguns critérios. Por exemplo, sabe-se que a
carragenina, um reconhecido agente flogistico, quando administrada por via oral pode inibir
o desenvolvimento do edema de pata do rato promovido pela propria carragenina,
funcionando, assim, como uma substancia antiinflamatéria. Ndo é incomum, entretanto, que
uma substancia exiba agbes pro-inflamatorias em certas condigfes experimentais, mas
manifeste acdo antiinflamatdria em outras circunstancias. RAMPAR e WILLIAMS (1986)
demonstraram claramente que a injecdo local de prostaciclina (PGIl2)aumenta o edema
produzido por mediadores inflamatérios, mas administrada por via endovenosa, a PGI2

reverte o efeito destes mediadores. Fato semelhante ocorre com alguns peptidios, como o
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peptidio intestinal vasoativo (VIP), Neurotensina (NT), Fator liberador de corticotropina
(CRF) e Calcitonina (SAID, 1991, RAUD et al, 1991; KARALIS et al, 1991) Tais
discrepancias resultam muitas vezes da influéncia da via de administragdo na hemodinamica
local (WEI e THOMAS, 1993). Certas substancias, por exemplo, atuam em pontos
diferentes do territorio vascular, promovendo vasodilatacdo (—arteriolas) e outras vezes,
diminuindo a permeabilidade vascular (—vénulas) além do que, nos estudos "in vivo"
algumas drogas que produzem intensa vasodilatacdo reduzem a pressdo hidrostatica
necessaria para producdo de edema (BRAIN e WILLIAMS, 1988; GREGA e ADAMSKI,
1988). Ocorre também, controvérsias em relacdo aos efeitos das drogas antiinflamatérias de
comprovada eficdcia clinica em modelos animais. Os sais de ouro, reconhecidamente
eficazes no tratamento da artrite reumat6ide, ndo produzem efeito no edema de pata em
ratos promovido pela carragenina (GOODWIN, 1984). Portanto, esforgos sdo necessarios
com o objetivo de desenvolver novos modelos para caracterizacdo de drogas
antiinflamatorias.

O O6leo essencial de Pilocarpus spicatus (OEPS) é rico em metil-nonilcetona
(—80%) e metil-undecilcetona (—10%), contendo, ainda, constituintes menores como
terpenos e fendis. Ambas as cetonas citadas sdo alifaticas saturadas, com propriedades
irritantes, sendo utilizadas comercialmente como produto de base pata a industria de
perfumaria. Os resultados do presente trabalho demonstram que o OEPS promove intensa
reagdo edematogénica na regido subplantar do rato. No intuito de caracterizar esta resposta
foram empregados diversos antagonistas especificos. O pré-tratamento com um antagonista
antihistaminico Hb clorfeniramina, ndo influenciou a reacdo edematogénica, enquanto a
metisergida, um antagonista serotonérgico 5-HT2, inibe significativamente a fase inicial da
reacdo sugerindo a participacdo dos mastécitos locais através da liberagdo de serotonina na
primeira fase da resposta edematogénica. InUmeros autores destacam o importante papel da
serotonina,em contraste com a histamina, como principal substancia sintetizada e estocada

nos mastécitos de roedores (GERSHON e ROSS, 1961; SPECTOR e WILLOUGHBY,
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peptidio intestinal vasoativo (VIP), Neurotensina (NT), Fator liberador de corticotropina
(CRF) e Calcitonina (SAID, 1991, RAUD et al, 1991; KARALIS et al, 1991). Tais
discrepancias resultam muitas vezes da influéncia da via de administracdo na hemodinamica
local (WEI e THOMAS, 1993). Certas substancias, por exemplo, atuam em pontos
diferentes do territério vascular, promovendo vasodilatacdo (—arteriolas) e outras vezes,
diminuindo a permeabilidade vascular (—vénulas) além do que, nos estudos "in vivo"
algumas drogas que produzem intensa vasodilatacdo reduzem a pressdo hidrostéatica
necessaria para producdo de edema (BRAIN e WILLIAMS, 1988; GREGA e ADAMSKI,
1988). Ocorre também, controvérsias em relacao aos efeitos das drogas antiinflamatérias de
comprovada eficdcia clinica em modelos animais. Os sais de ouro, reconhecidamente
eficazes no tratamento da artrite reumatéide, ndo produzem efeito no edema de pata em
ratos promovido pela carragenina (GOODWIN, 1984). Portanto, esfor¢os sdo necessarios
com o objetivo de desenvolver novos modelos para caracterizacdo de drogas
antiinflamatorias.

O Oleo essencial de Pilocarpus spicatus (OEPS) é rico em metil-nonilcetona
(—80%) e metil-undecilcetona (—10%), contendo, ainda, constituintes menores como
terpenos e fendis. Ambas as cetonas citadas sdo alifaticas saturadas, com propriedades
irritantes, sendo utilizadas comercialmente como produto de base pata a industria de
perfumaria. Os resultados do presente trabalho demonstram que o OEPS promove intensa
reacdo edematogénica na regido subplantar do rato. No intuito de caracterizar esta resposta
foram empregados diversos antagonistas especificos. O pré-tratamento com um antagonista
antihistaminico Hls clorfeniramina, ndo influenciou a reacdo edematogénica, enquanto a
metisergida, um antagonista serotonérgico 5-HT2, inibe significativamente a fase inicial da
reacdo sugerindo a participagdo dos mastécitos locais através da liberacdo de serotonina na
primeira fase da resposta edematogénica. IniUmeros autores destacam o importante papel da
serotonina,em contraste com a histamina, como principal substancia sintetizada e estocada

nos mastocitos de roedores (GERSHON e ROSS, 1961; SPECTOR e WILLOUGHBY,



1964; PARRAT e WEST, 1958; DOUGLAS, 1985). A literatura revela ainda que a inibicéo
da enzima ciclooxigenase ndo influencia o efeito da serotonina na indugdo do edema na pata
do rato (WINTER, 1964), sendo provavelmente por esta razdo que a fenilbutazona néo
afetou a fase inicial da reacdo edematogénica induzida pelo OEPS. Contudo, fenilbutazona,
EP 10161 e dexametasona, inibidores da ciclooxigenase, lipooxigenase e fosfolipase A2
respectivamente, demonstraram potente redugdo da fase tardia do edema subplantar
induzido pelo OEPS, indicando a possivel participacdo de eicosandides como mediadores
mais importantes nesta fase. Em termos de ordem de poténcia, a reducdo do edema foi
maior com dexametasona que com o EP 10161, tendo este, por sua vez, apresentado maior
efeito que a fenilbutazona. O fato de o efeito antiedematogénico do EP 10161 ter sido mais
pronunciado que aquele de fenilbutazona sugere que os leucotrienos sdo mediadores mais
importantes que as prostaglandinas neste modelo. E interessante salientar que o edema de
pata no rato induzido pela carragenina, entretanto, envolve predominantemente a mediagdo
das prostaglandinas (VINEGAR et al, 1987). A potente atividade anti-edematogénica da
dexametasona observada no presente estudo, sugere que o OEPS pode promover ativacio
da enzima fosfolipase A2 no endotélio vascular, com consequente liberacdo de é&cido
araquidénico dos fosfolipidios de membrana. O metabolismo do &cido araquiddnico através
das vias da ciclooxigenase e lipooxigenase produz potentes mediadores inflamatorios
denominados prostaglandinas, tromboxanos e leucotrienos (De CLERCK et al, 1985;
ZIPSER e LAFFI, 1985). Em face destas observacGes é razoavel considerar que o edema
de pata induzido pelo OEPS em ratos, envolve a participacdo de serotonina na fase inicial e
eicosanoides, particularmente leucotrienos, na fase tardia.

No intuito de estudar a participacdo dos mastécitos locais na reagdo
edematogénica subplantar promovida pelo OEPS, os animais foram tratados com um
potente degranulador de mastécitos, o composto 48/80, uma poliamina obtida por
polimerizacdo da p. metoxifenetil-metolamina com o aldeido formico (PATON, 1951). Os

estudos de LAGUNOFF e colegas (1983) evidenciaram que um mastécito completamente
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diferenciado possui cerca de 500 a 1.000 granulos, necessitando somente um estimulo
apropriado para ocorrer liberacdo de seu contetdo (histamina, serotonina, heparina, enzimas
hidroliticas, etc.) no tecido conjuntivo circundante, tendo sido também reconhecido que 0s
mastocitos produzem diversos mediadores inflamatérios como leucotrienos, prostaglandinas
e tromboxanos (SCHULMAN et al, 1981), enzimas como fosfolipase A2 (MARTIN e
LAGUNOFF, 1982), além de aminas vasoativas (RISLEY e WEST, 1953), podendo a
biosintese e/ou liberagdo destas substéncias ser moduladas por drogas antiinflamatorias
esteroidais (SCHLEIMER et al, 1983). Os mastdcitos sdo portanto, células do tecido
conjuntivo altamente especializadas, as quais constituem um sistema capaz de responder a
inUmeras substancias estranhas através de diversos mecanismos (FOREMAN, 1981,
ISHIZAKA, 1982; WINSLOW e AUSTEN, 1982). O presente estudo demonstra que o pré-
tratamento com o composto 48/80 reduz significativamente o edema de pata induzido pelo
OEPS, nas fase inicial (Ih) e tardia (5h), ndo alterando o edema no periodo de 24 horas O
mecanismo através do qual o OEPS atua ndo esta totalmente esclarecido, sabe-se entretanto,
que a acdo do composto 48/80 é secretagoga e ndo litica (JOHNSON e MORAN, 1969), de
modo que 0s mastdcitos sdo degranulados provavelmente por exocitose, sem destruicédo
celular. Assim o bloqueio pelo 48/80 da reagdo edematogénica sugere que o OEPS pode
estimular a liberacdo de aminas vasoativas pelos mastécitos na fase inicial da reagdo, sem
contudo, comprometer a integridade celular, modulando a fun¢do do mastdcito na fase
tardia de reacdo através da ativacdo da fosfolipase A2 e/ou biossintese de eicosandides,
possivelmente leucotrienos, como mostra o grande bloqueio pela dexametasona e EP 10161
neste periodo de tempo, tendo sido inclusive demonstrado por MARTIN e LAGUNOFF
(1982) que a inibicdo da fosfolipase A2 reduz a capacidade do mastécito de responder a
diversas substancias liberadoras de histamina, além das observacdes de SCHLEIMER
(1985) de que no rato e camundongo o efeito protetor dos esteréides em modelos de reagdo

anafilatica pode dever-se a inibi¢do da degranulacdo de mastdcitos.

58



Os estudos histopatologicos revelaram um intensa exsudagdo no periodo
inicial (Ih), seguida por aumento progressivo da infiltragdo de neutrdfilos (5 e 24h) apds
injecdo intraplantar do OEPS. No modelo de pleurisia experimental, também foi constatado
aumento do volume de esxudato pleural, além de significativa migracdo de neutroéfilos e
monucleares nos periodos de 5 e 24 horas, provocada pelo OEPS. Assim, constata-se um
aumento relativamente rapido no volume do exsudato nas cavidades corporais e espaco
intersticial da pata dos animais tratados com OEPS. Entretanto em ambos os locais a
infiltracdo neutrofilica e 0 aumento mais intenso na formacgdo do exsudato sdo manifestacées
mais tardias da acdo do OEPS, como também ocorre com a reacdo promovida com a
carragenina (VINEGAR et al, 1976), sendo descrito ainda que o aumento de
permeabilidade vascular e a migracdo celular sdo eventos independentes, podendo ser
inibidos por drogas que inibem a ciclooxigenase e lipooxigenase (HIGGS et al, 1979),
respectivamente. Estes resultados, analisados em conjunto, fornecem evidéncias da
participacdo de prostaglandinas e fatores quimiotiticos no aumento de permeabilidade
capilar e migracéo celular pelo OEPS em ratos de modo similar a carragenina (KATORI et
al, 1978). Sabe-se que o recrutamento de leucécitos para a area inflamada pode favorecer a
liberagdo de mediadores inflamatérios, contribuindo para o desenvolvimento do quadro
inflamatoério (JACOBSON e JACOBS, 1992),tendo sido demonstrado que os leucotrienos,
particularmente o leucotrieno B4, um produto derivado da acdo catalitica da 5-lipooxigenase
sobre o &cido araquidénico (YOSHIMOTO et al, 1983), est4 envolvido na quimiotaxia de
neutréfilos e mondcitos (PIKE et al, 1990), além de componentes derivados da ativacdo do
sistema complemento como C5a e C3a por exemplo (HUGLI e MULLER-EBERHARD,
1978;GORSKI et al, 1979). Também tém sido descrito que as a¢des antiinflamatdrias das
drogas esteroidais (BISHOP et al, 1968) e ndo esteroidais (VINEGAR et al, 1976; Di
ROSA, 1972) dependem direta ou indiretamente da inibigdo da migracdo celular para a area
lesada (GARCIA LEME et al, 1977). Foi evidenciado, ainda, que a injecdo intraperitoneal

do OEPS promove intenso extravasamento do corante azul de Evans na cavidade peritoneal
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de camundongos no periodo de 1 hora, de modo similar a carragenina. Tendo em vista que o
corante liga-se seletivamente a proteinas plasmaticas, e levando-se em conta a presenca de
células sanguineas em grande numero, o acumulo de liquido evidenciado na cavidade
peritoneal promovido pelo OEPS, e possivelmente na cavidade tordcica e na pata dos
animais tem as caracteristicas de um tipico exsudato inflamatdrio.

A maior parte das doengas inflamatérias em humanos é de natureza sub-
aguda ou cronica, de modo que o desenvolvimento de modelos que tomem possivel
compreender melhor a fisiopatologia desse processo estd tomando-se cada vez mais
necessario, como é o caso dos estudos experimentais de poliartrite em ratos induzida pelo
adjuvante completo de FREUND. A formacdo do tecido granulomatoso em ratos através da
implantacdo subcutanea de pellets de algoddo, tem sido amplamente utilizado como modelo
de inflamagdo sub-aguda para triagem de drogas antiinflamatérias (WINTER, 1966). O
crescimento do granuloma pode ser estimulado pela impregnacdo de "pellets” de algodéo
com agentes irritantes como a carragenina e terebintina.(ATKINSON et al, 1962; MEIER,
1950). No presente estudo, os "pellets” de algoddo impregnados com OEPS promoveram
desenvolvimento significativo do tecido granulomatoso, quando comparado aos “pellets"”
sem irritante, ndo havendo diferenga representativa entre a acdo do OEPS e carragenina nas
doses aqui empregadas. O mecanismo preciso envolvido na formacdo do granuloma nao é
conhecido. E possivel, contudo, que o OEPS, a semelhanca com carragenina possa estimular
o crescimento do tecido de granulagdo por interferir no recrutamento de células sanguineas
e/ou com a proliferagdo local de macréfagos, uma célula que tem papel central na
inflamacdo sub-aguda e cronica em virtude de sua imensa capacidade de sintese de
compostos biologicamente ativos, tais como mediadores inflamatérios, enzimas e fatores de
crescimento, todos contribuindo de maneira complexa para a progressdo da lesédo tecidual
(ROBINS e COTRAN, 1983)

O OEPS demonstrou efeitos pro-inflamatorios altamente reproduziveis em

varios ensaios farmacoldgicos de comprovada credibilidade, ndo produzindo efeitos toxicos
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ou colaterais aparentes no decorrer dos estudos experimentais nas doses e vias empregadas,
tomando-se um candidato atrativo como instrumento farmacoldgico para pesquisa de
drogas antiinflamatorias. Os mecanismos envolvidos na geracdo dos efeitos proé-
inflamatérios observados com o OEPS ndo estdo totalmente esclarecidos. Portanto, estudos
posteriores serdo necessarios no intuito de analisar parametros bioquimicos a partir do
exsudato inflamatério e a funcdo das células residentes na mediacdo dos fenémenos
inflamatdrios promovidos pelo OEPS, bem como caracterizar farmacologicamente a
atividade pré-inflamatdria potencial de seus principais constituintes metil-nonilcetona e

metil-undecilcetona.
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6. CONCLUSOES

1- O estudo demonstrou que o Oleo essencial de Pilocarpus spicatus (OEPS) possui
atividade pré-inflamatéria, promovendo edema de pata, pleurisia e desenvolvimento do
tecido granulomatoso em ratos, bem como aumento da permeabilidade capilar

peritoneal em camundongos, de maneira similar a carragenina.

2- A participacdo dos mastocitos e neutrofilos polimorfonucleares €, provavelmente,

importante no contexto da acdo pré-inflamatéria do OEPS.

3- O potente efeito inibitério da dexametasona no edema subplantar promovido pelo OEPS
sugere o envolvimento da fosfolipase A2 e metabolismo do acido araquidénico no

mecanismo de acao pro-inflamatéria do OEPS.
4- As evidéncias experimentais sugerem que as propriedades pro-inflamatérias do OEPS
envolvem serotonina e leucotrienos, em contraste com as a¢gfes da carragenina, que sao

mediadas predominantemente pelas prostaglandinas.

5. E possivel que o OEPS seja atil como instrumento para pesquisa experimental visando o

desenvolvimento de novas drogas antiinflamatérias e/ou antiartriticas mais seletivas.
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