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RESUMO

Adiantum, um dos géneros mais amplamente distribuidos da familia Pteridaceae é
empregado na medicina popular mundialmente. Neste trabalho, nos investigamos as
propriedades antinociceptivas do extrato metandlico de Adiantum latifolium (EMA)
em modelos animais de dor inflamatéria. As propriedades farmacolégicas de EMA
foram avaliadas nos testes de contorc¢do, formalina, retirada de cauda e nos modelos
de edema de pata induzido por carragenina e edema de orelha induzido pelo acido
aracdbnico. A toxicidade aguda de EMA, assim como seu efeito sobre o
desempenho motor dos camundongos no teste de rota rod, foram investigados.
Além disso, o perfil quimico de EMA foi avaliado por cromatografia. A administracao
oral (100-400 mg/Kg) ou intraperitoneal (1-100 mg/Kg) de EMA produziu uma
inibicAo dose-dependente do numero de contor¢des abdominais induzidas pelo
acido acético em camundongos. Do mesmo modo, o tratamento com EMA (100
mg/Kg/IP) inibiu a hipernocicepcdo induzida pela formalina tanto na fase inicial
guanto na fase tardia. Em contraste, EMA n&o alterou o limiar de resposta a estimulo
térmico no teste de retirada de cauda, indicando auséncia de acdo central.
Confirmando sua atividade antinflamatoria, EMA (100 e 200 mg/Kg/IP) inibiu
eventos importantes relacionados a resposta inflamatoria induzida pela carragenina
ou acido aracdonico: edema local e aumento nos niveis de interleucina-1p tecidual.
Camundongos tratados com EMA (200 mg/Kg) ndo mostraram alteracdo no
desempenho motor no teste de rota rod, ou sinais de toxicidade (1000 mg/Kg)
durante um periodo de 14 dias. A andlise fitoquimica preliminar indicou a presenca
de terpenos, esterdides, flavonoides e acidos fendlicos, os quais podem ser
responsaveis pelos efeitos antinociceptivo e/ou antiinflamatério de EMA. Os extratos
metanolicos de diferentes partes da planta apresentaram atividade antinociceptiva
de igual magnitude, sugerindo que o principio ativo de EMA se distribui por toda a
planta. Quando as fracGes do extrato foram avaliadas, a butandlica e de acetato de
etila apresentaram maior eficacia, sendo consideradas as fracbes mais ativas.
Nossos resultados demonstram que Adiantum latifolium apresenta consistente
atividade antinociceptiva e antiinflamatéria em diferentes modelos experimentais,
possivelmente pela inibicdo da producéo e/ou liberacdo de IL-1B, constituindo bom
candidato para o desenvolvimento farmacologico.

Palavras-chave: Adiantum « samambaias * antinocicepc¢éao ¢ dor inflamatoria «
interleucina-1



ABSTRACT

Adiantum, one of the most widely distributed genera of the Pteridaceae family, is
employed in folk medicine worldwide. In the present study, we investigated the
antinociceptive effects of the methanolic extract of Adiantum latifolium (MEA) in
animal models of inflammatory pain. The pharmacological properties of MEA were
evaluated by using writhing, formalin and tail flick tests, carrageenan-induced paw
oedema and arachidonic acid-induced ear oedema models. Mice motor performance
was evaluated in the rota-rod test and the acute toxicity evaluated over 14 days. In
the next experiments series, the active part of Adiantum latifolium, as well as the
active fraction of MEA, was evaluated. A phytochemical screening for classes of
constituents of MEA was carried out by thin layer chromatography (TLC). Oral (100-
400 mg/kg) or intraperitoneal (1-100 mg/kg) administration of MEA produced a dose-
related inhibition of acetic acid-induced writhing in mice. Furthermore, treatment with
MEA (100 mg/kg/IP) inhibited both the early and late phases of formalin induced
hypernociception. In contrast, MEA (100 mg/kg/IP) did not prevent the thermal
nociception in the tail flick test. In addition, MEA (100 and 200 mg/kg/IP) inhibited
important events related to the inflammatory response induced by carrageenan or
arachidonic acid: namely local oedema and increase in tissue interleukin-1f3 levels.
MEA (200 mg/kg/IP) treated mice did not show any motor performance alterations.
Over the study duration of 14 days, there were no deaths or toxic signs recorded in
the group of mice given 1000 mg/kg of MEA. Phytochemical analysis indicated the
presence of terpenes, steroids, flavonoids and phenolic acids, which may be
responsible for the MEA antinociceptive and/or antiinflammatory effects. Methanolic
extracts from different parts of Adiantum latifolium showed equivalent antinociceptive
activity, suggesting that the active principle of EMA is homogeny distributed through
the plant. Buthanolic and ethyl acetate fractions were the more active fractions of
MEA. Our results demonstrate that Adiantum latifolium presents significant
antinociceptive and antiinflammatory activities in different experimental models,
possibly through an inhibition of IL-1p production and constitute good candidate for
pharmacologic development.

Keywords: Adiantum ¢ ferns « antinociception « inflammatory pain ¢ interleukin-13
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1. INTRODUCAO

1.1. Dor: aspectos gerais
“Para o Homem, a dor é um senhor mais terrivel que a propria morte”. Esta frase do
filosofo e médico aleméao, Albert Schweitzer, retrata como a dor desde muito tempo é

um dos grandes temores da humanidade.

A interpretacdo das dimensdes da dor variou de acordo com cada sociedade e com
0 momento historico em que esta se encontrava. Nos primérdios da humanidade, a
dor era atribuida aos maus espiritos e as puni¢des pelas falhas cometidas, por isso
a medicina era frequentemente exercida por sacerdotes que acreditavam que as
preces apresentavam efeitos terapéuticos (Teixeira and Okada 2001). O proéprio

termo em inglés “pain”, que deriva do latim “poena”, significa punicéo, pena, castigo.

Nos textos cuneiformes da Mesopotamia, sdo encontradas referéncias de que o
médico era encarregado de realizar exorcismos para aliviar a dor, considerada
castigo divino. Para isso, fazia oracoes e utilizava folhas de mirto, sabido atualmente
ter propriedades analgésicas, pois contém precursores do acido acetilsalicilico (Dias
2009). Similarmente, os egipcios acreditavam que a causa da dor estava na punicéo
dos deuses ou dos espiritos. Na India, a dor era descrita como uma frustracéo dos
deuses e, portanto, localizavam-na na alma (Dias 2009). Contudo, foi somente a
partir do final da Idade Média que a concepcdo espiritual e religiosa da dor foi
suplantada pelo aspecto sensorial, que passou a ser evidenciado com 0s avangos
no conhecimento cientifico e da anatomia humana (Teixeira e Figueird; Bonica

2010).

Independente dos diferentes conceitos e interpretacdes ao longo do tempo, a dor

sempre foi uma das grandes preocupac¢des da humanidade e o interesse universal
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pelo entendimento e controle da dor levou a fundacdo, em 1973, da International

Association for Study of Pain (IASP).

A IASP define a dor como sendo uma experiéncia sensorial e emocional

desagradavel, associada a dano tecidual real ou potencial. De fato, a dor € uma
experiéncia que envolve ndo somente a transdugdo de estimulos nocivos, como
também um processamento emocional pelo encéfalo (Julius e Basbaum 2001).
Assim, o fendbmeno doloroso é formado por dois componentes: um sensorial-
discriminativo, que torna possivel identificar aspectos como localizacdo e
intensidade do estimulo nocivo; e um componente afetivo-motivacional, que atribui
emocao a experiéncia dolorosa — sofrimento, medo, ansiedade — sendo, entéo,
responsavel pelas respostas comportamentais a dor (Basbaum e Woolf 1999;

Calvino e Grilo 2006; Pedersen, Scheel-Kruger et al. 2007).

O primeiro componente, 0 sensorial, esta associado ao mecanismo pelo qual a
informacé&o de dor, seja ela provocada por leséo real ou potencial, chega ao sistema
nervoso central (SNC). Este processo é chamado de nocicepcdo. O segundo
componente, o afetivo, estd associado a comportamentos de memodria,
aprendizagem e o significado simbdlico dado ao fenémeno sensitivo (Vitor 2008).
Dessa forma, vale ressaltar que nocicepcdo e dor ndo sdo sinénimos. A dor é
sempre subjetiva, € o resultado subjetivo da nocicepcao, e cada individuo interpreta
a dor em funcdo de suas experiéncias. Portanto, o termo nocicepcdo € mais
adequado para condi¢Bes experimentais, ja que a identificacdo da dor em animais

nao é obvia.

A dor é o principal sintoma de uma série de doencas. Ela é frequentemente

incapacitante e reduz a qualidade de vida de milhdes de pessoas em todo o mundo,
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sendo uma das razdes mais comuns de procura por servicos médicos (Kipel 2004).
Apesar de ndo existirem estatisticas exatas de estudos epidemioldgicos, dados de
fontes variadas sugerem que anualmente nos Estados Unidos e em outros paises
industrializados, 15 a 20% da populacéo sofrem de dor aguda e 25 a 30%, de dor
cronica (Bonica 2010). A dor aguda é registrada como o sintoma apresentado em
mais de 80% das visitas médicas e a dor cronica afeta aproximadamente 76,2
milhdes de americanos — mais do que diabetes, doencas cardiacas e cancer juntos
(Walid, Donahue et al. 2008). A dor crénica é um problema de salde publica que
causa morbidade, faltas no trabalho e incapacidade temporaria ou permanente,
gerando altos custos aos sistemas de saude. Pesquisa feita com a populacéo de
Salvador apontou que 41,4% dos individuos sofrem de dor cronica, colocando o

Brasil entre os paises de mais alta prevaléncia (Sa, Baptista et al. 2009).

1.2. Tipos de dor

Existem duas principais manifestacdes de dor. A dor fisioldgica, que acontece
guando um estimulo nocivo é aplicado num tecido intacto. Esse tipo de dor tem uma
funcao fisiolégica nitida, ou seja, proteger o tecido contra a lesdo, pois ativa reflexos
de protecédo, como o reflexo de retirada. Sendo assim, € um mecanismo fisiolégico,
atuando como um sistema de alarme que notifica o corpo da presenca de algum
perigo ou estimulo nocivo do ambiente (Basbaum e Woolf 1999; Schaible e Richter

2004).

Uma condicéo diferente € a dor fisiopatolégica, que pode ser aguda ou cronica. A
dor aguda geralmente ocorre quando o tecido esta inflamado ou lesado. Nessas
condi¢Bes, pode ocorrer dor na auséncia de qualquer estimulo intencional (dor

espontanea), resposta de dor aumentada a estimulo nocivo (hiperalgesia) e resposta
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de dor a estimulo indcuo (alodinia) (Schaible e Richter 2004). A dor aguda também
tem funcao protetora, pois propicia o reparo do tecido pela criagcdo de uma regido de
hipersensibilidade localizada nos arredores da parte lesada, que minimiza o
movimento e o contato com a lesé@o até que a cura ocorra (Basbaum e Woolf 1999).
J& a dor crbnica € aquela que persiste mesmo tendo passado a fase de cura de uma
lesd@o ou injuria, passando a se repetir ou sustentar-se por periodo prolongado e nao
tem aparentemente nenhuma funcéo fisiolégica ou protetora (Apkarian, Baliki et al.
2009). Ela pode ser associada com inflamag&o crénica, na qual o dano tecidual é
obvio, mas também existem condi¢cdes nas quais nenhuma causa aparente pode ser

encontrada.

BN

Até o momento, 0s mecanismos que levam a cronificagdo da dor ainda sé&o
pobremente entendidos, mas ela €& geralmente associada a modificagcbes na
expressao génica, sensibilidade neuroquimica e alteragcdes duradouras no sistema

nervoso (Dray 1995).

1.3. Dor inflamatéria

A dor inflamatéria € um sintoma comum de muitas doencas distintas, sendo
caracterizada por hiperalgesia e alodinia, devido a sensibilizacdo dos neurénios
nociceptivos sensoriais primarios (Cunha, Verri et al. 2005). Essas fibras, num tecido
normal, tém alto limiar de ativacdo, portanto, estimulos de grande intensidade sao
necessarios para excita-las (Schaible e Richter 2004). Apés uma lesao tecidual ou
inflamacdo, os nociceptores (terminacdes nervosas livres das fibras aferentes
primarias nociceptivas) sao sensibilizados de tal maneira, que a aplicacdo de um
estimulo que inicialmente era leve ou mesmo inofensivo, passa a ser capaz de ativar

a fibra nociceptiva, tornando-se doloroso (Verri, Cunha et al. 2006). Além disso, 0
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processo inflamatério ainda é capaz de recrutar nociceptores silenciosos, néo
excitaveis em tecidos normais, mas que durante a inflamacdo sédo sensibilizados,

tornando-se responsivos a estimulos posteriores (Schaible e Richter 2004).

A sensibilizacdo nociceptiva durante a inflamacdo é evocada pela acdo de
mediadores quimicos nos nociceptores. Uma variedade de substancias é liberada
pelo estimulo inflamatério, enquanto outras sao sintetizadas durante os eventos que
seguem a inflamacgéo (Dray 1995). Por exemplo, a leséo tecidual inicial resulta na
liberacdo de mediadores pelas células lesadas, incluindo os prétons H* e K,
serotonina (5-HT), bradicinina, histamina, adenosina tri-fosfato (ATP) e Oxido nitrico
(NO). Posteriormente, a ativagdo do processo inflamatorio induz a via do acido
aracdonico, resultando na producado de prostaglandinas e leucotrienos e, por fim, as
células do sistema imune s&o recrutadas liberando ainda outros mediadores,
incluindo fatores de crescimento e citocinas como interleucina-1 (IL-1) e fator de

necrose tumoral-a (TNF-a) (Kidd e Urban 2001).

Tais mediadores inflamatérios interagem com receptores especificos nos
nociceptores. Alguns deles, como H*, ATP e 5-HT s&o capazes de ativar diretamente
0S nociceptores causando dor, enquanto outros nao ativam diretamente, mas
contribuem para o processo de sensibilizacdo nociceptiva, reduzindo o limiar de
ativacao e facilitando a geracdo do potencial de acdo (Basbaum e Woolf 1999).
Esses mediadores ainda ativam cascatas de segundos mensageiros, influenciando
canais ibnicos, enzimas e proteinas de sinalizac&o intracelular nos nociceptores. Tal
processo leva ao aumento da excitabilidade do neurdnio, diminui o limiar de ativacao
e aumenta a frequéncia de potenciais de acao produzidos durante uma estimulacéo

supralimiar (Schaible e Richter 2004).
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Quando a dor inflamatoéria decorre de processos transitérios, seu impacto social €
relativamente pequeno. Entretanto, ela é muitas vezes associada a doencas
cronicas de dificil tratamento, podendo persistir por anos, passando a ser fonte de

sofrimento para o individuo (Dubner e Ruda 1992).

1.4. Controle farmacoldgico da dor inflamatéria

Drogas antiinflamatérias néo esteroidais (AINES) representam a classe de farmacos
mais utilizada no controle da dor inflamatéria. Esses farmacos sédo atualmente as
medicacOes mais prescritas do mundo, apresentando amplo espectro de indicagbes
terapéuticas. Na Europa, os AINEs representam mais do que 7,7% do total de
prescricdes médicas (Sostres, Gargallo et al. 2009) e, somente nos Estados Unidos,
foram emitidas 111 milhdes de prescricdes no periodo de 1999 a 2000 (Lanas e

Ferrandez 2006).

Apesar de sua eficacia em uma ampla gama de condi¢bes de dor e inflamacéo, a
administracdo de AINES em longo prazo pode induzir o aparecimento de ulceras
gastrointestinais, sangramentos e desordens renais devido a inibicdo ndo seletiva
das isoformas constitutiva (COX-1) e induzivel (COX-2) da enzima ciclooxigenase
(COX) (Robert 1976; Peskar 1977; Tapiero, Ba et al. 2002). A COX é a enzima
responsavel pela metabolizacdo do &acido aracdénico em precursores das
prostaglandinas. Estes sdo depois processados em prostaglandinas biologicamente

ativas, sendo a prostaglandina E, (PGE;) a mais relevante para a inducdo da dor

inflamatoria (Chopade e Mulla 2010).

As prostaglandinas participam de processos patolégicos, como a sensibilizacédo
direta de nociceptores, facilitando a hiperalgesia inflamatoria, mas também de

processos fisiolégicos como a protecdo da mucosa géastrica (Goodman e Gilman
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2005). Durante muito tempo, os efeitos colaterais dos AINEs foram associados a
inibicdo das fungdes fisioldégicas das prostaglandinas em consequéncia da inibicdo

da COX-1.

Por outro lado, o desenvolvimento de inibidores COX-2 seletivos, mostrou que nem
todos os efeitos indesejados dos AINEs podem ser associados a inibicdo da COX-1.
Os coxibes, inibidores seletivos de COX-2, apesar da reduzida toxicidade
gastrointestinal, tém sido associados a efeitos cardiovasculares adversos, como
aumento da ocorréncia de infarto do miocardio e acidentes vasculares encefélicos

(Dogne, Supuran et al. 2005).

Outra classe de farmacos utilizada no controle da dor inflamatoria € a dos
glicocorticéides (GC). Esta classe possui um amplo espectro de indicacdes
terapéuticas, porém tem seu papel central no tratamento de doencas nas quais
estejam envolvidos mecanismos inflamatérios e ativacdo do sistema imunoldgico,
sendo como farmacos antiinflamatorios a sua principal indicacao (Longui 2007).

A maioria dos efeitos antiinflamatérios dos glicocorticéides € mediada via receptores
de glicocorticéides citosdlicos (RGC), que sao encontrados em cada célula do corpo
e exercem uma variedade de acdes fisioldgicas afetando cada sistema do organismo
(Kim, Brar et al. 2009).

O complexo GC/RGC regula tanto positiva quanto negativamente a sintese de certas
proteinas agindo de duas maneiras: o complexo é translocado para o nucleo celular,
atuando como fator de transcricdo para genes especificos por meio de sua ligacéo
ao DNA, podendo estimular ou inibir a expressdo desses genes; ou pela ligacéo
direta ou indireta com fatores de transcricdo, tais como o fator nuclear kappa B
(NFkB) e o ativador de proteina-1 (AP1), interferindo negativamente em sua funcées

(Longui 2007; Kim, Brar et al. 2009; Spies, Bijlsma et al. 2010).
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Dessa forma, os glicocorticoides regulam, por exemplo, a sintese de proteinas pro-
inflamatorias tais como COX-2, 6xido nitrico sintase (NOS), moléculas de adesao,
TNF-q, IL-1, interleucina-6 (IL-6), entre outras.

Apesar dos efeitos terapéuticos proeminentes, a utlizacdo prolongada de
glicocorticoides leva a efeitos adversos frequentes em funcéo da interferéncia com
atividades metabdlicas, entre eles: suscetibilidade a infeccdo, alteracdo da
distribuicdo de gordura corporal, hiperglicemia, hipertensdo arterial, glicosuria,
osteoporose, interrupcdo do crescimento (em criancas), irritagcdo gastrica, dentre
inimeros outros (Goodman e Gilman 2005).

Devido aos diversos efeitos colaterais atribuidos aos analgésicos/antiinflamatorios
atualmente disponiveis e sua reduzida eficacia em alguns estados de dor, o
adequado controle da dor inflamatéria ainda permanece um grande desafio. Nesse
contexto, o desenvolvimento de novas opcoes terapéuticas para o manejo da dor
inflamatoria, com maior seletividade e eficacia, além de menos efeitos colaterais,

torna-se prioritario (Chopade e Mulla 2010).

1.5. Produtos naturais como fonte de medicamentos

Os produtos naturais representam fonte promissora de obtencdo de novas
moléculas com atividade farmacologica e potencial para o desenvolvimento
farmacéutico.

O uso popular de plantas medicinais para o tratamento de doencas acompanha o
Homem desde os primordios da civilizacdo (Calixto, Beirith et al. 2000) e, ao longo
dos anos, os produtos naturais contribuiram enormemente para o desenvolvimento
de importantes drogas utilizadas na medicina moderna (Cragg, Newman et al. 1997,

De Souza, Pereira et al. 2009). Prova disso é que atualmente cerca de 30% dos



24

farmacos existentes no mercado sdo derivados direta ou indiretamente de produtos
naturais, sejam eles plantas, animais ou microoganismos (Calixto 2005).

Dentre as drogas importantes que estdo no mercado e que séo obtidas a partir de
produtos naturais destacam-se a morfina, a pilocarpina, a digitalina, a atropina, o
captopril, a escopolamina e muitas outras (Calixto, Scheidt et al. 2001). Em alguns
casos, como no desenvolvimento de drogas antitumorais e antimicrobianas,
aproximadamente 60% dos medicamentos disponiveis atualmente no mercado, e a
maior parte daqueles que estdo em testes finais de ensaios clinicos, sdo derivados

de produtos naturais (Cragg, Newman et al. 1997).

A investigacdo de produtos naturais como fonte de novas drogas alcangcou seu pico
na industria farmacéutica ocidental nas décadas de 70-80, quando resultou num
cenario farmacéutico fortemente influenciado por moléculas néo sintéticas (Koehn
and Carter 2005). Entretanto, nas ultimas décadas, devido em grande parte ao
avanco da quimica combinatOria, a pesquisa em produtos naturais na industria

farmacéutica experimentou um lento declinio (Calixto 2005; Koehn and Carter 2005).

Por outro lado, as plantas ainda tém uma importante contribuicdo no cuidado com a
saude (Calixto 2000). Tal aspecto pode ser comprovado pelo fato de que, ainda
hoje, até 80% da populacdo dos paises em desenvolvimento depende
essencialmente das plantas medicinais para o cuidado primario com a saude devido
a baixa renda e a falta de acesso aos medicamentos modernos (Calixto 2000).
Particularmente no Brasil, o comércio de medicamentos atende apenas a faixa da
populacdo economicamente ativa (cerca de 30%), supondo-se que os restantes 130
milhdes de habitantes utilizem produtos de venda néo registrada (Simdes, Schenkel

et al. 2003). Por outro lado, até mesmo em paises desenvolvidos como Alemanha,
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Franca, Itdlia, Estados Unidos e, sobretudo em paises asiaticos, as preparacdes de

plantas medicinais sdo muito populares (Calixto 2000).

Uma grande vantagem da utilizagdo dos produtos naturais como fontes de novos
farmacos é que embora muitos compostos derivados de plantas medicinais possam
ser sintetizados em laboratério farmacéutico, tal sintese é frequentemente téo
complexa que os rendimentos sdo baixos e a producdo é economicamente inviavel.
(Simdes, Schenkel et al. 2003). Essa realidade tem feito ressurgir o interesse, nao
s6 no meio académico, mas na industria farmacéutica, por substancias com

atividades farmacologicas oriundas de produtos naturais.

Apesar do potencial dos produtos naturais como fonte de moléculas bioativas, a
biodiversidade é ainda pouco explorada, ja que menos de 10% das espécies de
plantas existentes no planeta (250.000-300.000) tém sido estudadas em relacéo aos
aspectos biologicos, quimicos e farmacologicos (De Souza, Pereira et al. 2009). O
Brasil estd dentro desse quadro: sozinho possui cerca de 20-22% de todas as
plantas e microorganismos existentes, porém relativamente poucas espécies de

plantas tém sido objeto de alguma investigacéo cientifica (Calixto 2005).

1.6. Pterido6fitas

Dentre as plantas com potencial terapéutico destacam-se as pteridofitas,
consideradas boas fontes de fitofarmacos desde a antiguidade. Espécies como
Dryopteris filix-mas L. (o feto-macho) e Pteridium aquilinum L. (a samambaia das
taperas), sdo reconhecidas de longas datas como poderosos vermifugos, fazendo
parte da medicina oficial de diversos paises da Europa (Barros and Andrade 1997).

A samambaia Pleopeltis macrocarpa é conhecida pelas suas propriedades

antiofidicas e ansioliticas, enquanto a Selaginella asperula é muito utilizada
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popularmente como cicatrizante (Barros and Andrade 1997). Com a observacao de
que as pteridéfitas ndo sao infectadas por patdgenos microbianos — um dos fatores
importantes para seu sucesso evolucionério, tendo sobrevivido por mais de 350
milhdes de anos — atualmente diversas pteridofitas sdo utilizadas tradicionalmente
para o tratamento de doencas infecciosas (Singh, Singh et al. 2008). Por exemplo,
espécies como Asplenium serratum L. (feto macho do Para), Blechnum Ocidentale
L., Trichipteris microdonta (samambaiacu) e Adiantum serrato-dentatum (quebra-
pedra) sdo samambaias com propriedades antiinfecciosas bastante utilizadas na
medicina popular brasileira (Barros and Andrade 1997). Entretanto, apesar da
rigueza da biodiversidade do pais, poucos trabalhos cientificos sobre as

propriedades farmacologicas das pteriddfitas brasileiras tém sido relatados.

Adiantum é um dos géneros mais amplamente distribuidos da familia Pteridaceae,
compreendendo aproximadamente 150 espécies e € representado pelas plantas
chamadas de “avenca” no Brasil (Melos, Silva et al. 2007). Estudos recentes
demonstraram que algumas espécies desse género apresentam propriedades
farmacoldgicas relevantes. Singh e colaboradores (2008) testaram diversas espécies
de Adiantum em culturas de bactérias e fungos, confirmando atividade
antimicrobiana, sustentando o0 uso etnobotanico e tradicional dessas espécies.
Similarmente, Lopez e colaboradores (2001), demonstraram que 0s extratos de
Adiantum latifolium apresentam atividade antiviral e antimicrobiana de amplo

espectro.

A atividade antinociceptiva das pteridéfitas também tem sido descrita. Trabalho
realizado pelo nosso grupo demonstrou atividade antinociceptiva e antiinflamatéria
do extrato metandlico de Blechnum occidentale L., uma samambaia terrestre

bastante utilizada na medicina popular (Nonato, Barros et al. 2009). Yonathan e
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colaboradores (2006) evidenciaram atividade antinociceptiva e antiinflamatoria de
outra pteridofita, Cheilanthes farinosa, uma samambaia utilizada em muitas partes
da Etiopia para tratar desordens inflamatorias de pele. Recentemente, Bresciani e
colaboradores (2003) demonstraram atividade antinociceptiva de Adiantum
cuneatum em modelos experimentais, justificando o uso popular dessa planta no
tratamento de processos dolorosos. Esse mesmo grupo demonstrou, ainda, que o
filiceno, um triterpeno isolado das folhas de Adiantum cuneatum, apresenta atividade

antinociceptiva em diversos modelos animais de dor (De Souza, Pereira et al. 2009).

1.7. Adiantum latifolium

7

Adiantum latifolium € uma samambaia terrestre bem distribuida nas Américas
Tropicais, abrangendo desde o México até a América do Sul, incluindo América
Central, Antilhas, Colémbia, Venezuela, Guianas, Equador, Peru, Bolivia, Brasil e
Paraguai (Moran and Yatskievych 1995). Esta samambaia apresenta caule delgado e
rastejante, suas folhas tém de 30 a 70 cm de comprimento com laminas foliares

deltdides a deltéides-ovaladas, sendo bipinadas (Tryon and Stolze 1989), conforme

figura 1.

Figura 1 - Adiantum latifolium
Fonte: acervo pessoal
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Apesar da ampla distribuicdo e potencial fonte de substancias bioativas, até o
presente momento pouquissimos estudos da atividade farmacologica de Adiantum
latifolium foram realizados. Baseado na informacdo de que outra espécie do género
Adiantum tem atividade antinociceptiva, no presente trabalho nds investigamos e
caracterizamos farmacologicamente a atividade antinociceptiva de Adiantum
latifolium em diferentes modelos experimentais de dor inflamatéria.

A escolha da espécie Adiantum latifolium como objeto de estudo foi feita utilizando-
se a estratégia quimiotaxonbmica, segundo a qual sdo avaliadas espécies
taxonomicamente proximas de uma cuja atividade ja foi detectada (Gottlieb and

Borin 2004).
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2. JUSTIFICATIVA

A biodiversidade brasileira é fonte inestimével de recursos naturais para obtencéo de
medicamentos. Contudo, nossas espécies nativas tém sido pouco estudadas quanto
ao potencial farmacolégico. Segundo a Federacdo Brasileira da Industria
Farmacéutica, a arrecadagédo nacional do setor ultrapassou 19 milhdes de reais no
periodo de janeiro a agosto de 2009. Nos EUA, o investimento em pesquisa e
desenvolvimento pela IndUstria Farmacéutica é superior a 20% do faturamento, o
qgue representa muitos bilhdes de ddlares/ano. Da mesma forma, a industria
farmacéutica brasileira tem investido cada vez mais em pesquisa visando o
desenvolvimento de novos medicamentos.

O desenvolvimento de farmacos a partir de substancias naturais encontradas na
biodiversidade, muitas vezes de grande potencial bioldgico e alta complexidade
estrutural, pode representar uma enorme reducédo de custos de producdo ja que a
busca de moléculas ativas com estruturas moleculares complexas é dificil de ser
feita por processos sintéticos a um custo racional. De acordo com essa idéia,
estudos pré-clinicos de caracterizacdo farmacologica de substancias bioativas
representam etapa fundamental no desenvolvimento de medicamentos. Além disso,
0 aproveitamento da biodiversidade regional como fonte de matéria prima para a
industria, € ponto chave para o estimulo ao investimento e desenvolvimento
sustentavel da regido.

Dor, uma sensacdo desagradavel que vivenciamos em nossa rotina diaria, € um
mecanismo de alerta do organismo contra a injdria e o dano tecidual, tendo, portanto
funcao fisioldgica protetora. Entretanto, a dor inflamatoria € muitas vezes associada
a doencas cronicas de dificil tratamento podendo persistir por anos, passando a ser

fonte de sofrimento para o individuo (Dubner e Ruda, 1992).
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As principais classes de farmacos atualmente disponiveis para o controle da dor
inflamatdria sdo associadas a efeitos indesejados severos, sobretudo mediante o
uso prolongado. Essa situacao torna patente a necessidade de desenvolvimento de
novos analgésicos, com reduzidos efeitos indesejados e efetivos no controle da dor

inflamatoéria.

No presente trabalho, investigamos as propriedades antinociceptivas de Adiantum
latifolium em modelos animais de dor inflamatéria, visando novas opcdes
terapéuticas para o controle farmacolégico da dor. A alta incidéncia de efeitos
indesejados dos analgésicos disponiveis, sua baixa eficacia em alguns tipos de dor
e, sobretudo, a necessidade de explorar o potencial farmacologico da biodiversidade

brasileira, justificam a relevancia desta dissertagao.
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3. OBJETIVOS

3.1. GERAL

- Caracterizar a atividade farmacolégica do extrato metandlico de Adiantum latifolium

(EMA) em modelos experimentais de dor inflamatoria e inflamacéo

3.2. ESPECIFICOS

- Caracterizar a atividade antinociceptiva de EMA em modelos animais de dor

inflamatoria

- Verificar a contribuicdo de mecanismos centrais para o efeito antinociceptivo de

EMA

- Avaliar a possivel interferéncia de EMA com a fungcdo motora dos animais

- Avaliar possiveis mecanismos envolvidos na atividade antinociceptiva de EMA:

avaliacdo de atividade antiinflamatéria e modulacéo da producéo de citocinas

- Avaliar a toxicidade aguda de EMA

- Verificar em qual parte da planta se encontra(m) a(s) substancia(s) responsavel(is)

pela atividade antinociceptiva demonstrada

- Determinar a(s) fracdo(s) de EMA que contém a(s) substancia(s) responsavel(is)

pela atividade antinociceptiva demonstrada

- Avaliar o perfil quimico de EMA por meio de caracterizacao fitoquimica preliminar
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Material vegetal

Adiantum latifolium foi coletada numa regido de Mata Atlantica em Salvador-Bahia-
Brasil em agosto de 2006 em &reas autorizadas pelo IBAMA. Os espécimes
receberam identificagdo botanica por Dra. Fabiana Regina Nonato (Centro de
Pesquisas Gong¢alo Moniz - CPqGM). Um exemplar da espécie foi depositado no

Hérbario da Universidade Estadual de Feira de Santana (HUEFS 142949).

4.2. Preparacédo do extrato e das fracdes

As laminas foliares (28,06 g), os peciolos (14,36 g) e o caule+raiz (22,72 g), secos
ao ar e pulverizados, foram exaustivamente extraidos com metanol. Os extratos
obtidos foram filtrados e evaporados sob pressdo reduzida em um evaporador
rotatorio, resultando no extrato metandlico bruto (3,5 g, 0,83 g e 1,26 g,
respectivamente). O extrato metandlico das laminas foliares foi fracionado por
particao liquido/liquido entre MeOH/H,O 9:1 e hexano, diclorometano, acetato de
etila e butanol, rendendo as frac6es hexanica (0,82 g), em diclorometano (0,38 @),
em acetato de etila (0,54 g) e butandlica (1,13 g). Os estudos de caracterizacédo de
atividade antinociceptiva e antiinflamatoria foram realizados com o extrato

metanolico das laminas foliares de EMA.

4.3. Andlise quimica

Um screening fitoquimico para classes de constituintes do extrato foi feito por
cromatografia em camada delgada (CCD) utilizando silica Macherey-Nagel pré-
revestida em placas de aluminio de 200 pum de espessura com indicador
fluorescente UV254. Uma aliquota (4 uL) de EMA (38 mg/mL) foi colocada na placa

de CCD a qual foi desenvolvida com uma mistura de dois solventes: hexano/acetato
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de etila (80:20, v/v) e acetato de etila/metanol/agua/acido acético (100:13:10:5, v/v).
O perfil cromatografico do extrato foi visualizado por reagentes em spray de acordo
com metodologia descrita previamente (Wagner and Bladt 1994). Os reagentes em
spray empregados incluiram anisaldeido-acido sulfarico, Liebermann-Burchard,

NP/PEG, KOH/ethanol e solugédo de Dragendorff.

4.4. Animais

Os protocolos experimentais foram revisados e aprovados pelo Comité de Etica em
Pesquisa do CPgGM (protocolo L-IGM-012/09) antes do inicio do trabalho com os
animais. As espécies utilizadas foram camundongos da linhagem Swiss Webster
com peso entre 20-25 gramas, machos, e ratos Wistar com peso entre 180-200
gramas, machos, fornecidos pelo biotério do CPgGM. Os animais foram mantidos
sob condi¢cbes-padréo com ciclo claro/escuro de 12 horas, a temperatura de 22 + 2
°C e sem restricao hidrica ou alimentar. Os testes comportamentais foram realizados
entre 8 e 17 horas. Os animais foram manipulados conforme os preceitos éticos para
pesquisa com animais e diretrizes para investigacdo de dor experimental,
determinados pela Associacdo Internacional para o Estudo da Dor (Zimmermann

1983).

4.5. Testes nociceptivos:
Neste estudo, foi utilizado o termo hipernocicepcéo, ao invés de hiperalgesia ou
alodinia, para definir a diminuicdo do limiar nociceptivo, ja que a percepc¢ao de dor

em animais nao é obvia.
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45.1. Teste de contor¢gdes abdominais
As doses antinociceptivas de EMA por via oral e intraperitoneal foram inicialmente
determinadas no teste de contor¢cdes abdominais em camundongos. Acido acético
(0,8% v/v, 10 mL/Kg) foi injetado na cavidade peritoneal dos camundongos, os quais
foram alocados em funis de vidro individuais (23,5 cm de diametro) durante o
periodo experimental para observacéo. A intensidade do comportamento nociceptivo
foi quantificada pela contagem do numero total de contor¢cdes que ocorreram entre 0
e 30 minutos apds a injecdo do estimulo nociceptivo (Collier, Dinneen et al. 1968). A
resposta de contorcdo abdominal consiste de uma contracao do musculo abdominal
juntamente com o estiramento das patas traseiras. A atividade antinociceptiva foi
determinada pela inibicdo do nimero de contorcées abdominais dos animais pré-
tratados com o extrato, ou com a droga de referéncia, em relacdo aos animais

tratados com veiculo (grupo controle).

[ S

Figura 2 - teste de contor¢do abdominal em camundongos
Fonte: acervo pessoal
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45.2. Teste da formalina

A atividade antinociceptiva de EMA foi avaliada no teste da formalina em ratos. Os
ratos foram alocados em funis de vidro (23,5 cm de diametro) por 30 minutos para
ambientacéo e depois removidos para a administracao intraplantar de formalina. Os
animais foram gentilmente contidos enquanto se administrava 50 pL de formalina 1%
(diluicdo 1:100 da solugédo estoque de formalina, 37% de formaldeido em salina
0,9%) no dorso da pata traseira direita. Apds a injecdo, 0s ratos retornaram para 0s
funis de observagdo por um periodo de 60 minutos. Os animais foram observados
de 0 al0 minutos (fase inicial) e de 10 a 60 minutos (fase tardia) e o score de
nocicepcao foi determinado para cada fase pela contagem do nimero de flinches do
membro injetado durante o periodo de observacdo (Dubuisson e Dennis 1977). A
atividade antinociceptiva foi determinada pela inibicdo do namero de flinches dos
animais pré-tratados com o extrato, ou com a droga de referéncia, em relacdo aos

animais tratados com veiculo (grupo controle).

Figura 3 - Teste da formalina em ratos
Fonte: acervo pessoal
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4.5.3. Determinacédo de limiar nociceptivo térmico: teste de retirada de
cauda

O possivel envolvimento de mecanismos centrais na atividade antinociceptiva de
EMA foi avaliado em ratos no teste de retirada de cauda (D'Amour 1941). Cada
animal foi colocado em tubos ventilados e a cauda (4 cm da extremidade) foi
apoiada transversalmente sobre o cilindro do analgesimetro (Insight, Brazil) a
temperatura ambiente (23 + 2 °C). O cilindro é conectado a uma fonte de corrente
elétrica variavel por potencibmetro que permite elevar a temperatura a razdo de
9°C/segundo a partir da temperatura ambiente, atingindo temperatura nociva de até
80°C. A laténcia para o reflexo de retirada de cauda foi mensurada para cada animal
antes do inicio dos experimentos (basal) e apés a administracdo de EMA. Um tempo
de corte de oito segundos foi estabelecido para minimizar a probabilidade de dano

da pele.

Figura 4 — Teste de retirada de cauda em ratos
Fonte: acervo pessoal
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4.6. Edema de pata induzido por carragenina

A contribuicdo de efeitos antiinflamatérios para a acdo antinociceptiva de EMA foi
investigada. Inicialmente, a atividade antiinflamatoria foi avaliada pela capacidade de
EMA de reduzir a formagédo do edema induzido por carragenina. O edema de pata
foi induzido pela administracéo intraplantar (Ipl) de carragenina (200ug/25uL/pata)
na pata traseira direita dos camundongos. O volume da pata foi medido com um
pletismédmetro (Ugo Basile, Comerio, Italy) antes (Vb, basal) e 2, 4, 24 e 48 h apés
(Vf) a injecdo, como descrito previamente (Winter, Risley et al. 1962). A mensuracao
do edema de pata foi determinada para cada camundongo e a diferenca entre o

valor final (Vf) e o valor basal (Vb) foi considerada o valor do edema.

4.7. Edema de orelha induzido por acido aracddnico

A atividade antiinflamatoria de EMA foi confirmada em um modelo de edema de
orelha. O edema de orelha foi induzido pela injecdo subcutanea de acido aracdénico
(2mg/20uL/orelha) na orelha direita dos camundongos. A espessura da orelha foi
medida antes e ap6s 1 hora da inducdo da inflamacdo (Young, Spires et al. 1984;
Crummey, Harper et al. 1987) utilizando um paquimetro digital (Mitutoyo 500-136
CD-6"). O paquimetro foi aplicado perto da extremidade da orelha e a espessura foi
registrada em um. O edema foi expresso como o aumento da espessura da orelha

em decorréncia do desafio inflamatorio.

4.8. Retirada de material para dosagem de citocinas

As amostras de orelha ou pele de pata foram obtidas 1 ou 3 horas ap0s a injecéo
subcutanea de acido aracdénico na orelha ou da injecdo intraplantar de carragenina,
respectivamente, em camundongos anestesiados para cada grupo experimental. Em

seguida o material foi pesado e, para cada 10 mg de tecido foram adicionados
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100pL do tampéo de extracdo de citocinas (0,4M de NacCl, 0,05% tween20, 0,5% de
BSA, 0,1mM de PMSF, 0,1 mM de cloreto de benzetdnio, 10mM de EDTA e 20KI de
aprotinina diluidos em PBS 1X). O material foi imediatamente macerado e
centrifugado a 10.000 rpm por 10 minutos a 4C°. O sobrenadante foi coletado e

armazenado em freezer -70°C para posterior quantificacdo de citocina.

4.9. Quantificacao de Interleucina-1p

IL-1B foi quantificada pela técnica de ELISA sanduiche utilizando kits Duoset ELISA
Development System (R&D Systems, Minneapolis, EUA) para a citocina. Placas de
96 pocos (NUNC — IMMUNO PLATE Maxisorp Surface) foram sensibilizadas com
50uL do anticorpo de captura (anticorpo monoclonal purificado anti-IL-1p), diluido em
PBS, a 4°C overnight. As placas foram lavadas 3x com PBS 0,05% Tween 20
(Sigma) em seguida foi adicionado 100uL da solugdo de PBS-BSA 1% (Sigma) e
deixado por 2 horas a temperatura ambiente com o0 objetivo de bloquear sitios nédo
especificos. As placas foram lavadas mais uma vez e incubadas com 50uL das
amostras por po¢co em duplicata e da citocina padrdo em varias concentracées por
12 horas a 4° C. Apos a lavagem das placas, foi adicionado o anticorpo anti-IL-1
biotinilado e as placas foram incubadas por mais 2 horas a temperatura ambiente.
ApoOs as lavagens, foi adicionado 50 yL/pogo de estreptavidina diluida 1:200, por 20
minutos, a temperatura ambiente. Apds lavagens, a reacdo foi revelada com
50uL/pogo de solucéao reveladora contendo 10mL de tampéao citrato-fosfato 1M, 2 uL

de HZO2 e uma pastilha TMB (Sigma). O bloqueio da reacdo foi feito através da

adicdo de 50uL/poco de acido fosférico 1:20. A leitura da densidade o6ptica foi
determinada por espectofotébmetro (Spectra Max 190 - Molecular Devices, California,
EUA), no comprimento de onda de 450 nm. As analises foram realizadas no

Software Softmax 4.3.1 (Molecular Devices).
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4.10. Toxicidade aguda

O método descrito por Lorke (1983), com pequenas modificagdes, foi utilizado para
avaliar a seguranca de EMA. Brevemente, camundongos machos sadios foram
divididos em grupos de cinco camundongos cada. EMA (100 e 1000mg/Kg) ou
veiculo foram administrados pela via intraperitoneal. Consumo de comida e agua,
sinais de toxicidade e o comportamento geral dos camundongos foram observados
continuamente por 1 hora ap6s o tratamento, intermitentemente por 4 horas e
esporadicamente por um periodo de 24 horas. Os animais foram observados
diariamente por até 14 dias apds o tratamento. Foram considerados sinais de
toxicidade: piloerecéo, agressividade, aumento de movimentacao, ptose, alteracao

respiratodria, alteracédo do tdbnus muscular, tremor e convulsdo e/ou mortalidade.

4.11. Funcao motora: teste de rota rod

Com o objetivo de descartar efeito depressor sobre o SNC ou efeitos nao
especificos como relaxamento muscular, a funcdo motora de animais tratados com
EMA foi avaliada no aparelho de rota rod (Dunham e Miya 1957). Esse aparelho
(Insight, Ribeirdo Preto, Brasil) é constituido de uma barra horizontal rugosa de 3 cm
de diametro, localizada a 25 cm de altura, subdividida em cinco compartimentos e
gue gira em velocidade constante (Figura 5). Foi realizada uma pré-selecdo com os
animais dois dias antes do experimento, quando foram selecionados animais que se
mantiveram em equilibrio sobre a barra girando a cinco rotacées por minuto (r.p.m.)
durante 2 minutos em no maximo trés tentativas (Egashira, Tanoue et al. 2004). Os
critérios de selecdo adotados foram os mesmo parametros utilizados no dia
experimento. Os resultados sdo expressos pela média de tempo em segundos (S)

em gue 0s animais permaneceram no aparelho.
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Figura 5 - teste de rota rod em camundongos
Fonte: acervo pessoal

4.12. Drogas e administracao

Indometacina, carragenina, dexametasona, acido aracdénico, PBS (tampéao fosfato-
salina), Tween 20, PMSF, benzamethonium chloride, EDTA, aprotinina A e TMB
foram obtidos da Sigma Chemical Company (St. Louis, MO, USA). Diazepam foi
obtido da Cristalia (ltapira, Sado Paulo, Brazil). Indometacina foi dissolvida em
salina/Tris HCI 0,1M, dexametasona foi dissolvida em salina contendo 10% de
etanol. O extrato metandlico de Adiantum (EMA) e as demais drogas foram
dissolvidos diretamente em salina. As drogas foram administradas pela via oral (PO),
intraperitoneal (IP) ou subcutanea (SC). A administracdo oral foi realizada por

gavage.

4.13. Analise estatistica

Os dados sado apresentados como a média + erro padrdo da média (E.P.M.) de
medidas feitas com 5-9 animais por grupo. Comparacdo entre trés ou mais
tratamentos foi feita utilizando ANOVA de uma via seguido do teste de Tukey. Em

estudos de medidas repetidas foi utilizado ANOVA de duas vias seguido do teste de
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Bonferroni. Todos os dados foram analisados utilizando o software Prisma 5.01
(GraphPad, San Diego, USA). Diferencas estatisticas foram consideradas

significativas para p<0,05.
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5. RESULTADOS

5.1. Efeito antinociceptivo de EMA na nocicepc¢ao induzida pela injecao

intraperitoneal de 4cido acético em camundongos

A atividade antinociceptiva de EMA foi inicialmente avaliada utilizando o teste de
contorgbes abdominais em camundongos. A administragao intraperitoneal de EMA
(1-100 mg/Kg), 40 minutos antes da inje¢do de acido acético, produziu uma inibicao
significativa e dose-dependente do numero de contor¢des induzidas pelo acido
acético nos camundongos (Fig. 6A). Indometacina (10 mg/Kg/IP), um AINE padrdo
utilizado como controle positivo, também produziu uma inibicdo significativa do
numero de contor¢des induzidas pelo acido acético. Além disso, a administracdo oral
de EMA (100-400 mg/Kg), 50 minutos antes da inje¢cao do acido, também produziu
uma inibicao significativa do nimero de contor¢des induzidas pelo acido acético de

forma dose-dependente (Fig. 6B).
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Figura 6 - Efeito antinociceptivo da administracdo intraperitoneal ou oral do extrato
metandlico de Adiantum latifolium (EMA) no modelo de contor¢cdes abdominais em
camundongos. (A) Camundongos foram tratados com EMA (1, 10, e 100 mg/Kg) ou salina
(grupo controle) por via intraperitoneal 40 minutos antes da inje¢cdo de &cido acético 0,8%
(tempo zero). (B) Camundongos foram tratados por via oral com EMA (100, 200 e 400
mg/Kg) ou salina (grupo controle) 50 minutos antes a injecdo de acido acético 0,8%.
Indometacina (Indo; 10 mg/Kg/IP) foi utilizada como droga de referéncia. Dados sao
expressos como média + E.P.M.; n=6 camundongos por grupo. ** significativamente
diferente em relacdo ao grupo controle (p<0,01), *** significativamente diferente em relag&o
ao grupo controle (p<0,001), determinada pelo teste de ANOVA de uma via seguido pelo
teste de Turkey.
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5.2. Efeito antinociceptivo de EMA na nocicepc¢ao induzida pela injecao

intraplantar de formalina em ratos

A figura 7 mostra o efeito de EMA na hipernocicep¢ao induzida pela formalina em
ratos. A injecdo de formalina em animais controle induziu um comportamento
nociceptivo bifasico, com a fase inicial de 0 a 10 minutos (Fig. 7A) e a fase tardia de
10 a 60 minutos (Fig. 7B) apés a injecao. O tratamento com EMA (100 mg/Kg) pela
via intraperitoneal 40 minutos antes da injecdo de formalina causou efeito
antinociceptivo tanto na fase inicial quanto na fase tardia da hipernocicepgéao
induzida pela formalina. Similarmente, a indometacina (5 mg/Kg/IP) também

produziu efeito antinociceptivo significativo nas duas fases do teste da formalina.



45

60 -

I=

Fase Inicial
504

40
*%

* %%

201

* %k

NUmero de flinches

10+

Controle  Indo 10 100
EMA (mg/kg/IP)

B 225-
200+
175- T
150 -
125-
100 -

75-
50-
25 -

Fase tardia

Numero de flinches

Controle Indo 10 100
EMA (mo/ko/IP)

Figura 7 - Efeito antinociceptivo do extrato metandlico de Adiantum latifolium (EMA)
na nocicepc¢ao induzida pela formalina em ratos. Painéis A e B representam os efeitos
de EMA nas fases inicial e tardia do teste da formalina em ratos, respectivamente. Ratos
Wistar foram tratados com EMA (10 e 100 mg/Kg) ou salina (grupo controle) pela via
intraperitoneal 40 minutos antes da inje¢éo intraplantar subcutanea de formalina (1%; 50 pL;
tempo zero). Indometacina (Indo; 5 mg/Kg/IP) foi utilizada como droga de referéncia. Dados
foram expressos como média + E.P.M; n=6 ratos por grupo. * significativamente diferente
em relacdo ao grupo controle (p<0,05), ** significativamente diferente em relagdo ao grupo
controle (p<0,01), *** significativamente diferente em relagdo ao grupo controle (p<0,001)
determinado pelo teste de ANOVA seguido pelo teste de Turkey.

5.3. Contribuicdo de mecanismos centrais para o efeito antinociceptivo de EMA

A atividade antinociceptiva de EMA foi também analisada no teste de retirada de

cauda em ratos. Este teste é ideal para indicar analgésicos de acdo central, como é
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0 caso da morfina e seus derivados. O resultado apresentado na tabela 1 mostra
gque EMA (10 e 100 mg/Kg) néo foi capaz de alterar de forma significativa o tempo

de laténcia de resposta ao estimulo térmico.

Tabela 1 - Efeito de EMA no teste de retirada de cauda em ratos

Tempo de laténcia (s) Tempo de laténcia (s)
Tratamento (basal) (p6s-tratamento) n
Controle 6,27 £ 0,32 51+0,22 5
EMA
10 mg/Kg/IP 6,56 + 0,41 5,23 £ 0,36 5
EMA
100 mg/Kg/IP 6,53+ 0,10 5,56 + 0,47 5

Extrato metandlico de Adiantum latifolium (EMA) ou salina (controle) foram administrados 40
minutos antes do teste. Dados sdo expressos como média do tempo de laténcia £ E.P.M.;
n=5 camundongos por grupo. Teste ANOVA de uma via seguido pelo teste de Turkey.

5.4. Atividade antiinflamatoria de EMA no edema de pata induzido por

carragenina

O efeito antiinflamatorio de EMA foi avaliado no modelo de edema de pata induzido
por carragenina. A administracdo de EMA (100 mg/Kg/IP) em camundongos 40 min

ou 4h antes da injecdo de carragenina reduziu significativamente o edema de pata

(Fig. 8).
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Figura 8 - Efeito antiinflamatério do extrato metandlico de Adiantum latifolium (EMA)
na inflamacé&o da pata induzida por carragenina. Edema de pata medido em 2, 4, 24 e 48
h ap6s a administracdo intraplantar de carragenina. Inflamacao foi induzida pela injecdo
intraplantar de carragenina (200 pg/25ul/pata) em camundongos. EMA (100 mg/Kg) ou
salina (grupo controle) foram administrados pela via intraperitoneal 40 min ou 4h antes da
carragenina (injetada no tempo zero). Dexametasona (0,7 mg/Kg/SC), a droga de referéncia,
foi administrada 4h antes da carragenina. Dados sdo expressos como média + E.P.M.; n=6
camundongos por grupo. ** significativamente diferente em relacdo ao grupo controle
(p<0,01), *** significativamente diferente em relacdo ao grupo controle (p<0,001),
determinada pelo teste ANOVA de duas vias, seguido pelo teste de Bonferroni.

Ja que o efeito antiinflamatério maximo de EMA foi observado com 4h de pré-
tratamento, esse tempo foi escolhido para os proximos experimentos de inflamacéo.
A administracdo de EMA (100 e 200mg/Kg/IP) 4h antes da carragenina reduziu
significativamente o edema de pata 2, 4, 24 e 48h ap0s a injecdo do estimulo (Fig.
9A). Similarmente, o edema de pata foi inibido em 2, 4, 24 e 48h pelo pré-tratamento
(4h antes) com dexametasona (0,7 mg/Kg/SC).

Em outra série de experimentos, avaliamos se o efeito antiinflamatério de EMA

envolve a reducdo dos niveis de interleucina-18, uma citocina pro-inflamatéria. Os

resultados da figura 9B mostram que a administracdo de EMA (100 e 200mg/Kg/IP)
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4h antes da injecao de carragenina reduziu significativamente os niveis de IL-1 nas

patas inflamadas, quando comparadas com o grupo tratado com o veiculo.

A Hm Controle 1 Dexa 0.7 mo/Kg mm EmMA 100 mg/kg = EMA 200 mo/kg
2 7 B
gi 50
©
= ~ 100
a 40+
©
g=! * 50
£ 30
5 *hH L q0 f
S *hE =
o 20+ *x FE a
Q *kk il B
*&kK
é 101 B *** s sxx T FEE ** [
< g1 festllf
T
0- mim 0

2 horas 4 horas 24 horas 48 horas

Figura 9 - Efeitos antiinflamatdérios do extrato metandlico de Adiantum latifolium
(EMA) na inflamacé&o da pata induzida por carragenina. (A) Edema de pata medido em 2,
4, 24 e 48 h ap6s a administracdo intraplantar de carragenina. (B) Niveis de IL-1B na pata
inflamada, medidos 3h apés a injecédo de carragenina. Inflamacéo foi induzida pela injecao
intraplantar de carragenina (200 pg/25ul/pata) em camundongos. EMA (100 e 200 mg/Kg)
ou salina (grupo controle) foram administrados pela via intraperitoneal 4h antes da
carragenina (injetada no tempo zero). Dexametasona (0,7 mg/Kg/SC), a droga de referéncia,
foi administrada 4h antes da carragenina. Dados sdo expressos como média + E.P.M.; n=6
camundongos por grupo. * significativamente diferente em relacdo ao grupo controle
(p<0,05), ** significativamente diferente em relacdo ao grupo controle (p<0,01), ***
significativamente diferente em relacdo ao grupo controle (p<0,001), determinado pelo teste
ANOVA de duas vias seguido pelo teste de Bonferroni (painel A) ou teste ANOVA de uma
via seguido pelo teste de Turkey (painel B).

5.5. Atividade antiinflamat6ria de EMA em modelo de edema de orelha

Para melhor investigar as propriedades antiinflamatorias de EMA, sua atividade foi
também avaliada no modelo de edema de orelha induzido por acido aracdénico (Fig.
10). A administracdo de EMA (200 mg/Kg/IP) em camundongos 4 horas antes da
injecdo local de acido aracdoénico reduziu significativamente o edema de orelha (Fig.
10A). Em seguida, avaliamos se nesse modelo o efeito antiinflamatério de EMA
também envolve a reducdo dos niveis locais de interleucina-1B. Os resultados da

figura 10B mostram que, como esperado, a injecdo de acido aracddnico promove um
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aumento local dos niveis de interleucina-1B 1h ap6s o desafio. A administracdo de
EMA (200 mg/Kg/IP) 4 horas antes do estimulo inflamatério reduziu
significativamente os niveis de interleucina-1p nas orelhas inflamadas, quando

comparados com o grupo controle, tratado com salina (Fig. 10B).
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Figura 10 - Efeitos antiinflamatérios do extrato metandlico de Adiantum latifolium
(EMA) na inflamacé&o de orelha induzida pelo acido aracdénico. (A) Edema de orelha
medido 1 hora apds a administracdo de acido aracdénico (2 mg/20uL/orelha). (B) Niveis de
interleucina-1B da orelha inflamada medidos 1 horas apo6s a injecdo de acido aracdénico.
EMA (100 e 200 mg/Kg) ou salina (grupo controle) foram administrados por via
intraperitoneal 4 horas antes da injecdo de &cido aracdbdnico (tempo zero). Dados sao
expressos como média + E.P.M.; n=6 camundongos por grupo. * significativamente diferente
em relacdo ao grupo controle (p<0,05), determinado pelo teste ANOVA de uma via seguido
pelo teste de Turkey.

5.6. Andlise quimica

Através de avaliacdo cromatografica por cromatografia em camada delgada (CCD),
foi detectada em EMA a presenca de numerosos terpenos, esteroéides, flavonoides e

acidos fendlicos. Alcaldides e cumarinas ndo foram detectados.

5.7. Determinacdo da parte da planta (Adiantum latifolium) que contém a
substancia bioativa responsavel pela atividade antinociceptiva

A figura 11 mostra a avaliacdo do efeito antinociceptivo de extratos metandlicos de

EMA (100 mg/Kg) obtidos de diferentes partes de Adiantum latifolium no teste de
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contor¢bes abdominais. Como demonstrado, os extratos metandlicos do peciolo e
do caule+raiz apresentaram atividade antinociceptiva de igual magnitude aos efeitos

observados com o extrato metandlico da folha.
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Figura 11 — Comparacdo da atividade antinociceptiva dos extratos metandlicos da
folha, peciolo e caule+raiz de Adiantum latifolium. A figura representa a percentagem de
inibicdo das contor¢cdes abdominais em relacdo ao grupo controle. Camundongos foram
tratados com os diferentes extratos (100 mg/Kg) ou salina (grupo controle), pela via
intraperitoneal, 40 minutos antes da injecdo de 4cido acético 0,8% (tempo zero). Dados séo
expressos como média + E.P.M; n=6 camundongos por grupo. Comparacdes entre 0s
grupos foram realizadas pelo teste ANOVA de uma via seguido pelo teste de Turkey.

5.8. Determinacédo da fracdo de EMA que contém a(s) substancia(s) bioativa(s)
responsavel(is) pela atividade antinociceptiva

Para determinar a fracdo de EMA (extrato metandlico da folha) que contém a
substancia responsavel pelo efeito antinociceptivo, o efeito das diferentes fracdes
(butandlica, em acetato de etila, em diclorometano e hexéanica) foi investigado no
teste de contor¢cdes abdominais. Os resultados apresentados na figura 12 indicam
gue todas as fracBes exerceram atividade antinociceptiva significativa, porém as
fracGes butandlica e em acetato de etila apresentaram eficacia superior, sendo entéo

consideradas as fracdes mais ativas.
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Figura 12 - Comparagao da atividade antinociceptiva de diferentes fracdes do extrato
de EMA. Camundongos foram tratados com as fracbes de EMA (100 mg/Kg) ou salina
(grupo controle), pela via intraperitoneal, 40 minutos antes da inje¢do de &cido acético 0,8%
(tempo zero). Dados sé@o expressos como média + E.P.M.; n=6 camundongos por grupo. ***
significativamente diferente em relacdo ao grupo controle (p<0,001). Teste ANOVA de uma
via seguido pelo teste de Turkey.

5.9. Avaliacdo da interferéncia de EMA no desempenho motor dos
camundongos

A fim de detectar prejuizos neurologicos, como sedacao, ataxia e hiperexcitabilidade
ou comprometimento motor, que possam ter interferido na resposta comportamental
nociceptiva, o efeito de EMA foi avaliado no teste de rota rod. O resultado
apresentado na tabela 2 mostra que os camundongos tratados com EMA (200
mg/Kg/IP) ndo mostraram qualquer alteracao significativa na performance motora
guando comparados com o grupo controle, tratado com salina. Como esperado, 0
depressor do sistema nervoso central diazepam (10 mg/Kg/IP), utilizado como droga
de referéncia, reduziu significativamente o tempo de permanéncia dos camundongos

no aparelho de rota rod em relacéo ao grupo controle.
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Tabela 2 - Efeito de EMA sobre o desempenho motor dos camundongos no aparelho
de rotarod

Tratamento Dose (mg/Kg) n Tempo (s) no rota rod/120s
Controle (salina) 0,1mL/10g 5 105,4+£8,1
EMA 200 5 113,21+ 3,6
Diazepam 10 5 6,1 +1,9 ***

EMA ou salina (controle) foram administrados 40 minutos antes e o diazepam 30 minutos
antes da realizacdo do teste. Cada grupo representa a média do tempo de permanéncia de
cinco animais em até trés tentativas sobre a barra. Dados sdo expressos como a média do
tempo de permanéncia (s) £ E.P.M ***significativamente diferente em relagdo ao grupo
controle (p<0,001). Teste ANOVA de uma via seguido pelo teste de Turkey.

5.10. Avaliagdo de toxicidade aguda
Durante o periodo de observacdo dos animais no estudo (14 dias), ndo ocorreram
mortes nem qualquer variacdo na aparéncia geral ou sinais de toxicidade nos

camundongos tratados pela via intraperitoneal com 100 ou 1000 mg/Kg de EMA.
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6. DISCUSSAO

Este trabalho demonstrou pela primeira vez a atividade antinociceptiva de Adiantum
latifolium, uma samambaia terrestre bem distribuida nas Américas tropicais,
sobretudo no Brasil. A administracdo sistémica do extrato metandlico de Adiantum
latifolium, em doses que nao induzem qualquer sinal de toxicidade e alteracdo na
performance motora dos animais, produziu efeitos antinociceptivos e
antiinflamatérios consistentes em diferentes modelos experimentais. De acordo com
os resultados, e em funcdo do reconhecido papel de IL-18 na dor inflamatoria,
propde-se que a inibicdo da liberacdo desta citocina contribui para o efeito
antinociceptivo de EMA.

A administracdo intraperitoneal de EMA produziu uma antinocicepcdo dose-
dependente quando avaliada no teste de contor¢des induzido pelo acido acético em
camundongos. Entretanto, a administracao oral de EMA foi menos potente e eficaz
do que a administracao intraperitoneal em prevenir a nocicepc¢ao induzida pelo acido
acético. De fato, a biodisponibilidade de substancias ativas pode ser diminuida
guando administradas pela via oral, devido a instabilidade nos fluidos gastricos e
intestinais e/ou pela pouca absorcdo no trato gastrointestinal (Kofi-Tsekpo 1994). O
teste de contorcdo tem sido amplamente utilizado como uma ferramenta de
screening para a avaliacdo de propriedades analgésicas e antiinflamatérias de
substancias novas (Collier, Dinneen et al. 1968), apresentando boa sensibilidade
porém pouca especificidade. Portanto, a fim de evitar uma ma interpretacdo dos
resultados, os efeitos antinociceptivos de EMA foram em seguida avaliados no teste

da formalina.

O ensaio da formalina é considerado um modelo experimental de dor com duas

fases distintas, que podem relacionar-se a diferentes tipos de dor (Hunskaar e Hole
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1987). As fases inicial e tardia do teste da formalina tém propriedades diferentes e,
conseqlentemente, este teste € (tl ndo somente para avaliar substancias
antinociceptivas, mas também para indicar possiveis mecanismos envolvidos
(Shibata, Ohkubo et al. 1989). A fase inicial, denominada nociceptiva ou n&o
inflamatoria, € o resultado da estimulacdo direta de nociceptores e tem mediacao
central; a fase tardia, denominada inflamatoria, € causada pela inflamacéo local,
com liberacao de mediadores hiperalgésicos e inflamatérios (Hunskaar e Hole 1987).
Neste trabalho, foi demonstrado que a administracdo de EMA teve atividade
antinociceptiva tanto na fase inicial quanto na fase tardia do teste da formalina.
Considerando as propriedades inibitorias de EMA na segunda fase da formalina,

sugere-se que a atividade antinociceptiva pode ser devida, pelo menos em parte, a

acao antiinflamatoria.

Em concordancia com essa idéia, o tratamento com EMA néo preveniu a nocicepg¢ao
no teste do tail flick. A resposta no teste térmico de tail flick &€ considerada um reflexo
espinal, mas também pode envolver estruturas neurais superiores, e
consequentemente esse método identifica principalmente analgésicos centrais
(Jensen e Yaksh 1986; Le Bars, Gozariu et al. 2001). O fato de EMA né&o induzir
efeito antinociceptivo no teste do tail flick, sugere que EMA ndo bloqueia a
transmissao neural de dor, como os opidides fazem, mas provavelmente induz uma

analgesia periférica.

Durante a avaliacdo de atividade antinociceptiva em testes comportamentais, €
importante confirmar que a auséncia de resposta nociceptiva decorre de efeito
antinociceptivo, e ndo de alteracdes motoras inespecificas induzidas pelo farmaco
(Millan 1999). Por essa razao, foi fundamental avaliar a atividade de EMA sobre a

funcdo motora dos animais. Foi observado que a administracdo de doses
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terapéuticas de EMA nao afetou a performance motora dos camundongos no teste
de rota rod. Em funcéo desses resultados, conclui-se que a atividade farmacolégica
de EMA nos testes nociceptivos ndo decorre de comprometimento motor ou

prejuizos neuroldgicos, e sim de atividade antinociceptiva especifica.

Para corroborar nossa hipotese, ou seja, que o efeito antinociceptivo de EMA esté
associado a acdes antiinflamatérias, avaliamos as propriedades antiinflamatorias de
EMA. Para tal, investigamos os efeitos do tratamento com EMA em dois modelos
experimentas importantes utilizados no screening de novas drogas antiinflamatérias:
0 edema de pata induzido por carragenina e o edema de orelha induzido pelo acido
aracdonico (Sugishita, Amagaya et al. 1981; Carlson, O'Neill-Davis et al. 1985;

Posadas, Bucci et al. 2004).

A injecdo de carragenina nos camundongos produz um edema tipico bifasico
associado com a producdo de diversos mediadores inflamatérios, tais como
bradicinina, prostaglandinas, 6xido nitrico e citocinas (Di Rosa, Giroud et al. 1971;
Henriques, Silva et al. 1987; Vinegar, Truax et al. 1987; Posadas, Bucci et al. 2004;
Rocha, Fernandes et al. 2006). A administracdo de EMA resultou na inibicao
acentuada de dois eventos importantes relacionados com a resposta inflamatoria
induzida pela carragenina: edema e aumento local nos niveis de IL-13. Atualmente,
€ bem aceito que citocinas constituem um link entre lesdo celular, ou
reconhecimento imunolégico, e os sinais inflamatérios locais ou sistémicos, como,
migracdo celular, edema, febre e hiperalgesia (Ferreira, Lorenzetti et al. 1988;
Faccioli, Souza et al. 1990; Dinarello 2000). Diferentes tipos celulares, incluindo
macrofagos, mondcitos e células gliais produzem IL-1B3, que induz a producao de
outros mediadores inflamatorios envolvidos com recrutamento celular, febre,

liberagdo de proteinas de fase aguda e aumento da permeabilidade vascular
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(Dinarello 1998). Considerando o papel importante de IL-1B durante a resposta
inflamatoria, sugere-se que os efeitos antiinflamatérios de EMA possam ser

relacionados com sua habilidade em inibir a liberagao de IL-1(3.

O papel de IL-1 na hipernocicepc¢ao inflamatoria também tem sido demonstrado. IL-
18 estimula a expresséo de COX-2 e a subsequente producdo de prostaglandinas
(Zucali, Dinarello et al. 1986; Crofford, Wilder et al. 1994) envolvidas com a
sensibilizacdo nociceptiva (Ferreira e Nakamura 1979) e HANDWERKER, 1976). Do
mesmo modo, a injecdo local de IL-1B produz hipernocicep¢do dependente da
liberagdo de prostandides (Ferreira, Lorenzetti et al. 1988). Neste trabalho foi
demonstrado que EMA reduziu os niveis locais de IL-18. Como a inibicdo da
liberacdo de IL-1B pode levar a inibicdo da producéo de prostandides, é possivel que
EMA atue prevenindo a sensibilizacdo nociceptiva pela inibicdo da producdo de
mediadores que sensibilizam o nociceptor. Considerando que a sensibilizacdo de
nociceptores € o denominador comum de diferentes tipos de dor, a reducdo dos

niveis de IL-1p pode ser responsavel pelo efeito antinociceptivo de EMA.

No presente trabalho, foi demonstrado também que o efeito antiinflamatério maximo
de EMA foi observado 4h apds a sua administracdo. Esse efeito antiinflamatério
tardio pode indicar a dependéncia da modulacdo de fatores de transcricdo e
neosintese de proteinas envolvidas na resposta inflamatéria. De fato, uma
propriedade comum a diversas citocinas € a inducdo do mecanismo de feedback
positivo, assim como a inducdo da liberacdo de outras citocinas e mediadores
inflamatorios. IL-1 B induz a producédo de IL-18, IL-6, IL-8, moléculas de adeséao,
guimiocinas, 6xido nitrico sintase e COX-2, todas essas moléculas relevantes para a
resposta inflamatéria (Dinarello, Ikejima et al. 1987; Van Damme, Opdenakker et al.

1987; Ferreira, Lorenzetti et al. 1988; Cunha, Lorenzetti et al. 1991). Portanto, o
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efeito antiinflamatorio tardio de EMA pode refletir uma interferéncia com a sintese da
cascata de citocinas e proteinas inflamatérias moduladas por IL-18 durante a

resposta inflamatoria.

Confirmando a atividade antiinflamatéria de EMA, o edema induzido pelo acido
aracdonico foi inibido significativamente pelo extrato, sendo que essa inibicdo foi
também acompanhada pela reducdo dos niveis de IL-1B. A administracédo local de
acido aracddénico na orelha dos camundongos induz a sintese de PGE; e
leucotrienos C4 e D4. A sintese desses metabdlitos do acido aracdénico precede ou
€ coincidente com o aumento da permeabilidade vascular, resultando numa resposta
edematogénica (Carlson, O'Neill-Davis et al. 1985; Opas, Bonney et al. 1985). Além
disso, a expressdo de IL-18 é aumentada pela administragdo local de acido
aracdoénico (Chi, Lim et al. 2003), e a administracdo de anticorpo anti IL-1 suprime
o desenvolvimento do edema de orelha induzido pelo acido aracdbnico (Back,
Newton et al. 1989). Esses dados sugerem um papel chave de IL-18 no edema
induzido pelo acido aracdoénico e estdo em concordancia com os resultados deste
trabalho. Em adicdo, uma observacdo importante é que em ambos os modelos de
inflamacédo utilizados, a reducdo do edema e dos niveis de IL-18 ocorreram nas

mesmas doses, sugerindo que de fato o efeito antiinflamatério de EMA é

dependente da inibicdo de IL-1p.

Na proxima série de experimentos, realizamos estudos iniciais para a identificacao
da substancia bioativa. Esses estudos compreenderam a avaliacdo preliminar do
perfil quimico de EMA por cromatografia em camada delgada e a determinacao

bioguiada da fracéo ativa de EMA.
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A andlise fitoquimica realizada indicou a presenca de terpenos, esteroides,
flavonodides e acidos fendlicos, os quais ser responsaveis pelos seus efeitos
antinociceptivos e/ou antiinflamatérios de EMA.

Diversos destes compostos tém sido isolados de espécies de Adiantum (Nakane,
Maeda et al. 2002; Melos, Silva et al. 2007) como o filiceno, um triterpeno presente
nas folhas de Adiantum cuneatum com atividade analgésica (Bresciani, Priebe et al.
2003; De Souza, Pereira et al. 2009). Flavonoides, como a quercetina, possui
atividade antinociceptiva e antiinflamatéria relatadas (Valerio, Georgetti et al. 2009) e
foi encontrada nas folhas de Adiantum tetraphyllum (Melos, Silva et al. 2007). Varios
acidos fendlicos também tém efeitos antinociceptivos e sdao comuns na familia
Pteridaceae (Melos, Silva et al. 2007). Por exemplo, derivados do acido caféico, um
acido fendlico amplamente distribuido nas plantas medicinais, tém propriedades
antinociceptivas em modelos murinos (De Campos Buzzi, Franzoi et al. 2009). B-
Sitosterol, um fitoesterdide com efeitos antinociceptivos relatados (Santos, Niero et
al. 1995), também foi isolado das folhas de Adiantum tetraphyllum (Melos, Silva et al.
2007). Entretanto, apesar dos dados da literatura apontarem possiveis candidatos, a
determinacdo da molécula responsavel pelas atividades antinociceptiva e
antiinflamatéria demonstradas nesse trabalho néo foi ainda realizada. Estudos de
identificacdo e purificacdo do constituinte ativo de Adiantum latifolium estdo em
andamento no laboratério.

Nos estudos das fracdes de EMA, observamos que todas elas reduziram o nimero
de contor¢des induzidas pelo acido acético de forma significativa, porém as fracées
butandlica e em acetato de etila apresentaram efeito antinociceptivo maior. A partir
desse dado, essas duas fracGes foram enviadas para identificacdo e purificacdo dos

componentes responsaveis pelas atividades antinociceptiva e antiinflamatoria.
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Com o objetivo de avaliar a viabilidade do desenvolvimento de um medicamento a
partir de Adiantum latifolium, avaliamos qual(is) parte(s) da planta contém a
substancia bioativa. Para tal, investigamos o efeito dos extratos metandlicos de
diferentes partes de Adiantum latifolium - folha, peciolo e caule+raiz - no teste de
contor¢cdes abdominais. Observamos que os trés extratos apresentaram atividade
antinociceptiva de igual magnitude, indicando que o constituinte bioativo encontra-se
em toda a planta. Essa caracteristica € uma grande vantagem, ja que dessa forma é
possivel obter a substancia bioativa do extrato total da planta, obtendo maior

rendimento.

Atualmente, ha um crescente interesse pela utilizacdo de produtos derivados de
plantas para o desenvolvimento de medicamentos devido a preocupacdo com a
seguranca das drogas sintéticas. Em contraste com os AINES, os inibidores de
producdo de citocinas exibem atividade modificadora da doenca em modelos
animais de inflamacao crbnica (Geiger, Rordorf et al. 1994). Assim, a inibicdo da
sintese e/ou liberacdo de citocinas por agentes nao toxicos é uma estratégia
terapéutica promissora para o controle de doencas inflamatorias. Os resultados
apresentados no presente trabalho indicam que Adiantum latifolium possui atividade
antinociceptiva e antiinflamatoria, associada com a inibicdo da liberacdo de IL-1,
constituindo uma atraente possibilidade para o desenvolvimento farmacologico.
Reforca essa idéia, o fato de doses de até 1g/kg do extrato ndo terem induzido
sinais de toxicidade, sugerindo relativa seguranca das doses farmacologicamente
ativas. Apesar do proposto papel de IL-1 B, os exatos mecanismos envolvidos nos
efeitos farmacolégicos de Adiantum latifolium estdo ainda sendo investigados no

laboratério.
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7. CONCLUSOES

Com os resultados apresentados neste trabalho, conclui-se que:

- Adiantum latifolium possui atividade antinociceptiva em modelos experimentais de

dor inflamatoria.

- Adiantum latifolium possui atividade antiinflamatéria, associada com reducédo dos

niveis locais de IL-1pB.

- Doses terapéuticas do extrato de Adiantum latifolium ndo induzem alteragédo da

funcdo motora.

- Doses de até 1g/Kg do extrato de Adiantum latifolium n&o induzem sinais de
toxicidade ou mortalidade, sugerindo uma seguranca terapéutica para as doses

farmacologicamente ativas.

- A analise fitoquimica indicou a presenca de terpenos, esteréides, flavonodides e
acidos fendlicos, os quais podem ser responsaveis pelos efeitos antinociceptivos

e/ou antiinflamatérios de EMA.

- As fracdes butanodlica e acetato de etila sédo as fracbes mais ativas do extrato de

Adiantum latifolium.

- A(s) molécula(s) biotiva(s) encontra(m)-se distribuida(s) igualmente em todas as

partes da planta.
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