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RESUMO

A espécie Pterodon pubescens Benth. (sinonimia botanica —
Pterodon emarginatus Vog.), € encontrada no Brasil nos cerrados dos estado de
MG, MS, GO e SP. A infusdo das sementes & popularmente utilizada como
analgésico (dores na coluna, dor de garganta, reumatismo), e até mesmo como
ténico (fortificante) e depurativo. Alguns trabalhos demonstraram agao analgésica
do Oleo extraido das sementes da P. pubescens (extratos: etandlico,
hidroalcodlico). Neste trabalho, produzimos o extrato bruto diclorometanico (EB)
das sementes para avaliar a atividade antinociceptiva, haja visto que apresenta os
mesmos constituintes do 6leo obtido por prensagem das sementes e que
demonstrou atividade antiinflamatéria em trabalhos preliminares. Demonstramos
que o EB possui agdo antinociceptiva em 3 diferentes ensaios farmacoldgicos:
contor¢des abdominais induzidas por acido acético (300 e 100 mg/kg, 57% e 46%
de reducgado respectivamente), teste da placa quente (100 mg/kg, aumento de
260%, 226% e 225% no tempo de reagcdo aos 30, 60 e 90 minutos,
respectivamente) e teste da formalina (reducdo de 42% e 92% do tempo de
reacdo para as fases | e Il do teste, respectivamente). Com o fracionamento do
extrato, identificamos as fragbes mais ativas nos mesmos modelos utilizados para
o EB. Nas fragdes mais ativas, HS3 e HS4, identificou-se tanto a presenca do
diterpeno furanico 6a- hidroxi, 7p- acetoxivouacapano com agao antiinflamatoria,
quanto um componente majoritario. Obteve-se a fracdo HS6, oriunda da fragao
HS3 sem a presenga do composto 6a- hidroxi, 7p3- acetoxivouacapano. Sua agao
antinociceptiva foi avaliada nos modelos: contorgdes abdominais induzidas por
acido acético (63% de redugao do numero de contorgdes), teste da placa quente
(aumento de 179% e 205% no tempo de reagédo aos 30 e 60 minutos) e teste da
capsaicina (redugao de 82% no tempo de reagao). A fragdo HS6 demonstrou agao
antinociceptiva em todos os modelos avaliados, o que supde a participacio tanto
central quanto periférica no mecanismo de analgesia. Para determinagdao do

mecanismo de agao antinociceptiva da fracdo HS6, avaliou-se preliminarmente, a



participacdo de receptores opidides (semelhante a morfina) na atividade
antinociceptiva. Utilizando cloridrato de naloxona, um antagonista opidide nao
especifico, no teste da placa quente, podemos demonstrar que a atividade
antinociceptiva ndo esta relacionada as vias opioidérgicas. A proxima etapa do
trabalho sera a avaliacdo do mecanismo de acao antinociceptiva da fracdo HS6

das sementes da Pterodon pubescens Benth.



ABSTRACT

Pterodon pubescens Benth. (Pterodon emarginatus Vog.), is found
throughout central and southeast Brazil. Folk medicine has employed this species,
for pain relieve, anti-inflammatory, analgesic (sorethroat and back pain) , tonic and
depurative. Studies have demonstrated the analgesic activity of crude P.
pubescens alcoholic extracts (ethanolic and hydroalcoolic extracts). This work
evaluated the antinociceptive activity of crude dichloromethane seed’s extracts
(EB) in three pharmacological assays( induced abdominal constriction by acetic
acid, hot plate test and formalin test). Bioassay guided purification of EB permitted
identification of the most active fractions. The resulting fractions HS3 and HS4
were the most active in the experimental models tested. Both most active fractions,
HS3 and HS4, displayed the presence of furan diterpen 6o - hydroxi, 7 -
acetoxivouacapan previously demonstrated to exhibite anti-inflammatory activity.
Evaluation of fraction HS6, free of 6 o - hydroxi, 7B - acetoxivouacapan,
maintained the antinociceptive activity when evaluated on induced abdominal
contortions; hot plate test and capsaicin in mice experimental models suggesting
either peripheral and central pharmacological mechanisms. These assays also
demonstrated that the antinociceptive activity has no relationship with opioid
receptors. Sequent studies will be undertaken to determine the antinociceptive
activity pharmacological mechanisms of Pterodon pubescens Benth. crude

dichloromethane seed’s extract.
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Estima-se em 246 mil a 279 mil o numero de espécies de plantas
catalogadas no mundo (Peixoto e Amorim, 2003), sendo que o Brasil € detentor de
14 a 20% deste montante (Sojearto, 1996). Porém, ja foram assinaladas espécies
nao encontradas em campo, sugerindo que as mesmas estejam extintas, pela

destruicao de seus ambientes naturais (Peixoto e Amorim, 2003).

O ritmo atual de devastacdo ja é considerado de 50 a 100 vezes
maior que aquele observado no passado. Considera-se que, mantendo o
ritmo de devastagao, até o ano de 2100 quase que a totalidade das florestas serao
eliminadas, e mesmo com a reducgao total da perda da biodiversidade, seriam
necessarios milhdes de anos para a recuperagao da diversidade biolégica por

meios evolutivos (Nodari e Guerra, 1999).

Trés razdes principais justificam a preocupagdo com a conservagao
da diversidade biologica: porque se acredita que a diversidade bioldgica seja uma
propriedade fundamental da natureza, responsavel pelo equilibrio e estabilidade
dos ecossistemas; porque se acredita que a diversidade bioldgica esteja se
deteriorando, inclusive com aumento ta taxa de extingado de espécies, devido ao
impacto das atividades antropicas e porque a diversidade biologica representa um
imenso potencial de uso econdmico, em especial pela biotecnologia (Cordell,
2000).

Com relagédo ao desenvolvimento de medicamentos, este contexto é
particularmente importante, uma vez que, as plantas medicinais constituem uma
rica fonte de novas moléculas a serem exploradas como drogas convencionais no
futuro ou ainda como ferramentas bioquimicas para a elucidagcdo de aspectos
etiolégicos de determinadas patologias que ainda permanecem obscuros (Lewis e

Hanson, 1991; Cragg e Newman, 2005).
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Outro aspecto importante € a obtencao de compostos que, apesar de
apresentarem potencial terapéutico limitado, podem ser utilizados como matéria
prima inicial para obtengcdo de produtos semi-sintéticos com atividade
farmacolégica mais pronunciada. Como exemplos, pode ser citado o
desenvolvimento do atracurio a partir dos alcaléides do curare, obtidos de
Chondrodrndron tometosum e dos anestésicos locais a partir da cocaina (Waigh,
1988).

Até meados do século XX as plantas medicinais e seus derivados
constituiam a base da terapéutica medicamentosa, quando a sintese quimica (que
teve inicio no final do século XIX) iniciou uma fase de desenvolvimento vertiginoso
(Calixto , 2003).

Um estudo sobre produtos naturais como fonte de novas drogas
entre os anos de 1981 e 2002, indicou que 67% das 877 pequenas moléculas
(com potencial farmacoldgico), sdo de origem sintética, porém 16,4%
correspondem a moléculas sintéticas com grupos farmacoféricos derivados

diretamente de produtos naturais (Cragg e Newman, 2005).

O interesse na pesquisa de novas substancias ativas de origem
vegetal tem aumentado significativamente. Varias empresas privadas e
organizagbes governamentais tém instituido projetos de pesquisa nesta area. E
importante salientar que na década de 70, nenhuma das 250 maiores companhias
do ramo farmacéutico do mundo mantinha qualquer programa de pesquisa na
area de produtos naturais e atualmente, pelo menos metade delas introduziram
este tipo de pesquisa como uma de suas prioridades (Fellows, 1995; Cragg e
Newman, 2005). A Ultima década registrou um aumento expressivo no
interesse em drogas derivadas de espécies vegetais, evidenciado pelo
crescimento de publicacbes dessa linha de pesquisa nas principais revistas

cientificas das areas de quimica e farmacologia (Rates, 2001; Calixto, 2003).
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Pterodon pubescens Benth. (Sucupira)

O Cerrado compreende 25% do territério brasileiro e se caracteriza
pela baixa fertilidade do solo e predominio de uma longa estagcdo seca, que
condicionam o desenvolvimento de um tipo peculiar de vegetagédo, muito atraente
pela rigueza em espécies medicinais e pela beleza dos aspectos estéticos que

apresenta (Ferri, 1969).

A espécie vegetal, Pterodon pubescens Benth. -sinonimia botanica
Pterodon emarginatus Vog. - € uma arvore da familia das Leguminosae-
Papillonoideae. Conhecida popularmente como faveiro, sucupira-branca, fava-de-
sucupira, sucupira ou sucupira-lisa, podemos encontra-la principalmente no
cerrado dos estados de Minas Gerais, S0 Paulo, Goias e Mato Grosso do Sul.
Esta espécie atinge de 8-16 metros, com tronco de 30-40 centimetros de didametro;
possui folhas pinadas, com 20-36 foliolos de 3-4 centimetros de diametro (fig.1)
(Lorenzi, 1998).

Um estudo etnoboténico em 30 cidades do interior de Minas Gerais
relatou o uso popular da sucupira (P. pubescens Benth.) no tratamento do
reumatismo, dores de garganta, problemas da coluna, como ténico e depurativo
(Carvalho, 1999).

A pesquisa com plantas que sdo empregadas como analgésico ou
antiinflamatério na medicina popular €, portanto, uma das mais logicas e
produtivas maneiras de pesquisar uma nova droga para uso terapéutico
(Elizabetsky, et al., 1995).

O género Pterodon compreende 4 espécies nativas do Brasil: P.

abruptus Benth., P. apparucuri Pedersoli, P. pubescens Benth. (P. emarginatus
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Vog.) e P. polygalaeflorus Benth. O estudo dessas espécies foi motivado pela
comprovacgao da agao anticercariana do 6leo da P. emarginatus Vog. e de outras
espécies, em adicdo a atividade antimicrobiana in vitro também obtida com o éleo

da P. emarginatus Vog. (Carvalho, 1999).

O diterpeno 14, 15- epoxigeranilgeraniol e alguns derivados foram
isolados da P. pubescens Benth., demonstrando serem eficientes agentes
quimioprofilaticos contra infec¢gdes causadas por cercarias de S. mansoni quando
aplicados topicamente na cauda de ratos (Dos Santos Filho et al., 1972). Em
1970, novos diterpenos foram obtidos por Mahajan e Monteiro, € no mesmo ano,

terpenos foram isolados por Fascio e colaboradores (Carvalho, 1999).

A partir de um estudo quimico de leguminosas brasileiras, foram
isolados isoflavonoides da Pterodon pubescens Benth. Continuando o estudo da
espécie, novos diterpenos foram isolados e mostraram eficacia no tratamento de

eschistossomose (Carvalho, 1999).

Quatorze diterpenos furanicos foram identificados e isolados dos
frutos do género Pterodon. O diterpeno furdnico — Vouacapano (6a-,7p3-
dihidroxivouacapanoato de sdodio), foi isolado da espécie P. polygalaeflorus Benth.
e sua atividade antiinflamatoéria demonstrada através do modelo de pata induzido

por carragenina (Carvalho, 1999).

A atividade antinociceptiva do Vouacapano também foi estudada por
Duarte e colaboradores em 1996, sugerindo uma possivel agdo catecolaminérgica

desse composto, atribuida a redugao da liberacéo de catecolaminas.

A atividade antiinflamatéria do extrato hexanico da P. pubescens

Benth., foi estudada por Carvalho e colaboradores, sendo sugerido que a atividade

N e e

prostaglandinas e outros mediadores envolvidos no sistema cininas. Sugeriu-se

10
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ainda que a atividade antiinflamatéria do extrato poderia estar relacionada a

presenga de compostos terpénicos (Carvalho, 1999).

Um estudo do extrato hidroalcodlico das sementes da P. pubescens
Benth. possibilitou a confirmacdo de seus efeitos em modelo de artrite

experimental e a auséncia de toxicidade subaguda (Coelho et al.,.2001).

Silva e colaboradores (2004) identificaram o sesquiterpeno 6a,7p3-
dihidroxivouacapano como responsavel pela atividade antiedematogénica do dleo

extraido das sementes da P. pubescens.

Recentemente Coelho e colaboradores (2005) demonstraram a acao
antinociceptiva do extrato hidroalcodlico da P. pubescens, atribuida a presenga de
derivados vouacapanicos. Os mecanismos responsaveis pela acao
antinociceptiva, ainda permanecem obscuros, porém parecem estar relacionados

a inibicao central ou periférica (Coelho et al., 2005).

11



Figura 1: Foto da arvore e das folhas da Pterodon pubescens Benth.

Figura 2: Foto das sementes da Pterodon pubescens Benth.
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2.1 DOR e NOCICEPCAO

A dor é uma experiéncia consciente que inclui componentes
caracteristicos, afetivos-motivacionais e cognitivos que produzem uma sensagao
unificada (Casey, 1999). Ela normalmente serve como um artificio de aviso, ou
seja, um sistema de alarme responsavel pela manutencdo da integridade do
organismo. A resposta nociceptiva € ativada somente por estimulos nocivos
atuando em um aparato sensorial especializado de alto limiar. Sendo assim a
nocicepgao € essencial para a sobrevivéncia de organismos em ambientes

potencialmente hostis (Scholtz e Woolf, 2002).

Existem muitos componentes da dor e eles podem ser entendidos
pela identificacdo de quatro amplas categorias: a nocicepgao, a percepgao da dor,
o sofrimento e o comportamento da dor, que podem existir independentemente da

existéncia de um dano tecidual.

A nocicepcao é a detecgdo do dano tecidual pelas fibras Ad e C.
Estas fibras sensoriais podem ser sensibilizadas por alteragdes inflamatorias e
neurais em seus arredores (ambiente). A percepg¢ao da dor é frequentemente
disparada por um estimulo nocivo, como um ferimento ou doenca. Ela pode
também ser gerada por lesdes no sistema nervoso periférico ou central, como
aquelas observadas em pacientes com neuropatia diabética. O sofrimento ¢ a
resposta negativa induzida pela dor, mas também pode ser desencadeado por
outros fatores como medo, ansiedade e estresse. O comportamento da dor é um
resultado da dor e do sofrimento; sdo as atitudes que as pessoas fazem ou
deixam de fazer e que podem ser atribuidos a presenga do tecido danificado
(Loeser e Melzack, 1999).

A dor também pode ser classificada de acordo com o tempo de

duragao, podendo ser designada como dor transitoria ou passageira, dor aguda e

15
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dor crénica. A dor transitéria € evocada pela ativagao dos nociceptores na pele
ou em outros tecidos do corpo, na auséncia de qualquer dano tecidual. Ela pode
estar presente todos os dias sem que necessariamente haja algum tipo de dano.
Por outro lado, a dor aguda é desencadeada apés uma lesdao substancial de
algum tecido e posterior ativagao dos nociceptores (Carr e Goudas, 1999; Loezer
e Melzack, 1999).

O local da lesdo altera a resposta caracteristica dos nociceptores,
suas conexdes centrais e o sistema nervoso autbnomo na regido, porém a cura
pode ser espontanea, ou seja, sem necessidade de intervencdo médica. Este tipo
de dor ainda pode ser visto apdés um trauma, intervengdes cirurgicas e algumas
doencas. Geralmente a dor aguda persiste por apenas alguns dias ou poucas
semanas. As dores que persistem durante ou apds a recuperacio dos tecidos nao

sdo mais consideradas agudas (Loeser e Melzack, 1999).

Na dor crénica, o tratamento apenas provoca uma remissao
transitoria nos sintomas, mas nao resolve o processo patolégico responsavel pelo
desencadeamento da dor, ou seja, assim que suspenso o tratamento, o paciente
voltara a sentir a dor. Neste caso, o dano tecidual excedeu a capacidade de cura
do organismo, que pode ter sido provocado por uma extensa lesdo, ocasionando
um subsequente déficit na cicatrizacdo. Outra possibilidade é o proprio
envolvimento do sistema nervoso, como por exemplo, no caso de neuropatias. Em
resumo, a dor ndo € distinta em aguda ou crbnica apenas pelo tempo que ela se
apresenta, mas sim pela habilidade do organismo em restabelecer suas fungdes

fisiologicas (Loeser e Melzack, 1999).

O aparato sensorial especializado pela percepg¢ao da dor é bastante
complexo e envolve estruturas que sao presentes desde a pele e 6rgéaos até
regides especializadas do sistema nervoso central (Furst, 1999). Alem disso, a
transmissao do sinal nociceptivo esta sujeita a uma variedade de moduladores

que podem atuar de forma facilitatéria ou inibitoria, desde os nociceptores até as
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estruturas cerebrais responsaveis pela percepgdo da dor (Furst, 1999; Gebhart,
2004).

Em condi¢gdes fisioldgicas normais, 0s sinais nociceptivos sao
gerados apenas por estimulos intensos, sejam eles quimicos, mecanicos ou
térmicos, que consequentemente causam o aumento nas descargas das fibras
aferentes primarias (FAP). Estas fibras podem ser classificadas em dois tipos, as
Ad e C. Estas fibras apresentam caracteristicas anatémicas e funcionais distintas,
porém sao componentes importantes para o inicio da transmissdo do impulso

nociceptivo.

As fibras C séo consideradas fibras finas (0,4-1,2 ym de diametro),
sdo amielinizadas e apresentam baixa velocidade de condug¢ao do impulso (0,65 —
2,0 m/s). Muitas das fibras C sdo chamadas também de nociceptores polimodais,
ou seja, respondem a estimulos quimicos, térmicos e mecanicos. Outras sao
insensiveis ao estimulo mecanico, mas respondem ao calor nocivo. Alem disso,
muitas delas também respondem a estimulos quimicos nocivos, como acidos e a

capsaicina (Besson, 1999; Millan 1999; Julius e Basbaum 2001).

As fibras Ad séo consideradas de diametro intermediario (2 — 6 ym
de diametro), sao mielinizadas e apresentam velocidade de condugéo
intermediaria (12 — 30 m/s). Existem dois tipos de nociceptores Ad e ambos
respondem ao estimulo mecanico intenso, mas podem ser distinguidos por sua
responsividade diferente ao estimulo térmico ou como sédo afetados pela lesdo
tecidual. O tipo | tem condutancia rapida e responde fracamente a estimulos
térmicos de baixa e alta intensidade e a estimulos quimicos. Porém, quando
ocorre sensibilizacdo, estas fibras passam a responder a estimulos térmicos de
alta intensidade, com respostas sustentadas, de longa duragdo e laténcia
demorada. Ja o tipo Il, que € menos comum e de condutancia mais lenta, tem um
limiar menor para estimulos térmicos que o tipo |, e ainda, responde de forma mais

rapida a estimulos (Millan, 1999).
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As fibras Ad e C transmitem a informacdo nociceptiva dos sitios
somaticos e viscerais (Cervero, 1995) para o corno dorsal da medula espinhal
(Carr e Goudas, 1999), sendo que as fibras Ad e as fibras C medeiam a “primeira”
e “segunda” dor, respectivamente, nomeadas de dor rapida, aguda ou lancinante e
demorada, mais difusa, uma dor mais atenuada, evocada pelo estimulo nocivo
(Julius e Basbaum, 2001). Entretanto, em érgaos internos esta diferenciagéo nao é
evidente, a dor caracteriza-se por ser pouco localizada, ou seja, ela se apresenta

de maneira difusa (Cervero, 1995; Calvino e Grilo, 2005).

Existe ainda um terceiro tipo de FAP, as fibras AB. Elas sao
consideradas fibras espessas (>10 um de didmetro), sdo mielinizadas e
apresentam rapida velocidade de condugao (30 — 100m/s) (Millan, 1999; Calvino e
Grilo, 2005).

Estas fibras ndo sédo responsaveis pela transmissao do estimulo
nociceptivo em condi¢gdes normais, elas detectam estimulos indcuos, tais como, o
toque, vibracado ou pressao aplicada sobre a pele, articulagdes e musculos. Elas
ainda podem reduzir a dor, e isto ocorre quando elas sao ativadas pela friccao das

maos no local da lesédo (Carr e Goudas, 1999; Julius e Basbaum, 2001).

O estimulo natural de alguns nociceptores € bastante dificil de
identificar, assim, eles sdo chamados de nociceptores “silenciosos” ou
“‘adormecidos” e sao responsivos apenas quando sdo sensibilizados por um
processo inflamatdrio, resultado de um dano tecidual (Besson, 1999; Millan, 1999;
Julius e Basbaum, 2001).

A destruicdo do tecido por si s6 pode ativar os nociceptores, apos
uma lesdo, e diversos mediadores poderdo ser liberados no tecido danificado.
Neste contexto podemos citar o glutamato e outros aminoacidos excitatorios
(AAEs), neuropeptideos, como a substancia P (SP) e peptideo relacionado ao

gene da calcitonina (CGRP), o trifosfato de adenosina (ATP), o 6xido nitrico (NO),
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prostaglandinas (PGs) e neutrofinas (fatores de crescimento). Estes transmissores
e uma diversidade de outros neuropeptideos, enzimas e uma mistura de muitas
outras moléculas exibem um complexo exemplo de co-localizagdo, co-modulacéo

e co-liberagdo dos mediadores nas FAPs (Millan, 1999).

Quando ocorre um dano significativo nos tecidos, a dor é
frequentemente mais persistente e € associada a um processo inflamatério e,
nestas circunstancias, geralmente ocorrem a hiperalgesia (definida como uma
diminuigao do limiar para provocar respostas indicativas de nocicepgao por uma
alteracao na transmissao da dor) e alodinia (dor em resposta a um estimulo nao

nocivo) nos tecidos adjacentes (Dray, 1997).

O desencadeamento de uma resposta inflamatoria local sera
sustentado por multiplos mediadores e células imunes e estes irdo alterar o
padrdao normal de resposta nociceptiva. Estes mediadores sensibilizam os
nociceptores funcionais ou ativam aqueles que estdo latentes (“nociceptores
silenciosos”). Os nociceptores sensibilizados provocam um aumento no padrao
basal das descargas, uma reducdo dos limiares de estimulos sobre o qual a
descarga basal aumenta, um aumento supranormal no padrdo das descargas, O
que aumenta o poder do estimulo, ou uma combinacao destas mudancas. No sitio
da lesdo, os mediadores inflamatérios (monoaminas, citocinas, prostandides,
peptideos), neurotransmissores e fatores de crescimento banham os nociceptores
sensibilizados. Interagdes entre multiplos mediadores e seus respectivos
receptores permitem a integracdo sensorial e modulagdo dos impulsos

nociceptivos na periferia (Carr e Goudas, 1999).

Este conjunto de fatores resulta em mudangas nos limiares de
ativacdo dos nociceptores e mecanoceptores, faciltando entdo, o
desencadeamento de uma resposta nociceptiva. Também ocorrem mudangas no
SNC, particularmente evidenciadas na medula espinhal, onde os reflexos e

atividade neuronal das células estdo aumentados (Appleton, 1997).
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Seguindo a transmiss&o do impulso da pele até o SNC, observa-se a
importante participacdo da medula espinhal. Ambas as FAPs (Ad e C) que
detectam os estimulos na pele e o6rgaos internos, terminam em laminas
superficiais e profundas do corno dorsal da medula. As camadas mais superficiais
incluem a zona marginal, ou lamina | e a substancia gelatinosa, ou Iamina Il e lll,
enquanto que as profundas envolvem as laminas V e VI, além da lamina X. As
fibras AB , que séo responsaveis por estimulos in6cuos, terminam nas laminas Il e
VI (Fasrt, 1999; Millan, 1999; Millan, 2002), também chamado de nucleus propius
(Millan, 1999). A localizagao anatdomica das fibras A, Ad e C na medula espinhal

esta ilustrada na figura 3.
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Figura 3: Localizagao anatdmica das fibras AB, Ad e C no corno dorsal da medula
espinhal (Calvino e Grilo, 2005).

No corno dorsal, o estimulo nociceptivo estimula diretamente os
neurénios de projecdao (NPs), ou indiretamente via interneurénios excitatorios
(INEs). Além disso, as FAPs também podem ser moduladas por interneurénios

inibitérios (INIs), que irdo interagir com os NPs, INEs ou nos proprios terminais das
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FAPs, desempenhando um papel muito importante no controle da transmissao
nociceptiva (Castro, 2000; Millan, 2002).

O trajeto ascendente, em seguida, retransmite a informacgéo
nociceptiva rostralmente para estruturas talamicas, limbicas e corticais,
responsaveis pelas respostas afetivas e sensorial-discriminativa da dor (Carr e
Goudas, 1999).

Segundo o modelo descrito inicialmente por Melzack (1999), na
medula, as informagdes nociceptivas vindas das visceras, pele e outros 6rgaos,
estdo sujeitas a uma grande variedade de transmissores que irao filtrar e modular
a transmissao do impulso nociceptivo para o cérebro (Besson, 1999; Furst, 1999;
Millan, 2002).

Estas substancias moduladoras da resposta nociceptiva poderao, por
vezes, atuar como pronociceptivas (controle descendente facilitatorio) ou
antinociceptivas (controle descendente inibitério), dependendo de diversos fatores,
tais como o tipo e intensidade do estimulo, regido central ativada pelo estimulo,
tipo de receptor ativado, entre outros. Por este motivo, a distincdo entre
transmissor inibitério e facilitatorio se torna bastante dificil, exigindo estudos
especificos para determinada area central, ou para determinado receptor do

neurotransmissor em questao (Millan, 2002).

Entre as areas centrais ja estudadas e bem caracterizadas encontra-
se o hipotalamo, o nucleo parabraquial, o nucleo do trato solitario, a medula
rostroventromedial, o nucleo dorso reticular da medula, substincia cinzenta
periaquedutal (PAG) e o cortex cerebral (Millan, 2002). Os neurdnios projetados
destas areas (Via Descendente Inibitéria — VDI ou Via Descendente Facilitatoria —
VDF) contém os transmissores responsaveis pelo controle descendente da dor e
entre eles estdo a noradrenalina (NOR), serotonina (5-HT), acetilcolina (Ach),

acido gama amino butirico (GABA), dopamina (DA), encefalina (ENC), dinorfina
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(DIN), endomorfina (EM), adenosina. Neste contexto, € importante salientar que a
NOR e a 5-HT sao os transmissores das VDIs mais amplamente estudados, e sédo
considerados 0s seus principais neurotransmissores inibitérios (Furst, 1999;
Millan, 2002). As estruturas cerebrais envolvidas na iniciagdo e modulagcéo do

controle descendente da informagéo nociceptiva estao ilustradas na figura 4.
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Figura 4: Inter-relacdo entre estruturas cerebrais envolvidas na iniciacdo e
modulagao do controle descendente da informagao nociceptiva. Abreviaturas:
PAG, substancia cinzenta periaquedutal; NTS, ndcleo do trato solitario; PBN,
nucleo parabraquial; DRT, nucleo dorso reticular; RVM, medula rostroventricular;
NA, noradrenalina; 5HT, serotonina; FAP, fibra aferente primaria; NP, neurdnio de
projecao; GRD, ganglio da raiz de proje¢ao (adaptado de Millan, 2002).
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2.2 Vias Noradrenérgicas:

Os receptores noradrenérgicos mais expressivos nas VDIs sé&o os asy.
Estes receptores estdo acoplados a proteina Gy, e provocam a inibicdo da
adenilato ciclase (AC), aumentam as correntes de potassio (K') e suprimem as
correntes de calcio (Ca*?). Estes mecanismos s&0 os responsaveis pela atividade
antinociceptiva destes receptores. No corno dorsal, a ativagao destes receptores
provoca uma redugao moderada da estimulagdo dos NP pelas FAPs, e também
uma reducdo na liberagdo de transmissores pronociceptivos, como a SP e o

glutamato de seus terminais (Millan, 1997).

Os receptores oy adrenérgicos também podem desempenhar a
atividade antinociceptiva por permitir interagdées com outros transmissores como a
galanina, GABA e encefalinas, uma vez que as VDIs noradrenérgicas estdo co-
localizadas com estes transmissores (Furst, 1999; Millan, 1999). Os agonistas dos
receptores oy adrenérgicos podem ainda cooperar com a atividade de outras
classes de analgésicos, como os agonistas colinérgicos, os agonistas opioides, o0s
agonistas GABAérgicos, os antagonistas dos receptores N-metil-D-aspartato
(NMDA), os anestésicos locais, os ligantes serotoninérgicos, os agonistas dos
receptores de adenosina e os inibidores da enzima ciclooxigenase (Ossipov, 1985;
Suh, 1989; Sawynok e Reid, 1992; Zhang, 1997; Poon e Sawynok, 1998). Isso
implica em uma possivel redugdo nas doses utilizadas nas monoterapias,
evidenciados pela reducdo dos efeitos colaterais, e um ganho na atividade
antinociceptiva destas classes de medicamentos (Millan, 2002). Os receptores a4
adrenérgicos também apresentam um papel importante na modulagdo da
nocicepgéo e eles estdo acoplados positivamente a proteina Gq/11 € ativam canais
de Ca*™ e a fosfolipase C (PLC), mobilizando Ca*? intracelular. Alguns trabalhos
demonstram que os receptores a4 produzem analgesia. Isto é observado nos
relatos da atividade antinociceptiva da fenilefrina (agonista o4 adrenérgico), sendo
bloqueada pela acado da prazozina (antagonista a4 adrenérgico) (Tasker et al.,

1992). Vias inibitorias e facilitatorias noradrenérgicas ilustradas na figura 5.
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Via Inibitéria Via Facilitatoria

=]
E:‘Iimulo_ "/ s @ﬂgﬁ:
MNocive

Figura 5: Exemplo das vias inibitérias e facilitatérias noradrenérgicas.
Abreviaturas: NA, noradrenalina; ENC, encefalina; GABA, &acido gama-amino
butirico; ININ, interneuronio inibitério; GRD, ganglio da raiz de projecao; NP,
neurdnio de projecao; FAP, fibra aferente primaria (adaptado de Millan, 2002).

2.3 Vias Serotoninérgicas:

A ativacao das fibras descendentes serotoninérgicas nao € sinénimo
de indugdo de analgesia mas de concomitante agdo da 5-HT de forma pro-
nociceptiva (VDEs) e antinociceptiva (VDIs) no corno dorsal da medula (Millan,
1999).

Varias classes de receptores da 5-HT ja foram identificados, e entre
eles estdo o0 5-HTp, 5-HT1g, 5-HT1p, 5-HT4F, 5-HT2a, 5-HT2g, 5-HTyc, 5-HT35 € 5-
HT;. O papel destes receptores € bem distinto entre eles, e suas localizagbes
também. Os receptores 5-HT4p estdo negativamente acoplados a AC e sua
ativacdo abre os canais de K* e fecham os canais de Ca*. Eles exercem uma
influéncia inibitoria bastante pronunciada sobre a excitabilidade neuronal (Millan,

2002). A atividade antinociceptiva da 5-HT atuando em seu receptor 5-HT 14 ja foi
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evidenciada através de diversos experimentos (Bardin et al., 2000; Bardin et al.,
2001; Colpaert et al., 2002; Deseure et al., 2002).

Os receptores 5-HTig, 5-HTip, 5-HT4 também estdo acoplados
negativamente a AC e suas ativagdes aumentam as correntes de K*, contribuindo
para suas influencias inibitérias na atividade neuronal. Estes trés receptores estao
intimamente relacionados quanto a suas localizagbes, sendo que suas ativagoes
demonstraram atividade antinociceptiva, porém, supde-se uma atividade mais

expressiva dos receptores 5-HT4g sobre os outros dois (Millan, 2002).

Os receptores 5-HT, (5-HT2a, 5-HT2, 5-HT,c) estdo acoplados
positivamente a PLC e exercem uma atividade inibitoria sobre as correntes de K,
evidenciando uma influéncia excitatoria sobre atividade neuronal. Basicamente
eles apresentam atividades pronociceptivas. Entretanto, o posicionamento de
receptores 5-HTza € 5-HT2c em sitios INIs podem, evidentemente transformar a
atividade pronociceptiva em um papel antinociceptivo destes receptores (Millan,
2002).

O receptor 5-HT3 € um canal ibnico pentamérico, distinguindo
drasticamente das outras classes de receptores serotoninérgicos. Sua ativagao
aumenta a atividade da PLC, reforcando sua influéncia facilitatéria sobre a
excitabilidade neuronal. (Millan, 2002). Isto implicaria em um papel pronociceptivo
do mesmo, porém ja foi descrita a atividade antinociceptiva dos receptores 5-HTs3.
A suposicao é que ele esteja também atuando nos INIs, ndo so6 pela atividade do
receptor 5-HT3;, mas também auxiliando os INIs GABAérgicos e encefalinérgicos
(Millan, 2002).

Existem fortes evidencias de que a 5-HT aumentaria a acdo das VDIs
noradrenérgicas, demonstrando um sinergismo nas atividades das duas VDIs na
producdo da antinocicepgao (Furst, 1999). Também foi demonstrado que a

serotonina age facilitando o efeito antinociceptivo de outros mediadores das VDIs
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(Millan et al., 1997; Obata et al., 2003; Sounvoravong et al., 2004). Outras
evidéncias vém de que agentes que liberam ou inibem a recaptagdo de serotonina
causam analgesia (Castro, 2000). As controvérsias sobre os efeitos pro ou
antinociceptivos da 5-HT sao muitas, isso porque, conforme o sitio onde ela é
aplicada, o modelo experimental escolhido e a dose empregada, ela pode ter
efeito pré ou antinociceptivo (Millan, 2002). Vias inibitérias e facilitatérias

serotoninérgicas ilustradas na figura 6.

Via Inibitoria Via Facilitatoria
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Figura 6: Exemplo das vias inibitérias e facilitatérias serotoninérgicas.
Abreviaturas: NA, noradrenalina; ENC, encefalina; GABA, acido y-amino butirico;
ININ, interneuronio inibitério; GRD, ganglio da raiz de projecao; NP, neurdnio de
projecéo; FAP, fibra aferente primaria (adaptado de Millan, 2002).
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2.4 Vias Dopaminérgicas:

As vias dopaminérgicas mesolimbica, mesocortical e nigroestriatal
estao envolvidas na inibicdo da nocicep¢ao em nivel supra-espinhal. Elas sao
responsaveis pela acido antinociceptiva central e ainda, por modular os controles
descendentes dopaminérgicos, atuando em sua familia de receptores D,, a qual
AC, via proteina Gyo. Também ha uma supressdo das correntes de Ca'™ e
aumento nas correntes de K*, promovendo entdo uma reducdo na atividade

neuronal (Missale et al., 1998).

Quando existe a presenga de um estimulo nocivo, agudo ou
sustentado, ocorre um aumento na liberacdo de dopamina no corno dorsal da
medula, sugerindo um aumento na atividade das VDIs dopaminérgicas. Também
ocorre aumento nos niveis de dopamina no liquido cérebro espinhal em certos

tipos de dores crénicas (Millan, 2002).

Varios experimentos realizados com agonistas dopaminérgicos
também demonstraram um potencial antinociceptivo das vias dopaminérgicas
(Zarrindast et al., 1999). Vias facilitatorias e inibitérias dopaminérgicas ilustradas

na figura 7.
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Via Inibitoria Via Facilitatoria
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Figura 7: Exemplo das vias inibitérias e facilitatérias dopaminérgicas.
Abreviaturas: NA, noradrenalina; ENC, encefalina; GABA, acido y-amino butirico;
ININ, interneuronio inibitorio; GRD, ganglio da raiz de projecdo; NP, neurdnio de
projecao; FAP, fibra aferente primaria (adaptado de Millan, 2002).

2.5 Vias Colinérgicas:

Numerosos estudos tém indicado um papel do sistema colinérgico
central na nocicepg¢ao e no mecanismo de agao dos opidides, ou que poderia estar
atuando em vias monoaminérgicas (Bartolini et al., 1987; 1992; Furst, 1999). A
acetilcolina (Ach) modula a nocicepcao por um padrdao complexo de efeitos,
mediado via multiplas classes de receptores, incluindo muscarinicos e nicotinicos.
Os receptores My, M3 e Ms estdo positivamente acoplados a proteina Ggu1,
aumentando a atividade da PLC e AC, enquanto que os receptores M, e My séo
acoplados a proteina Gjy, refletindo na supressdao da atividade da AC e das
correntes de Ca+2, e ainda, os receptores M, ativam os canais de K" (Millan,
2002).
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Em contrapartida, os receptores nicotinicos sdo canais ionotropicos
(permeaveis a cations), pentaméricos e apresentam-se na forma de 17 subtipos
diferentes. A atividade antinociceptiva da acetilcolina no corno dorsal
predominantemente envolve mecanismos muscarinicos. Tem sido descrito na
literatura que os receptores M, e My sao responsaveis por estes efeitos (Gualtieri
et al., 1989; Wess et al., 2003). Também & importante salientar que a
administragcado de agonistas dos receptores a, adrenérgicos em nivel espinhal e a
ativacao supra-espinhal de receptores opidides do tipo Y, aumentam a liberagao
de Ach no corno dorsal. Também foi sugerido que os receptores M, tenham um
papel antinociceptivo na periferia. Assim como o0s receptores muscarinicos, a
ativacao dos receptores nicotinicos pode contribuir para as agdes antinociceptivas
dos agonistas a, adrenérgicos no corno dorsal. Além disso, podem interagir com
terminais  serotoninérgicos e  adrenérgicos, também  proporcionando

antinocicepgao (Millan, 2002).

2.6 Vias Oxido Nitrérgicas:

Em varios nervos periféricos, no corno dorsal e possivelmente em
outras partes do SNC, o éxido nitrico (NO) é formado pré-sinapticamente e atua
como um transmissor do tipo nd&o noradrenérgico-ndo colinérgico. Ele esta
implicado no controle do desenvolvimento neuronal, na plasticidade sinaptica no
SNC, no apetite e na nocicepgao (Furst, 1999). O NO neuronal e o ndo neuronal
apresentam um papel importante na modulagao da resposta nociceptiva em varios
niveis, atuando por mediar a sensibilizagdo de neurdnios do corno dorsal, além de
participar de mecanismos facilitatérios glutamatérgicos (VDE glutamatérgica)

desencadeados por processos inflamatorios (Furst, 1999; Millan, 2002).

Tem sido descrito que inibidores da 6xido nitrico sintase (NOs)
produzem efeito antinociceptivo em camundongos, sugerindo também um papel
importante do NO no processamento da dor na medula espinhal (Meller e Gebhart,

1993). Porém, o NO pode interagir com as VDIs noradrenérgicas, opioidérgicas,
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serotoninérgicas, colinérgicas, ou outros transmissores responsaveis pelo controle

descendente inibitdrio, resultando em antinocicepgao (Furst, 1999; Millan, 1999).

Existem outras contradicbes sobre o verdadeiro papel do oxido
nitrico na nocicepgdo. Em seus experimentos Meller e Gebhart (1993)
constataram que a hiperalgesia térmica requer a ativacao de receptores NMDA na
medula, mediada pelo NO, enquanto que a hiperalgesia mecanica requer a
coativagcdo de receptores AMPA e metabotropicos medidos por produtos da
ciclooxigenase. Por outro lado, Ferreira (1993, 1995) constatou que a estimulagao
do sistema L-Arginina/NO/GMPc, por outro lado, promove a regulagao
decrescente dos nociceptores, promovendo analgesia.

2.7 Vias GABAérgicas:

O GABA esta presente em niveis supra-espinhais, regulando os
controles descendentes, suas préprias vias e outros neurénios do corno dorsal.
Ele também ¢é um neurotransmissor inibitério na modulacdo do processo
nociceptivo (Hui et al., 2003). Os receptores GABAs compreendem um canal
ibnico pentamérico, formando um grupo de 18 diferentes sub-tipos. Entretanto,
eles podem ser distinguidos pelas suas permeabilidades a anions subjacentes a

uma influéncia inibitdria sobre a excitabilidade celular.

Os receptores GABAg sao heterodimeros acoplados a proteina Gjyp,
sendo que sua ativagdo aumenta as correntes de K* e suprime as correntes de
Ca*?, geralmente inibindo a AC, provocando uma redugao na atividade neuronal
(Farst, 1999; Charles et al., 2001). Um terceiro tipo de receptores GABA (GABAc)
também ja foi identificado, mas ele parece nao participar do controle da

nocicepgao (Hui, 2003).

Pela acdo em seus receptores GABAA € GABAg, 0s interneurdnios

inibitérios apresentam um papel critico e bem estabelecido no processo
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antinociceptivo na medula espinhal e nucleo trigeminal, suprimindo excessivas
excitagdes dos circuitos nociceptivos no talamo e cortex cerebral, tanto em dores
crbnicas como agudas (Millan, 1999). llustrando, ainda, a complexidade e
multiplicidade dos papéis dos neurbnios GABAEérgicos, eles atenuam a liberagéo
de outros neurdnios aferentes primarios (serotoninérgicos), via receptor GABAg.
Estas agdes podem ser a base das agdes antinociceptivas de agonistas
GABAérgicos, como o baclofeno (Furst, 1999; Millan, 2002). Os interneurdnios
inibitérios GABAérgicos apresentam ainda padrées de co-localizagdo com outros
neurotransmissores envolvidos com a resposta nociceptiva, sdo exemplos disso:
co-localizagao com receptores colinérgicos, opioides e glicinérgicos, que € outro
importante neurotransmissor inibitorio (Millan, 2002).

2.8 Vias Opioidérgicas:

Os peptideos opidides sao formados a partir de distintas proteinas
precursoras ou pro-hormoénios, que levam a formacdo de novos peptideos,
aumentando o numero de componentes das familias de peptideos opidides
conhecidas, bem como subsequente conhecimento de suas localizagdes e de

seus papéis na modulagao do processo nociceptivo (Millan, 2002).

Entre os peptideos opidides, podemos citar as encefalinas,
endomorfinas, pB-endorfinas, melanocortinas, nociceptina e nocistatina. As
encefalinas medeiam suas agdes na PAG e amigdala via receptor 3, as dinorfinas
via receptor « e as p-endorfinas via receptor p, levando a conclusdo que o

mecanismo de acao destes peptideos é via VDI (Furst, 1999).

As endomorfinas, por sua vez, apresentam alta afinidade e
seletividade para os receptores y opidides, de localizagdes supraespinhais, como
a PAG e amigdala, apresentando importante papel na modulagdo do controle
descendente da dor (Millan, 2002). Em adicdo a estes fatos, as acbes

antinociceptivas dos peptideos opidides podem ser por mecanismos indiretos.
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Existem relatos sobre interagdo entre as vias encefalinérgicas e dopaminérgicas
(Michael-Titus et al., 1990) e GABAérgicas (Hui et al., 2003; Lee et al., 2003) na
promogao da agao antinociceptiva (Castro, 2000).

Existem trés tipos majoritarios de receptores opiodides. Eles sdo os
receptores mi (u), kappa (x) e delta (8) (Todd e Spike, 1993; Coggeshal e Carlton,
1997). Eles estdo localizados em varios niveis nas vias de transmissao da dor,
como por exemplo, no corno dorsal, mesencéfalo e tdlamo, e tem sido associado
com analgesia espinhal e supra-espinhal. Existem dois subtipos de receptores p,
um responsavel pela atividade antinociceptiva (u1) e outro (u2) responsavel pela
depressao respiratéria induzida por agonistas J; o0s receptores k estdo
amplamente presentes nas mesmas areas que o receptor y. Quando ativado, ele
produz analgesia em nivel espinhal. Os receptores & sdo geralmente encontrados
em toda parte do neuro-eixo (Furst, 1999). Estes receptores apresentam um
padrao homogéneo de mecanismo de transdugdo: todos sdo negativamente
acoplados a AC e aumentam as correntes de K* e suprimem as correntes de Ca*?,
estas agdes sdo responsaveis por suas atividades inibitérias sobre a excitabilidade
neuronal. Estes receptores podem ser encontrados co-localizados em um simples
neurénio. Isto é importante, pois foram observadas interacbes entre os receptores
opiodides, incluindo a constituichio de heterodimeros que apresentam
caracteristicas diferentes dos mondmeros equivalentes (Przewocki e Przewoca,
2001; Millan, 2002).

Atuando de maneira diferente, encontramos a nociceptina. Este
peptideo composto de 17 aminoacidos, também chamado de orfanina Q,
apresenta suas atividades através de sua atuacdo em receptores opidides tipo 1
(ORL4), também chamado de receptor NOP. Assim como os outros peptideos e
receptores opidides, a nociceptina e seu receptor NOP, também estao envolvidos
no processamento da nocicepgao em regides do SNC. Autores tém demonstrado
que a nociceptina (em baixas doses) apresenta um papel pronociceptivo no corno

dorsal da medula espinhal, possivelmente por atuar interagindo com outros
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transmissores como o GLU e SP liberado nas FAPs e prostaglandinas atuando
nos INIs. J& em regibes supra-espinhais, a nociceptina parece exercer uma
influéncia inibitoria sobre processos antinociceptivos (Millan, 2002). Substéncias
participantes das vias inibitérias e facilitatérias no processo nociceptivo, ilustradas

na figura 8.

GRD @
a @
Estimule T 8 @® Estimule
Meocive Thjiria Mecive

Figura 8: Exemplos de mecanismos envolvendo as vias descendentes inibitéria e
facilitatoria. Abreviaturas: Ach, acetilcolina; EM, endomorfina; ENC, encefalina;
DIN, dinorfina; B-EP, B- endorfina; GABA, acido y-amino butirico; GAL, galanina;
NO, o6xido nitrico; NT, neurotensina; CCK2, colocistocinina; NA, noradrenalina;
GLU, glutamato; NP, neurdnio de projegao; IN, interneurdnio; FAP, fibra aferente
primaria; GRD, ganglio da raiz dorsal; INIs, inter neurdnios inibitérios, INES,
interneurdnios excitatérios (adaptagéao de Millan, 2002).
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Proposigdo

* Avaliar a atividade antinociceptiva do EB das sementes da Pterodon

pubescens Benth.;

*Avaliar a atividade antinociceptiva das fragcdes obtidas do EB das

sementes da Pterodon pubescens Benth.

* Determinar as fragdes ativas e identificar os compostos presentes.
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4.1 MATERIAL
4.1.1 Drogas

Indometacina; morfina (Cristalia- Brasil) ; capsaicina (Sigma
Chemical Co- USA), hidrocloreto de naloxona (Sigma Chemical Co- USA). Todas
as drogas foram solubilizadas em solucdo salina (NaCl 0,9%), juntamente com
0,5% de Tween 80°.

4.1.2 Solventes e Reagentes

Formaldeido (Chemco- Brasil), Tween 80® (Labsynth- Brasil), cloreto
de sddio (Labsynth- Brasil), acido acético glacial (Chemco- Brasil), diclorometano,
acetato de etila (Chemco), anidrido acético (Merck, Alemanha), solu¢do de
anisaldeido (4cido acético: acido sulfurico: anisaldeido [50:1:0,5] ) e hexano
(Chemco). Todos os solventes e reagentes utilizados foram P.A. Quando
necessario, os solventes foram destilados e tratados conforme descrito por Morita

e Assumpcao (1986).

4.1.3 Material Vegetal

As sementes da Pterodon pubescens Benth. foram coletadas nos
municipios de Pedregulho (SP) e Sao Carlos (SP), em marco de 2004, sob a
supervisao do Prof. Dr. Jorge Yoshio Tamashiro do departamento de Botanica do
IB-UNICAMP. As exsicatas (1398 e 1402) foram depositadas no Herbarium da
Universidade Estadual de Campinas (UEC) do IB-UNICAMP.
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4.1.4 Animais

Os animais foram obtidos do Centro de Bioterismo da UNICAMP
(CEMIB) e mantidos em camaras com temperatura controlada (25 £ 2°C) em ciclos
claro-escuro de 12 horas, com agua e ragao ad libidum. Foram utilizados
camundongos albinos Swiss machos, adultos (25-359g), aclimatados as condigbes
do laboratério por 7 dias, sendo agrupados ao acaso, em grupos de até 10
animais e submetidos a jejum de 12 horas. Todos os experimentos foram
conduzidos com aprovacédo da Comisséo de Etica em Experimentacdo Animal do
IB-UNICAMP, sob protocolo numero 766-1 (anexo 1). Foram adotadas boas
praticas de manutencao e tratamento dos animais conforme as normas descritas
pelo NIH (1996) e CIOMS (1985).

4.2 METODOS
4.2.1 Estudo Fitoquimico
4.2.1.1 Extragao
Sementes da Pterodon pubescens Benth. moidas com gelo seco em
moinho de facas (Stephen modelo UMA40), foram extraidos utilizando
diclorometano como solvente extrator, trés vezes, em periodos de uma hora e
meia cada, na propor¢ao de 5:1 (solvente: material vegetal). O extrato foi seco

sobre Na,;SO, anidro, filtrado e concentrado em rotaevaporador Buchi RE 120,

fornecendo o 6leo das sementes denominado extrato bruto (EB).
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4.2.1.2 Métodos Cromatograficos :
4.2.1.2.1 Cromatografia em Coluna Filtrante

As cromatografias em coluna filtrante foram realizadas utilizando
suporte de vidro com placa porosa, fase estacionaria com Silicagel 60°® (Merck,
0,063- 0,200 mm) numa proporgdo de 1:3 (amostra: silicagel).

Utilizou-se gradientes de hexano, acetato de etila e metanol para as fase moéveis.
4.2.1.2.2 Cromatografia em Coluna Classica

As cromatografias em coluna classica foram efetuadas em suporte
de vidro recheado com Silicagel 60° (Merck, 0,063- 0,200 mm). Foi utilizada uma
proporcao de 1:30 (amostra: silicagel) para a montagem da coluna; quando
necessaria uma purificagao mais refinada, esta proporgao foi aumentada para 100

vezes.
4.2.1.2.3 Cromatografia em Camada Delgada

As cromatografias em camada delgada (CCD) foram efetuadas em
cromatofolhas prontas (Merck® artigo 5554). A deteccdo dos compostos foi feita
por irradiagcdo com lampada UV a 254nm, com posterior pulverizagdo com solugao
acido acético: acido sulfurico: anisaldeido (50: 1: 0,5), seguido de aquecimento em

estufa a 100°C durante 5 minutos.

4.2.1.2.4 Analise Qualitativa por Cromatografia Gasosa-Espectrometria de

Massas
As fragdes e substancias puras foram diluidas em acetato de etila ou

metanol e analisadas por cromatografia gasosa capilar acoplada a um detector de

massas (CG Hewlett Packard 5890, série Il, diretamente acoplado a um detector
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seletivo de massa Hewlett Packard 5970, equipado com uma coluna de silica
fundida WCOT, 30 m x 0.25 mm, DB-1 ou DB-5, ou similares). As condi¢des para
analise foram: temperatura de injetor e detector 250°C; forno 110°C (2min)/ 2°C/
min/ 300°C (10 min).

4.2.2 Avaliagao Farmacolégica

4.2.2.1 Avaliagao Hipocratica

Grupos experimentais de 2 camundongos (Swiss) foram tratados
pela via intraperitoneal (i.p.) com solu¢cdo de NaCl 0,9%, morfina (10 mg/kg) e com
o extrato bruto (EB) da P. pubescens Benth. nas doses de 30, 100, 300 e 1000
mg/kg. Foram entdo colocados em uma caixa para que se pudesse avaliar as

condigbes gerais dos animais durante um periodo de 3 horas.

4.2.2.2 Atividade Antinociceptiva

4.2.2.2.1 Teste das contor¢cées abdominais induzidas por acido acético

Grupos experimentais de até 8 camundongos (Swiss), em jejum de
12 horas foram tratados com solugéo salina 0,9%, indometacina (10 mg/kg), EB da
P. pubescens Benth. bem como suas fragbes (doses variadas) via oral. Apdés uma
hora, os animais receberam acido acético (0,8% 0,1 mL/ 10g, i.p.). As contor¢des
da parede abdominal, seguidas de tor¢cbes do tronco e extensdo dos membros
posteriores produzidas, foram contadas durante 20 minutos como indicativo de

nocicepgao (Koster et al., 1959; Vacher et al., 1964).
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4.2.2.2.2 Teste de algesia induzida por calor (Placa quente)

Foram utilizados grupos de até 8 camundongos (Swiss) submetidos a
jejum de 12 horas. Os animais foram tratados pela via oral com solugédo de NaCl
0,9%, morfina (10 mg/kg) controle positivo e com o EB da P. pubescens Benth. e
suas fracdes nas doses de 30, 100, 300 e 1000 mg/kg, trinta minutos antes da
administracdo do estimulo algico. Apos 30, 60, 90 e 120 minutos desta
administragdo, os animais foram submetidos ao estimulo algico em placa quente
com temperatura controlada de 56 + 0,1°C, até que apresentasse o reflexo
doloroso (lamber as patas dianteiras e/ou traseiras) sendo anotado o tempo de
reacdo dos animais com uso de crondmetro acoplado a placa quente. Para este
teste, os camundongos foram previamente submetidos ao estimulo algico (24h

antes) a fim de selecionar os animais mais responsivos.

4.2.2.2.3 Teste de algesia induzida por Formalina

Foram utilizados grupos de até 8 camundongos (Swiss) submetidos a
jejum de 12 horas. Os animais foram tratados pela via oral com solugédo de NaCl
0,9%, morfina (10 mg/kg), indometacina (30 mg/kg) e com extrato bruto (EB) da
Pterodon pubescens pela via oral. Apds 60 minutos, foi administrada uma solugao
de formalina na concentragdo de 2% (formaldeido 1,2% em PBS) por via
intraplantar (20 uL/ pata) na pata posterior direita dos animais. O tempo que os
animais permaneceram lambendo as patas, durante um periodo de 45 minutos, foi
indicativo de nocicepg¢ao. Os primeiros cinco minutos determinam resposta a dor
de origem neurogénica; dos 25-45 minutos, determinam resposta a dor de origem

inflamatoria.
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4.2.2.2.4 Teste de algesia induzida por capsaicina

Foram utilizados grupos de até 8 camundongos (Swiss) submetidos a
jejum de 12 horas. Os animais foram tratados pela via oral com solugédo de NaCl
0,9%, morfina (10 mg/kg), e com as fragdes do 6leo das sementes da P.
pubescens Benth. (300 mg/kg). Apds 60 minutos, foi administrada uma solugao de
capsaicina (50 pL/pata) na pata posterior direita dos animais. O tempo que os
animais permaneceram lambendo as patas, por um periodo de cinco minutos, foi
indicativo de nocicepgao. Este teste é semelhante ao da formalina, contudo, s6

avalia dor de origem neurogénica.

4.3 Analise Estatistica

Todos os resultados foram submetidos a analise de variancia de uma
unica via (ANOVA), considerando-se como nivel critico p< 0,05 para que seja
considerados diferenga significante entre os grupos controle e tratados, seguidos

do Teste de Duncan, utilizando o software StatSoft.
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Resultados

5.1 OBTENGAO DO EXTRATO BRUTO (EB)

Para dar inicio ao trabalho de avaliagdo da atividade antinociceptiva
da P. pubescens Benth., foi feita a extragdo do 6leo das sementes (EB), utilizando

diclorometano como solvente extrator, seguindo procedimento descrito na figura 9:

I Sementes 100q I

Moagem com gelo seco
3X (CH,Cly)
Filtracdo

Fracao Residuo
CH.Cl, (69,69)

Secar sob Na>SO, anidro
Filtrar
Evaporar sob vacuo

EB (30,49) Residuo
30,4% Descarte

Figura 9: Fluxograma de extragdo do 6leo das sementes da P.pubescens Benth.
(EB), utilizando diclorometano como solvente extrator.
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5.2 ENSAIOS COM EXTRATO BRUTO (EB)

5.2.1 Ensaio Hipocratico:

Resultados

Foram utilizados dois animais por grupo (6 grupos), para avaliar as

condicbes gerais, tais como, atividade motora, resposta reflexa,

estimulo ou

depressao, dentre outros. Aos grupos, foram administradas solugcdo salina

(controle), morfina (controle) e EB nas doses de 30, 100, 300 e 1000 mg/kg, via

intraperitoneal. Apdés o tratamento, os animais foram colocados juntos em uma

caixa, para avaliacdo por um periodo de trés horas. A tabela contida na figura 10,

descreve os parametros avaliados neste ensaio.

Tabela 1: Parametros avaliados durante ensaio hipocratico. Legenda: N - resposta
normal; A\ - resposta aumentada; V- resposta diminuida

Salina Morfina EB EB EB EB
10mL/kg | 30mg/kg | 30mg/kg | 100mg/kg | 300mg/kg | 1000mg/kg
Estado de Aoaranci
consciéncia péeeralc'a N v N N N N
e disposigao
Frénico N A N N N N
Vocal
. Resposta a
Sistema aperto da N NP N N N N
Motor cauda
Tono Forga para N \ 7 N N N N
Muscular agarrar
Atvigade do | siaup | N | A | NN N N
Atividade | o005 | N | A | N | N [N N
autonoma
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Resultados

O grupo controle morfina, apresentou varias caracteristicas proprias
do uso de opidides, tais como, ndo resposta a frénico vocal, ndo resposta reflexa
por aperto da cauda, diminuida forga, fenbmeno de Straub (ere¢do da cauda)
acentuado e piloerecdo. Em todos os outros grupos, 0os animais permaneceram

com suas respostas normais.

Para avaliar a atividade antinociceptiva do EB, utilizaram-se 3
ensaios farmacologicos de algesia: contor¢bes abdominais induzidas por acido

acético, teste da placa quente e teste da formalina.

5.2.2 Contorgdes Abdominais Induzidas Por Acido Acético:

5.2.2.1 Curva dose-resposta do EB

No grupo controle, previamente tratado com solugdo salina (10
mL/kg, v.0.), a injecdo de acido acético (0,8% em salina 0,9%, i.p.) induziu 33 + 9
contorcdes durante os 15 minutos de avaliagao experimental. O pré-tratamento
com o EB das sementes da P. pubescens, nas doses de 100 mg/kg e 300 mg/kg,
demonstrou reduzir o numero de contorgdes abdominais em 46% (18 £ 10) e 57%
(14 £ 4), respectivamente. A indometacina, controle positivo deste experimento,
apresentou uma redugdo do numero de contor¢gdes abdominais em 79% (7 £ 4).

Os resultados estao representados no grafico 1.
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M2 Contorgdes Abdominais

Salina Indometacina EB-10 EB-30 EB-100 EB-300
10

Tratamento(mgfkg)

Grafico 1: Contorgdes abdominais induzidas por acido acético (0,8% em salina)
em camundongos previamente tratados (60 min) pela via oral com salina
(10mL/kg), indometacina (10mg/kg) e extrato bruto das sementes da P. pubescens
nas doses de 10, 30, 100 e 300 mg/kg. Os resultados sao expressos em média *
desvio padrdo de até 8 animais por grupo experimental (ANOVA: F42= 6,01 *p
<0,05; **p<0,01).

5.2.3 Teste Da Placa Quente:

5.2.3.1 Curva dose -resposta do EB

Atividade antinociceptiva avaliada utilizando-se morfina como
controle positivo do teste. O Extrato Bruto (EB) da Pterodon pubescens Benth. nas
doses de 30, 100 , 300 e 1000 mg/kg , foi capaz de aumentar o tempo de reagao
ao estimulo algico térmico (56,5 + 0,1 °C) em 260% (EB 100mg/kg apés 30
minutos); 226% e 197% (EB 100 mg/kg e EB 300 mg/kg apés 60 minutos); 225% e
178% (EB 100 mg/kg e EB 300 mg/kg apdés 90 minutos). A morfina (20 mg/kg)
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aumentou o tempo de reacido dos animais em 146% e 148% apos 60 e 90 minutos

respectivamente. Resultados demonstrados no grafico 2.

—m—SALINA

15 — —®—MORFINA
EB1000 maky
—w—EB300 makg
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T

0 30 G0 a0 120
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Grafico 2: Reatividade ao estimulo térmico em camundongos previamente
tratados (60 min) pela via oral com salina (10mL/kg), morfina e EB da P.
pubescens Benth. nas dose de 30, 100, 300 e 1000 mg/kg. Os resultados séo
expressos como média + desvio padréo de até 8 animais por grupo experimental
(ANOVA; Basal: F(5‘42)= 1,89 p>0,05; 30 min: F(5,42)= 7,22 p < 0,001; 60 min: F(5,42)=
5,91 p < 0,001; 90 min: F(542= 4,49 p <0,01; 120 min: F542= 2,47 p <0,05. Teste
de DUNCAN: * p<0,05; ** p<0,01; ***p<0,001).

53



Resultados

5.2.3.2 Curva dose-resposta EB

Atividade antinociceptiva avaliada utilizando-se morfina como
controle positivo do teste. O EB da P. pubescens Benth. nas dose de 30, 100 e
300 mg/kg , foi capaz de aumentar o tempo de reagéo ao estimulo algico térmico
(56,5 £ 0,1 °C) em 271% (EB 100 mg/kg apo6s 30 minutos), 195% e 171% (EB 100
mg/kg e EB 300 mg/kg apds 60 minutos), 212% e 225% (EB 30 mg/kg e EB 100
mg/kg apdés 90 minutos). A morfina (20 mg/kg) aumentou o tempo de reagao dos

animais em 230 % apd6s 30 minutos. Resultados demonstrados no grafico 3.
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Grafico 3: Reatividade ao estimulo térmico em camundongos previamente
tratados (60 min) pela via oral com salina (10mL/kg), morfina e EB da P.
pubescens Benth. nas dose de 30, 100 e 300 mg/kg. Os resultados sdo expressos
como média * desvio padrao de até 8 animais por grupo experimental (ANOVA;
Basal: F4.34)= 0,62 p>0,05; 30 min: F434= 6,13 p < 0,001; 60 min: F434= 4,79 p <
0,01; 90 min: F34= 3,07 p <0,05; 120 min: Fu34= 0,55 p >0,05. Teste de
DUNCAN: * p<0,05; ** p<0,01; ***p<0,001).
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5.2.4 Teste Da Formalina:

A injecao intraplantar de formalina (3% em salina, 20uL) na pata
posterior de camundongos produziu intensa resposta nociceptiva em duas fases
distintas: a primeira de 0 a 5 minutos (dor neurogénica) e a segunda de 25 a 45
minutos (dor inflamatdria). Nos animais previamente tratados (60 min) pela via oral
com salina (10 mL/kg), a reatividade na primeira fase de nocicepgéao foi de 211 +
50 segundos e na segunda fase 440 + 138 segundos. A morfina (10 mg/kg),
controle positivo, apresentou redugao de 27% (153 £ 50) e 59% (184 = 140) nas
fases | e Il respectivamente. A indometacina, controle positivo, reduziu em 4,2%
(201 £ 26) e 72% (126 + 51) a reatividade nas fases | e Il respectivamente. O EB
(1000 mg/kg) reduziu a reatividade em 42% (123 £ 42) na primeira fase e 92% (39
+ 28) na segunda fase do experimento. Os resultados estdo demonstrados nos

graficos 4 e 5.

Teste da formalina fase / (0-5 minutos):

2580 o

200 +

1450 o

tempo (Segundos)

a0 4

27% 42%

=zalina indometacina 10 marfina 10 EB1000

Qrupos (modko)
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Grafico 4: Reatividade a aplicacdo intraplantar de formalina na pata posterior de
camundongos previamente tratados (60 min) pela via oral com salina (10 mL/kg),
indometacina (10 mg/kg), morfina (20 mg/kg) e com EB das sementes da P.
pubescens Benth. (1000 mg/kg). As colunas indicam as médias da fase | (0 a 5
minutos — dor neurogénica) + desvio padrao de 8 animais por grupo experimental
(ANOVA: F(328= 5,17 *p< 0,05, **p< 0,01).

Teste da formalina fase Il (25-45 minutos):
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Grafico 5: Reatividade a aplicacao intraplantar de formalina na pata posterior de
camundongos previamente tratados (60 min) pela via oral com salina (10 mL/kg),
indometacina (10 mg/kg), morfina (20 mg/kg) e com EB das sementes da P.
pubescens Benth. (1000 mg/kg). As colunas indicam as médias da fase Il (25 a 45
minutos - dor inflamatéria) + desvio padrao de 8 animais por grupo experimental
(ANOVA: F(32¢)= 13,22 *p< 0,01, **p< 0,001).
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5.3 FRACIONAMENTO |

Demonstrada a ac¢ao antinociceptiva do EB, este foi pré-purificado
por coluna filtrante, fornecendo 12 fra¢des, que foram agrupadas de acordo com o
perfil cromatografico observado por cromatografia em camada delgada utilizando
CHCly: MeOH (99:1) para eluir, resultando em 5 fragdes, HS1, HS2, HS3, HS4 e
HSS, descritas no fluxograma da figura 11, que foram testadas no modelo de

contorgcdes abdominais induzidas por acido aceético.

Extrato Bruto (EB) 28g

Total de rendimento: 97,4%.

Coluna Cromatogréfica Filtrante
Hex/ CH,Cly/ MeOH
FR FR FR FR FR FR FR FR FR FR FR FR
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
HS1 HS2 HS3 HS4 HS5
0,299 0,849 21,99 2,75¢g 1,489
1,04% 3,00% 78,21% 9,82% 5,48%

Figura 10: Fluxograma do fracionamento do EB da P. pubescens Benth. obtido
por coluna cromatografica filtrante utilizando fase estacionaria Silicagel 60° e fase
movel gradientes de hexano/ diclorometano.
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HS1 HS2 HS3 HS4 HS5

Figura 11: Cromatografia em camada delgada (CCD) das fragbes resultantes da
coluna cromatogréfica filtrante do EB obtidas das sementes da P. pubescens
Benth. utilizando uma mistura de CH,Cl, : metanol (99:1) para eluir e revelado com
reagente de anisaldeido seguido de aquecimento. (P — fragdo com atividade
antiinflamatoria; C18-  7p-acetoxivouacapano e C78 —  6aq, 7B-
diacetoxivouacapano).

5.4 ENSAIOS COM AS FRAGOES RESULTANTES DO FRACIONAMENTO I

5.4.1 Contorgdes Abdominais Induzidas Por Acido Acético
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5.4.1.1 Avaliagao das fragcées HS1, HS2, HS3, HS4 e HS5

No grupo controle, previamente tratado com solugdo salina (10
mL/kg, v.0.), a injecéo de acido acético (0,8% em salina 0,9%, i.p.) induziu 38 + 4
contorgées durante os 15 minutos de avaliagdo experimental. O pré-tratamento
com as fragdes HS1, HS2, HS3, HS4 e HS5 obtidas do EB das sementes da P.
pubescens Benth., na dose de 300 mg/kg, demonstraram reduzir o numero de
contorgdes abdominais em 26% (28 £ 12), 55% (17 £ 8), 71% (11 £7), 81% (7,8 +
7) e 42% (23 £ 16), respectivamente. A indometacina (10 mg/kg), controle positivo
deste experimento, apresentou uma reducdo do numero de contorgcdes

abdominais em 66% (13 £ 4,8). Os resultados estao representados no grafico 6.
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Grafico 6: Contorgdes abdominais induzidas por acido acético (0,8% em salina)
em camundongos previamente tratados (60 min) pela via oral com salina (10
mL/kg), indometacina (10 mg/kg) e fracdes obtidas do EB das sementes da P.
pubescens Benth. na dose de 300mg/kg. Os resultados sao expressos em média
+ desvio padrdo de 8 animais por grupo experimental (ANOVA: F49= 6,41
*p<0,05, **p<0,01 e ***p <0,001).
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A fragdo HS3 reduziu o numero de contorcbes em 71% (11+7) e a
fragcdo HS4 reduziu em 81% (7,8+ 7), comparados ao controle positivo que reduziu
0 numero de contor¢des em 66% (13+ 4,8) demonstrando a maior atividade
antinociceptiva entre as cinco fracbes testadas, portanto, foram selecionadas

estas fracdes para dar continuidade ao trabalho.

5.4.2 Teste Da Placa Quente

5.4.2.1 Avaliagao das fragées HS3, HS4 e EB

Atividade antinociceptiva avaliada utilizando-se morfina como
controle positivo do teste. O EB da Pterodon pubescens Benth., as fragbes HS3 e
HS4, foram capazes de aumentar o tempo de reagédo ao estimulo algico térmico
(56,5 £ 0,1 °C) em 76,4% (EB 1000 mg/kg apés 60 minutos), 165,19% (EB 1000
mg/kg apos 120 minutos) e 46% (HS4 300 mg/kg apos 90 minutos). A morfina (20
mg/kg) aumentou o tempo de reagdo dos animais em 188 % e 184 % apods 60 e 90

minutos respectivamente. Resultados demonstrados no grafico 7.

60



Resultados

e —l— SALIMA

15 ] —e—MORFIMNA
A EE 1000mgikg
13 ] —w— H53 300maky
12 4 H5d 300maikg

Tempo (seq)
L. 1
e\i
L
}H |

5 | F I
. ,_____.if—-f}
5 ] .
2~ J' 1
1 -
L
I:I | T [ T [ T [ T [ 1
] 3n G0 a0 120

Tempa(min)

Grafico 7: Reatividade ao estimulo térmico em camundongos previamente
tratados (60 min) pela via oral com salina (10 mL/kg), morfina, EB, fragdo HS3 e
fracdo HS4 de sementes da P. pubescens Benth. Os resultados sdo expressos
como média + desvio padrao de 8 animais por grupo experimental (ANOVA; Basal:
F(4‘35)= 1,52 p>0,05; 30 min: F(4:35)= 0,88 p > 0,05; 60 min: F(4,35)= 4,61 p<0,01; 90
min: Fua35= 4,8 p <0,01; 120 min: F435= 5,10 p <0,01. Teste de DUNCAN: *
p<0,05; ** p<0,01; ***p<0,001).

5.4.2.2 Curva dose-resposta fracao HS3

Atividade antinociceptiva avaliada utilizando-se morfina como
controle positivo do teste. A fracado HS3 da P. pubescens Benth. nas doses de 30,
100 e 300 mg/kg , foi capaz de aumentar o tempo de reacédo ao estimulo algico
térmico (56,5 = 0,1 °C) em 126% (HS3 300 mg/kg apos 60 minutos); 111,3% e
211% (HS3 100 mg/kg e HS3 300 mg/kg apds 90 minutos), 116% (HS3 300 mg/kg
ap6s 120 minutos). A morfina (20 mg/kg) aumentou o tempo de reagdo dos
animais em 207%, 221%, 228% e 162% apos 30, 60, 90 e 120 minutos

respectivamente. Resultados demonstrados no grafico 8.
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Grafico 8: Reatividade ao estimulo térmico em camundongos previamente
tratados (60 min) pela via oral com salina (10 mL/kg), morfina e a fragado HS3 da
P. pubescens Benth. nas doses de 30, 100 e 300 mg/kg. Os resultados sao
expressos como meédia + desvio padrdo de 8 animais por grupo experimental
(ANOVA; Basal: F(435= 0,88 p>0,05; 30 min: F435= 3,62 p < 0,01; 60 min: F4 35=
2,76 p < 0,05; 90 min: F435= 5,01 p <0,001; 120 min: F435= 2,76 p <0,05. Teste
de DUNCAN: * p<0,05; ** p<0,01; ***p<0,001).

5.4.2.3 Curva dose-resposta fracao HS4

Atividade antinociceptiva avaliada utilizando-se morfina como
controle positivo do teste. A fracado HS4 da P. pubescens Benth. nas doses de 30,
100 e 300 mg/kg , foi capaz de aumentar o tempo de reagédo ao estimulo algico
térmico (56,5 + 0,1 °C) em 92,3% e 100% (HS4 100 mg/kg e HS4 300 mg/kg apds
90 minutos). A morfina (20 mg/kg) aumentou o tempo de reagdo dos animais em
207%, 221%, 228% e 162% apods 30, 60, 90 e 120 minutos respectivamente.

Resultados demonstrados no grafico 9.
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Grafico 9: Reatividade ao estimulo térmico em camundongos previamente
tratados (60 min) pela via oral com salina (10mL/kg), morfina e a fragdo HS4 da P.
pubescens nas doses de 30, 100 e 300mg/kg. Os resultados sdo expressos como
média = desvio padrdo de 8 animais por grupo experimental (ANOVA; Basal:
F(4‘35)= 0,88 p>0,05; 30 min: F(4:35)= 3,62 p < 0,01; 60 min: F(4,35)= 2,76 p < 0,05;
90 min: F435= 5,01 p <0,001; 120 min: F435= 2,76 p <0,05. Teste de DUNCAN: *
p<0,05; ** p<0,01).
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5.5 FRACIONAMENTO II

Trabalho realizado por Denny (2002), permitiu identificar o composto
6a- hidroxi, 7B- acetoxivouacapano (figura 12) como um dos componentes

responsaveis pela atividade antiinflamatdria do 6leo da P. pubescens Benth.

Figura 12: Estrutura molecular do composto 6a- hidroxi, 73- acetoxivouacapano.

O perfil cromatografico observado por CCD para a fragdo ativa HS3
(figura 13) demonstra a presenca deste composto (ion molecular de 360 u.m.a.),
bem como a presenga de um composto majoritario. Demos sequéncia na
purificacdo da fracdo HS3 para isolar e testar esta fracdo nos modelos de
nocicepgao. Obteve-se a fracdo HS6, oriunda da fragcdo HS3 sem a presenca do

composto 6a- hidroxi, 73- acetoxivouacapano.

Fracao HS6

<:| Composto com massa
molecular 360

HS3

Figura 13: Perfil cromatografico (CCD) da fragdo HS3, demonstrando presenca
dos composto com ion molecular 360 e fragado HS6.
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Identificou-se na fragdo HS3, o composto 6o- hidroxi, 7p3-
acetoxivouacapano, como foi evidenciado no CG/ EM - (HP-5890/ HP-5970) pelo

ion molecular em 360 u.m.a. (figura 14), previamente estudado por Denny (2002).
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Figura 14: Fragmentograma da fragdo HS3 obtido por CG/EM — HP-5890/ HP-
5970 com ion molecular 360 u.m.a., que apresentou atividade antiinflamatoéria em
trabalho preliminar.

Foram realizadas diversas purificacdes a partir do EB (figura 15) por
métodos cromatograficos até se obter quantidade suficiente da fragdo HS6
(220mg) para avaliagdo nos modelos de nocicepgao para verificar se a agao
antinociceptiva estaria relacionada a esta fracdo, de forma independente ao
composto previamente identificado por Denny (2002). As figuras 15 e 16
representam a sequéncia de fracionamentos para obtencédo da fracdo HS6 e a

CCD das fragdes resultantes respectivamente.
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Extrato Bruto (EB)

Resultados

Coluna Cromatoaréfica Filtrante

Fragoes Fracoes Fracao Fracao Fracoes
1-12 13-16 17 18 19-27
Coluna Cromatoaréfica Classica
FRs FR FR FR FR FR FRs
1-9 10 1 12 13 14 15-25
Coluna Cromatoaréfica Classica
FR 1-7 FR9 FR10 FR11-15
12,7 mg 722,3 mg 801,9 mg 224,3 mg
0,65% 37% 41,12% 11,5%

Rendimento total de purificagéo: 92,4%.

Figura 15: Fluxograma do fracionamento do EB da P. pubescens Benth., através
de métodos cromatograficos, para obtencao da fracao HS6.
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Fracdo HS6

i : \@?‘l

1 B

Figura 16: Cromatografia de camada delgada (CCD) das fragdes resultantes da
purificacdo do EB da P. pubescens Benth. para obtencao da fragdo HS6 [CH.Cly:
metanol (99:1)] e revelado com reagente de anisaldeido seguido de aquecimento.

5.6 ENSAIOS COM A FRAGAO HS6 RESULTANTE DO FRACIONAMENTO I

5.6.1 Contorgdes Abdominais Induzidas Por Acido Acético
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5.6.1.1 Comparacdao fragcées HS3, HS6 e EB

No grupo controle, previamente tratado com solugdo salina (10
mL/kg, v.0.), a injecéo de acido acético (0,8% em salina 0,9%, i.p.) induziu 53,6
10 contorgdes durante os 15 minutos de avaliagao experimental. O pré-tratamento
com o EB, fragdo HS3 e fragdo HS6 demonstraram reduzir o numero de
contorcées abdominais em 62% (21 + 11), 30% (40 + 9) e 63% (21 = 4),
respectivamente. A indometacina (10 mg/kg), controle positivo deste experimento,
apresentou uma redugao do numero de contorgdes abdominais em 67% (18 % 6).
Os resultados estao representados no grafico 10.
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Grafico 10: Contorgbes abdominais induzidas por acido acético (0,8% em salina)
em camundongos previamente tratados (60 min) pela via oral com salina (10
mL/kg), indometacina (10 mg/kg), EB, fracdo HS3, fracdo HS6 (300 mg/kg). Os
resultados sdo expressos em média + desvio padréo de até 8 animais por grupo
experimental (ANOVA: F 4 30= 12,62 *p<0,05, **p<0,001).
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5.6.2 Teste Da Capsaicina

5.6.2.1 Comparativo das fracées HS3 e HS6

A injecao intraplantar de capsaicina (32 ug/mL em salina) na pata posterior
de camundongos induz um processo nociceptivo de curta duragado (5 minutos).
Nos animais previamente tratados (60 min) pela via oral com salina (10 mL/kg), a
reatividade foi de 67 + 4,37 segundos. A morfina (10 mg/kg), controle positivo do
teste, reduziu a resposta algica dos animais em 52% (31,8 + 1,8 seg.). O pré-
tratamento com a fragdo HS3 (300 mg/kg) reduziu a nocicepcdo em 65% (23 £ 9
seg.); a fracdo HS6 (300 mg/kg) reduziu a nocicepcdo em 82% (11,3 £ 5 seg.). Os

resultados sdo demonstrados no grafico 11.
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Grafico 11: Reatividade a aplicagao intraplantar de capsaicina (1,6 ug/pata) na
pata posterior de camundongos previamente tratados (60 min) pela via oral com
salina (10 mL/kg), morfina (10 mg/kg), fracado HS3 (300 mg/kg) e fragdo HS6 (300
mg/kg). As colunas indicam as médias + desvio padrao de 8 animais por grupo
experimental (ANOVA: F 3 28= 130,06 p < 0,001. Teste de Duncan: *p<0,001).
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5.6.3 Teste Da Placa Quente

5.6.3.1 Efeito das fragcbes HS3 e HS6, com antagonista opiéide Naloxona

Atividade antinociceptiva avaliada utilizando-se morfina como
controle positivo do teste e naloxona como controle da atividade opidide. A fragao
HS3 na dose de 100 mg/kg , foi capaz de aumentar o tempo de reagdo ao
estimulo algico térmico (56,5 + 0,1 °C) em 237,5% (60 min) e 163,4% (90 min). A
fragdo HS6 na dose de 100 mg/kg aumentou o tempo de reacdo em 179% (30
min) e 205% (60min). Resultados demonstrados no grafico 12.
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Grafico 12: Reatividade ao estimulo térmico em camundongos previamente

tratados (60 min) pela via oral com salina (10 mL/kg), morfina (10 mg/kg),
naloxona (1 mg/kg) e salina, naloxona e morfina, fragdo HS3 (100 mg/kg),
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naloxona/ fragdo HS3, fracdo HS6 (100 mg/kg) e naloxona/ fragdo HS6. Os
resultados s&o expressos como meédia + desvio padrdo de 8 animais por grupo
experimental (ANOVA; Basal: F7s6= 0,61 p>0,05; 30 min: Fz56= 3,25 p < 0,01;
60 min: Fzs6= 24,2 p < 0,001; 90 min: F756= 11,85 p <0,001; 120 min: F(753)=
2,44 p <0,05. Teste de DUNCAN: * p<0,05; ** p<0,01; ***p<0,001).
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Discussdo

A busca por novas substancias farmacologicamente ativas € uma
constante no mundo cientifico. A industria farmacéutica investe cada vez mais em
pesquisas de novos medicamentos, sejam eles antimicrobianos, antiinflamatadrios,
ansioliticos ou analgésicos. Os produtos naturais estdo cada vez mais inseridos
neste contexto, visto que, servem de fonte para novas moléculas e compostos

com potencial farmacoldgico (Peixoto e Amorim, 2003).

A atividade antiinflamatéria do extrato hexanico da Pterodon
pubescens Benth., foi estudada por Carvalho e colaboradores sugerindo que a
atividade antiinflamatoéria estaria relacionada a inibicdo da liberacdao de
prostaglandinas e outros mediadores envolvidos no sistema cininas. Sugere ainda
que a atividade antiinflamatdria do extrato poderia estar relacionada a presenga de

compostos terpénicos (Carvalho, 1999).

Um estudo do extrato hidroalcodlico das sementes da Pterodon
pubescens Benth. confirmou seu efeito antiinflamatério em modelo de artrite
experimental e a auséncia de toxicidade subaguda (Coelho et al.,2001). No
CPQBA- UNICAMP, Denny e colaboradores (2002), identificaram o diterpeno
furdnico 6a- hidroxi, 7B- acetoxivouacapano como um dos responsaveis pela
atividade antiinflamatéria do 6leo obtido por prensagem das sementes da P.

pubescens.

Ja Silva e colaboradores (2004), relacionaram o sesquiterpeno
6a,7B- dihydroxyvouacapan, com a atividade antiedematogénica do 6leo extraido
das sementes da P. pubescens Benth., e Coelho e colaboradores (2005) com a

nocicepgao.

Tendo em vista que o trabalho preliminar feito por Denny (2002),

demonstrou a acao antiinflamatdéria do 6leo obtido por prensagem das sementes
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de sucupira, nos propusemos entdo, a estudar a possivel acdo analgésica do
extrato diclorometénico (EB), fraciona-lo a fim de identificar os compostos
responsaveis por sua agao antinociceptiva e avaliar o provavel mecanismo de

acao.

Para tanto, foram feitos quatro modelos de nocicepgao “in vivo”,
utilizando camundongos adultos Swiss machos, pesando entre 25 e 35g. Séao
modelos classicos que avaliam diferentes mecanismos de analgesia, seja ela de
origem central, periférica ou inflamatoéria. Foram utilizados os seguintes modelos
de nocicepcado: Contorgbes Abdominais Induzidas por Acido Acético (Writhing test
(dor periférica, central e inflamatoria), Algesia Induzida por Formalina (dor
neurogénica e inflamatéria) e Capsaicina (dor neurogénica) e Algesia por Estimulo
Térmico (Placa Quente) (dor neurogénica agao central direta).

Primeiramente, verificou-se a possivel agdo antinociceptiva do EB
diclorometanico da P. pubescens Benth. Para isso, as sementes passaram por um
processo de moagem juntamente com gelo seco, seguido de trés extracbes com

diclorometano.

No trabalho preliminar, demonstrou-se a atividade do 6leo obtido por
prensagem das sementes. Avaliando-se a atividade do EB diclorometanico em
modelo de nocicepgao, observou-se a mesma atividade farmacolégica. O extrato
etanolico resultante da extracdo do residuo gerado pelo EB ndo demonstrou

atividade significativa no modelo testado.
O EB foi entdo testado em quatro ensaios farmacolégicos: ensaio
hipocratico, modelo de nocicepg¢ao induzida por acido aceético, teste da placa

quente e teste da formalina.

No ensaio hipocratico, foram feitos seis grupos experimentais,

havendo dois grupos controle (solugdo salina e morfina), e quatro grupos
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recebendo doses diferentes do EB (30, 100, 300 e 1000 mg/kg), pela via
intraperitoneal. Este modelo permite observar possiveis mudancgas
comportamentais dos animais tais como estado de consciéncia e disposigao
(aparéncia geral, resposta a frénico vocal), sistema motor (resposta a aperto da
cauda), atividade autdbnoma (piloerecao), tono muscular (forga para agarrar) e
atividade do sistema nervoso central (fenbmeno de “Straub”). Durante a avaliagao
dos animais por um periodo de trés horas, ndo se observaram mudangas
significativas nas caracteristicas gerais dos grupos tratados com as diversas
doses do EB, contrastando com o grupo tratado com morfina que apresentou
mudancas significativas nestes parametros, préprias do uso de opidides, como por
exemplo, diminuidas respostas a aperto da cauda (sistema motor) e forga pra
agarrar (tono muscular), promogao de “straub” (atividade em SNC) e piloeregao

(atividade autbnoma).

Para dar inicio ao estudo das propriedades antinociceptivas do 6leo
extraido das sementes da P. pubescens (EB), utilizou-se o modelo de contorgdes
abdominais induzidas por acido acético. Este teste baseia-se na contagem das
contorcbes da parede abdominal seguidas de torgdo do tronco e extensao dos
membros posteriores (Writhing) como respostas reflexas a irritacdo produzida pela
injecao intraperitonial de acidos fracos ou outros agentes inflamatérios (Siegmund
etal., 1957). A contagem do numero de contorgdes, durante um tempo pré-

determinado, é tomada como indice da resposta nociceptiva (Koster et al., 1959).

O estimulo escolhido para este experimento foi o acido acético
diluido em solucéo salina a 0,8%, que deve ser utilizado por um periodo maximo

de duas horas. O volume de acido acético injetado foi constante (10 mL/Kg).

Neste modelo, pode-se avaliar se o extrato possui ou nao acao
analgésica, seja por dor neurogénica (periférica), central ou inflamatéria. O acido
acético € um estimulo conveniente para testes de triagem por produzir uma

resposta cuja intensidade depende da interagdo de varios eventos,
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neurotransmissores e neuromoduladores que determinam a nocicep¢ao, tais como
cininas, acetilcolina, substancia P e prostaglandinas. Desta forma, este modelo
sera sensivel a substancias analgésicas de agao central ou periférica dotada dos
mais variados mecanismos de acao (Shafiee, 2003; Cervero, et al., 1999). A
reacdo dolorosa deste teste é sensivel a drogas com atividade analgésica
semelhante a aspirina, aos antagonistas de receptores cininérgicos e aos
analgésicos opidides de acao central e periférica (Siegmund et al., 1957; Ochi et
al., 2000).

Devido a baixa especificidade da resposta antinociceptiva neste
teste, ensaios complementares sao necessarios para a interpretacdo dos
resultados, pois varios compostos como anti-histaminicos, parassimpatomiméticos
parasimpatoliticos, estimulantes do sistema nervoso central, inibidores da MAO,
antagonistas serotoninérgicos, neurolépticos e bloqueadores adrenérgicos, podem

também inibir as contor¢des (Rates e Barros, 1994).

Primeiramente foi feita uma curva dose-resposta da concentragcéo do
acido acético a ser utilizado para o experimento. Alguns autores citam solug¢des de
acido acético 0,6% (Santos et al.; 2005), 0,7% (Shafiee; 2003) ou 0,8% (Goncales;
2005), por isso padronizou-se a concentragdo que melhor respondesse ao teste
em nossos laboratérios. Entre as quatro concentracdes testadas, a de 0,8% foi a
que melhor promoveu a resposta nociceptiva dos animais (ndo consta nos

resultados).

Padronizada esta concentragao, fez-se uma curva dose-resposta do
EB da P. pubescens Benth., nas doses de 10 mg/kg, 30 mg/kg, 100 mg/kg e 300
mg/kg. Esta curva dose-resposta foi realizada, com intuito de determinar se o EB
possui acao antinociceptiva de forma dose-dependente, visto que a literatura nao
relata estudos com extrato diclorometanico. Alguns trabalhos utilizam a dose de

300 mg/kg para extrato hexanico e hidroalcodlico (Coelho, 2005; Carvalho, 1999).
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Observa-se no grafico 1, que as doses de 10 mg/kg e 30 mg/kg, n&o
diminuiram o numero de contor¢gbes abdominais induzidas pelo acido acético, ou
seja, ndo houve acao antinociceptiva significativa. Porém, as doses de 100 mg/kg
e 300 mg/kg do EB diminuiram sensivelmente o numero de contorgdes
(comparado ao grupo controle negativo), demonstrando ag¢ao antinociceptiva

dose-dependente, sendo a dose de 300 mg/kg a mais efetiva.

Demonstrada a ag¢ao antinociceptiva do EB no modelo de contorgdes
abdominais, investigou-se a possivel atividade antinociceptiva por agao central,
através do modelo de nocicepgao induzida por estimulo térmico (Teste da Placa
Quente). Este modelo mede o tempo de reagao do animal a um estimulo térmico
(Woolfe et al., 1944) sendo semelhante ao teste do tail flick descrito por D’amour e
Smith (1941).

A colocagédo do animal sobre uma superficie aquecida a mais de
50°C determinara uma resposta caracteristica, quando o animal troca rapidamente
0 apoio dos pés, levanta ou lambe uma das patas. A laténcia para o aparecimento
dessa resposta, cronometrado em segundos, pode ser considerado como
indicativo da intensidade da resposta nociceptiva a um estimulo térmico (Woolfe e
MacDonald, 1944).

Neste teste, os animais sdo colocados individualmente numa placa
quente de temperatura constante (56°C) e devem ser previamente submetidos a
este estimulo para que se possa selecionar os mais responsivos ao teste, que

deve ser realizado 24 h apds esta avaliagao.

No teste propriamente dito, apds a obtencdo de dois valores basais
(com intervalos de 30 min) os camundongos sao tratados, por via oral, com o
veiculo (grupo controle), com as diferentes doses do extrato da planta ou morfina
(10 mg/kg; controle positivo). A resposta € novamente avaliada decorridos 30, 60,

90 e 120 minutos da administracdo das drogas. O tempo maximo de contato do
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animal com a placa quente deve ser mantido em 20 s (tempo de corte), para evitar
lesbes nas patas. Este teste fornece resultados consistentes, de forma que grupos
experimentais de 8 animais sdo suficientes para uma boa analise estatistica,
sendo sensivel a drogas opidides como a morfina, cuja atividade analgésica é
mediada por receptores y, & e k, distribuidos tanto perifericamente, como no
sistema nervoso central (Elmer et al., 1998; Tornos et al., 1999). O estimulo
térmico produz a nocicepgdo, determinando que a resposta a placa quente
decorre de uma resposta operante de agao central.

A avaliagdo da possivel acdo antinociceptiva central do EB da P.
pubescens Benth., foi feita através de uma curva dose-resposta utilizando as
doses de 30 mg/kg, 100 mg/kg, 300 mg/kg e 1000 mg/kg. Observa-se que o EB
nas doses de 100 mg/kg e 300 mg/kg foi capaz de aumentar o tempo de reagéo
dos animais ao estimulo térmico apdés 30, 60 e 90 minutos (grafico 2),
demonstrando que o EB possui atividade em dor de origem neurogénica causada

por agao direta em SNC.

Para confirmar a agdo antinociceptiva do EB por mecanismos
centrais, uma segunda curva dose-resposta foi realizada, agora apenas com as
doses de 30 mg/kg, 100 mg/kg e 300 mg/kg (grafico 3), haja visto que o EB néo
demonstrou agao analgésica estatisticamente significante na dose de 1000 mg/kg,
possivelmente pela acdo autbnoma, causando diarréia intensa. Neste ensaio,
observou-se que as doses de 100 mg/kg e de 300 mg/kg demonstraram agao
antinociceptiva, com énfase na dose de 100 mg/kg aos 30, 60 e 90 minutos

decorrentes do teste.

Demonstrada a acdo central e para melhor caracterizar a atividade
antinociceptiva do EB da P. pubescens Benth., utilizou-se o teste da formalina em
camundongos, modelo quimico de nocicepgao, que fornece uma resposta mais

especifica comparativamente ao modelo do acido acético (Tjolsen et al.; 1992).
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Descrito originalmente em gatos e ratos, o teste da formalina foi
posteriormente adaptado para camundongos (Hunskaar et al.; 1986). A injecéo
subcutanea de formalina determina o aparecimento de uma gama de respostas
motoras bem caracterizadas, cuja quantificacdo permite que se avalie a

intensidade da resposta nociceptiva (Dubuisson e Dennis, 1977).

A formalina, na concentragcéo de 2% (formaldeido 1,2% em solugao
tampao PBS), é injetada por via subplantar (s.pl.) em uma das patas posteriores,
num volume constante de 20 plL/pata (camundongos). Para a injegcao s.pl., a
agulha, com o bisel voltado para cima, € inserida cuidadosamente através de um
dos coxins plantares, sua visualizagao através da pele permite que a formalina
seja sempre injetada na mesma regiao da pata. A estimulagdo de fibras nervosas
nociceptivas aferentes produz dor intensa, revelada por lambidas, repetidas

mordidas e “sacolejos” vigorosos da pata injetada (Tjolsen et al.; 1992).

Em roedores, o teste da formalina caracteriza-se por apresentar duas

fases distintas de nocicepgao:

-na primeira fase que se inicia apos a inje¢cao da formalina e estende-se
durante os primeiros 5 minutos, ocorre a produgdo da dor neurogénica,
possivelmente através da estimulacdo direta de terminacdes aferentes
nociceptivas. A participagcdo de mediadores periféricos como a substancia P,
bradicinina, histamina e serotonina € bem comprovada. Na medula, a mediagao
ocorre principalmente através da liberagdo de substancia P e glutamato. Esta fase
€ inibida por agonistas opidides, como o fentanil e morfina, e por agonistas ou
antagonistas de receptores de bradicinina B1 e B2 (Hunskaar et al.;1986,
Hunskaar et al.; 1987).

-a segunda fase coincide como aparecimento da dor de origem

inflamatdria. Ela ocorre entre 25 e 45 minutos apds a injecdo da formalina e esta

relacionada com a producgao e liberagdo de varios mediadores pro-inflamatorios
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como a histamina, serotonina, prostaglandinas e bradicinina. Esta fase é sensivel
aos antiinflamatérios n&o esteroidais e esteroidais e aos analgésicos opidides de
acgao central ou periférica (Hunskaar, et al.; 1987).

As duas fases da resposta a formalina tém mediacdo quimica e
mecanismos de modulacao distintos, apresentando diferencas marcantes quanto a
sua sensibilidade a drogas analgésicas. Assim é que a primeira fase é atribuido
um carater neurogénico, sendo sensivel a analgésicos opidides e a alguns
agonistas das vias descendentes, enquanto a segunda fase € mais bem
caracterizada como dor de origem inflamatéria, sendo sensivel a analgésicos
antiinflamatorios nao-esteroidais (Hunskaar & Hole, 1987; Shibata et al., 1989;
Abbott et al., 1995).

A estimulagao nociceptiva prolongada pode produzir a facilitagao da
transmissdo dolorosa, podendo esta permanecer ativa além do periodo de
estimulacdo. Tal fendbmeno é decorrente do aumento da sensibilidade das
terminagdes nociceptivas periféricas (sensibilizagao periférica) e pelo aumento da
excitabilidade dos neurdnios dorsais medulares no SNC (sensibilizagdo central)
(Rang e Dale, 1999).

Isto ocorre, apds a injegdo de formalina, quando tal agente é capaz
de induzir um processo nociceptivo persistente (dor de origem inflamatdria)
subseqliente a uma resposta nociceptiva aguda (dor de origem neurogénica).
Como mecanismo geral, a estimulagdo nociceptiva promoveria a liberagdo de
substéancia P e aminoacidos excitatorios, como o glutamato, de neurdnios
aferentes da medula dorsal. A associacdo da despolarizagao produzida pela
substancia P com os potenciais excitatérios sinapticos rapidos produzidos pelo
glutamato, agindo nos receptores AMPA (a-amino-3-hidroxi-5-metil-isoxazol),
ocorre desinibicdo dos receptores NMDA (N-metil-D-aspartato) bloqueados por
magnésio. A ativagdo dos receptores NMDA promovera o influxo de calcio,

ativagdo da sintese de prostandides e oxido nitrico nas células do corno dorsal
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que, uma vez difundindo-se para fora destas células, aumentariam a excitabilidade

dos neurénios medulares (Rang e Dale, 1999; Carr e Goudas, 1999).

Deste modo, a substancia P e os aminoacidos excitatérios liberados
na medula a partir das fibras C- aferentes durante a primeira fase de reacéao
dolorosa induzida pela formalina promoveriam a ativagao de receptores NMDA. A
consequente sensibilizagdo dos neurdnios espinhais por liberagdo do éxido nitrico
e prostaglandinas levaria a sensibilizagdo central e hiperalgesia manifestadas
durante a segunda fase (Wiertelak et al., 1994; Carr e Goudas, 1999).

Nao tendo padronizada a dose para o teste, utilizou-se a dose de
1g/kg para que se avaliasse a agdo do EB da P. pubescens Benth. O gréfico 4
representa a fase | (0-5 minutos) do teste, que determina a resposta a dor
neurogénica (periférica). Observa-se que o E.B reduziu em 42% a reatividade dos
animais, com eficacia superior ao grupo controle positivo morfina (27%),
demonstrando que a agao antinociceptiva do EB, pode estar relacionada a

mecanismos periféricos.

Decorridos 20 minutos da avaliagdo da dor neurogénica inicia-se a
fase Il do teste, como mostra o grafico 5. Para esta fase, que é sensivel a
analgésicos antiinflamatoérios nao-esteroidais, utilizou-se indometacina como
controle positivo. A indometacina reduziu em 72%, e o EB reduziu em 92% a
reatividade dos animais, evidenciando a agao analgésica do EB na dor de origem
inflamatoria. A acgao antiinflamatéria do extrato da P. pubescens Benth. foi

demonstrada por Denny em 2002.

Estes trés ensaios farmacologicos permitiram determinar que o EB
possui acao antinociceptiva, e que esta atividade esta relacionada tanto a dor de
origem neurogénica, central, quanto inflamatéria. A préxima etapa do trabalho foi
de identificar a (as) fragdo (6es) mais ativa (s) presente no EB das sementes da P.

pubescens.
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O EB foi pré-purificado (fracionado) através de cromatografia em
coluna filtrante. Este método possibilita a separagdo da amostra por largas faixas
de polaridades utilizando-se a proporcdo de amostra: silica de 1:3, e comumente
emprega-se como fase estacionaria Silicagel 60° (0,063-0,2mm; Merck). A técnica
consiste em rechear um funil de placa porosa (forma cilindrica) e acoplar este a
um kitassato que com ajuda do sistema de vacuo elui a fase movel através do
mesmo. Esta técnica é rapida e de facil execucao e propicia uma forma de limpeza
na amostra permitindo a retirada de graxas e partes muito apolares que

normalmente nao sao de interesse.

Esta primeira purificacdo do EB forneceu 12 fragdes, as quais foram
agrupadas de acordo com seu perfil cromatografico, resultando em cinco fragdes
para serem testadas: HS1, HS2, HS3, Hs4 e HSS5 (figuras 10 e 11).

Por se tratar de um teste menos especifico, avaliou-se a agao
antinociceptiva das fracbes no modelo de contorcbes abdominais induzidas por
acido acético. Neste ensaio (grafico 6), utilizou-se indometacina como controle
positivo, que reduziu em 66% o numero de contorgbes abdominais. Das cinco
fracdes avaliadas, duas demonstraram ac¢ao antinociceptiva pronunciada: HS3 e
HS4 (reducdo do numero de contor¢gdes em 71% e 81% respectivamente). Com
estes dados, as fragdes HS3 e HS4 foram selecionadas para serem analisadas
em outros modelos de nocicepcao, a fim de melhor caracterizar a atividade

antinociceptiva das mesmas.

Considerando que o EB demonstrou atividade analgésica central,
fez-se o teste da placa quente para que se pudessem comparar os efeitos do EB e
das fragdes HS3 e HS4, a fim de analisar se os compostos responsaveis pela

acgao analgésica central do EB sdo os mesmos presentes nestas fragoes.
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Ao comparar os efeitos do EB e das fracbes HS3 e HS4 no teste da
placa quente (gréfico 7), observa-se um perfil de resposta antinociceptiva
semelhante entre o EB e as fragbes, principalmente aos 60 e 90 minutos
decorrentes do teste, quando houve aumento no tempo de reagdo dos animais ao

estimulo térmico.

Para melhor caracterizar a agao analgésica central das fragcbes HS3
e HS4, foram feitas curvas dose-resposta para ambas, utilizando o mesmo modelo
de nocicepcao. Através do grafico 8, observa-se que a fragdo HS3 demonstrou
atividade antinociceptiva pelo aumento do tempo de reacdo dos animais,
principalmente na dose de 300 mg/kg aos 60, 90 e 120 minutos decorrentes do
teste. A fracao HS4 (grafico 9) apresentou perfil de agdo semelhante entre as
doses de 100 mg/kg e 300 mg/kg, porém o aumento do tempo de reagao foi
estatisticamente significante apenas aos 90 minutos, na dose de 100 mg/kg, dessa
forma, a fragdo HS3 foi selecionada para ser purificada a fim de identificar o

composto responsavel pela acdo antinociceptiva.

Analisando a fragdo HS3 em cromatografia em camada delgada
(CCD), observa-se, através de CG-EM (HP-5890/ HP-5970), a presenga do
diterpeno furénico 6o- hidroxi, 7p- acetoxivouacapano (figura 14), com ion
molecular 360 u.m.a (figura 20) com Rf 0,35, o qual foi identificado por Denny
(2002), como o responsavel pela atividade antiinflamatéria do éleo extraido das

sementes da P. pubescens Benth.

Na fragdo HS3, também foi identificada a presengca de um composto
majoritario (figura 13), que parece se tratar de acidos graxos. A proxima etapa do
trabalho foi analisar se a agao antinociceptiva estaria relacionada ao composto 6a-
hidroxi, 73- acetoxivouacapano, ou ao composto que se apresenta em maior

quantidade, denominada fragdo HS6.
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Com intuito de obter quantidades suficientes para analise nos
modelos de nocicepgédo, o EB foi novamente purificado por coluna filtrante e as
fracbes que demonstraram presenca da fracdo HS6, foram purificadas varias
vezes utilizando cromatografia em coluna classica, que é um método mais
refinado e mais preciso de separagao dos compostos presentes em uma amostra,

quando comparado a cromatografia em coluna filtrante.

ApoOs a realizagado de varias colunas cromatograficas, obteve-se 220
mg da fracdo HS6, quantidade suficiente para se fazer a analise nos modelos de
nocicepgao. A agao antinociceptiva da fragcado HS6 foi avaliada em trés modelos
experimentais de antinocicepgao: contorgdes abdominais induzidas por acido

aceético, teste da capsaicina e teste da placa quente.

O primeiro teste realizado, foi o de contorgdes abdominais induzidas
por acido acético. Neste ensaio, foram comparados os efeitos do EB e das fragdes
HS3 e HS6, todos na dose de 300 mg/kg. O grafico 10 demonstra que o EB e as
fragbes HS3 e HS6 reduziram o numero de contorgdes abdominais em 62%, 30%
e 63% respectivamente. Este teste permitiu identificar que a fragcado HS6 isolada
possui acao antinociceptiva independente do composto com atividade
antiinflamatéria (6a- hidroxi, 7p- acetoxivouacapano), identificado por Denny
(2002), sugerindo uma possivel acao sinérgica entre os acidos graxos da fragcao
HS6 e o derivado voucapanico, tendo em vista que a atividade do EB e da fracéo

HS6 foram semelhantes.

O teste da formalina, anteriormente citado, demonstrou que o EB
possui agdo em dor neurogénica, por isso, para melhor caracterizar a atividade
antinociceptiva da fragdo HS6, esta foi submetida ao teste de algesia induzida pela
capsaicina (teste da capsaicina). A capsaicina (8-metil-N-vanilil-6-noneamida) é o
principio pungente de uma grande variedade de pimentas vermelhas do género

Capsicum (Lecci et al., 2001).
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Para isso, cada animal foi colocado individualmente dentro de um
funil de vidro transparente por um periodo de adaptacdo de pelo menos 20
minutos. Apos este periodo, os camundongos foram tratados v.o. com salina,
fragdo HS3 e fragcdo HS6 uma hora antes da inje¢cdo de capsaicina (20 ul/pata; 2
Mg/pata). Registra-se entdo, durante 5 minutos, o periodo que o animal permanece
lambendo ou mordendo a pata injetada, medida esta indicativa de dor (Sakurada
et al.; 1992, 1993)

Tal processo ocorre por liberagdo de neuropeptideos como a
substancia P, neurocininas, somatostatina, peptideo relacionado ao gene da
calcitonina (CGRP) com participacao de fibras aferentes nociceptivas do tipo C, e
em parte, fibras do tipo Ad. A substancia P, neurocinina A (NKA) e B (NKB) ativam
trés tipos de receptores designados como NK-1, NK-2 e NK-3, respectivamente.
Desta forma, o processo nociceptivo induzido pela capsaicina tem sido
relacionado a ativagdo do sistema taquicinérgico e parece ser mediado pela
ativacdo de um receptor especifico, cuja presenga tem sido confirmada com a
capsazepina, antagonista vanildide competitivo (Szallasi et al., 1999; Laird et al.,
2001; Lecci et al., 2001).

Observando os resultados do grafico 11, observa-se que ambas as
fragbes HS3 e HS6, reduziram o tempo de reatividade dos animais em 65% e 82%
respectivamente, o que demonstra que ambas possuem atividade antinociceptiva
para dor neurogénica, relacionada a ativagao direta dos nociceptores periféricos,

causada pela capsaicina.

Apos a demonstracido da atividade antinociceptiva do EB e das
fragbes da P. pubescens Benth., iniciamos o estudo acerca do mecanismo de
acao responsavel por esta atividade. Existem diversas vias ou sistemas envolvidos
no processo de algesia, podendo ser relacionado a sistema opidide, Oxido
nitrérgico, gabaérgico, serotoninérgico dentre outros, onde é possivel analizar que

tipos de substancias enddgenas ou receptores estdo envolvidos no processo de
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algesia de um extrato. Com base no resultado do ensaio hipocratico que
demonstrou que o EB n&o apresentou respostas comportamentais semelhantes as
oservadas com o uso de morfina (opidide), investigou-se a agéo analgésica central
da fracdo HS3 e da fracdo HS6, e a possivel correlagdo com agonistas opidides,
utilizando um antagonista de receptores opidides, a naloxona, como controle do

experimento.

Neste ensaio (grafico 12) foi feito um grupo controle naloxona/ salina,
para demonstrar que a naloxona nao tem efeito antinociceptivo. O pré-tratamento
com naloxona promoveu reversao do efeito da morfina em todas as fases do
experimento. Demonstrou-se, que a fracdo HS3 e a fracdo HS6 possuem efeito
antinociceptivo de acado central, visto que ambas aumentaram o tempo de

reatividade ao estimulo térmico.

A naloxona é um antagonista competitivo inespecifico dos receptores
opiodides e é utilizada no experimento a fim de bloquear os receptores opidides e
verificar se o extrato perde seu efeito antinociceptivo, o que demonstra
participacdo por este sistema. O pré-tratamento com naloxona, nao reverteu os
efeitos antinociceptivos da fragdo HS3 e nem da fragdo HS6, sugerindo que estas,

ndo possuem acéo semelhante a morfina (opioides).

Todos estes resultados nos permitem afirmar que a fracdo HS6,
presente no EB das sementes da Pterodon pubescens Benth., € um dos
responsaveis pela atividade antinociceptiva do mesmo, e que esta fracdo nao
possui agdo semelhante aos analgésicos opidides (analogo da morfina),

confirmando o resultado demonstrado pelo ensaio hipocratico (tabela 1).

Este trabalho avaliou alguns dos possiveis mecanismos fisioldgicos
envolvidos na antinocicepgao causada pelo EB das sementes da Pterodon
pubescens Benth, bem como suas fragdes ativas. A continuidade do estudo

acerca desta planta se faz necessaria, uma vez que demonstramos que sua
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atividade antinociceptiva € decorrente de varios fatores, atuando em sistema
nervoso central, em dor neurogénica e dor de origem inflamatoria, sugerindo o
envolvimento de varios compostos presentes. A proxima etapa do trabalho sera
na busca dos mecanismos de acao envolvidos na atividade antinociceptiva do EB

e da fracdo ativa HS6.
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Conclusdo

O presente trabalho péde demonstrar:

A agao antinociceptiva do EB extraido das sementes da Pterodon

pubescens Benth;

e A acdo antinociceptiva das fragdes obtidas do EB extraido das sementes

da Pterodon pubescens Benth;

e |dentificacdo da fragao ativa HS6 envolvida na atividade antinociceptiva.

e Constatacdo que ambos fragdo HS6 e o composto 6a- hidroxi, 7p-
acetoxivouacapano estdo envolvidos na agao antiniciceptiva por

mecanismos independentes.

e Demonstracdo de que a fracdo HS6 possui atividade antinociceptiva nao

relacionada as vias opioidérgicas.
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